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Biologische Versuche mit Organplasma.
Von
Gottlieb Salus.

(Aus dem Hygienischen Institut der deutschen Universitit in Prag.)
(Eingegangen am 6. Januar 1914.)

Wiahrend die antigenen Eigenschaften des Blutserums und
der Erythrocyten gut bekannt sind, enthalten die experimentellen
Erfahrungen iiber Organzellen und OrganeiweiB viel des Un-
sicheren und Kontroversen. Die hier der endgiiltigen Losung
harrenden Fragen sind zunéchst die, ob das OrganeiweiB bio-
logisch mit dem Blutserum der betreffenden Tierart identisch
oder ob es davon deutlich verschieden, also ,blutfremd“ sei,
wie sich ferner diesbeziiglich die verschiedenen Organe eines
und desselben Organismus und die gleichen und differenten
Organe verschiedener Tierarten gegenseitig verhalten.

Diese Fragestellung hat wesentliches Interesse fiir den
Einblick in komplizierte physiologische und pathologische
Probleme; so konnen wir mit den biologischen Methoden das
Nahrungseiwei von seinem Eintritt in den Verdauungstrakt
bis dahin verfolgen, wo es sich als OrganeiweiB dem Zell-
bestand einfiigt; auch die biologische Zusammengehorigkeit von
Organen und Organgruppen wird mit diesen Hilfsmitteln ge-
priift. Die Herkunft des HarneiweiBes bei Nierenentziindungen
— ob aus Blut oder Nierengewebe — ist seit M. H. Fischers
Untersuchungen wieder strittig geworden, ebenso ungeklirt ist
die Bedeutung von zirkulierenden Organbestandteilen fiir den
Symptomenkomplex der Eklampsie und der Uréimie, die Frage
nach der Moglichkeit eines biologischen Beitrags zur Carcinom-
diagnose, die Bildung der Autoantikérper usw.

Hier sollen nur die wichtigsten der bisherigen Versuche

auf dem Gebiete der Antikérper gegen Organeiweif kurz be-
Biochemische Zeitschrift Band 6. 1



2 G. Salus:

sprochen werden, wobei wir von den Cytotoxinen, die zum Teil
recht fraglich sind und den pathogenen Wirkungen der cyto-
lytischen Antisera, mogen sie nun direkte oder indirekte sein,
bei der groBen Unsicherheit, die hier herrscht, vorerst ganz
absehen und uns auf jene Ermittelungen beschrinken wollen,
die mit Pricipitation, Komplementbindung und Anaphylaxie
gewonnen werden,

Die wenigen, mit der Pracipitinmethode erlangten
positiven Resultate muB man wohl, soweit die Methodik ein-
wandfrei war, voll gelten lassen; doch sprechen die zahlreichen
negativen Ergebnisse dafiir, daB es im Vergleich zum antigenen
Verhalten des Blutserums und nativen Eiweiles der Nahrung
groBe Schwierigkeiten haben muB, pricipitierende OrganeiweiB-
antisera zu gewinnen. Die Ursachen dafiir sind mannigfach;
die Notwendigkeit, die Organe moglichst blutfrei zu gewinnen
und von anhaftendem Fett- und Bindegewebe zu befreien, be-
sonders aber der Umstand, daB dieses offenbar erst in den
Organen neugebildete organ- und artspezifische Antigen fiir
Pricipitinbildung nur in minimalen Mengen vorhanden, im
Zellinnern eingeschlossen ist und nur durch GewaltmaBnahmen,
als chemische Zerstorung, mechanische Zertrimmerung unter
hohem Druck daraus gewonnen werden kann. Dieses Material
enthilt aber auch, wenn es ganz klar ist, eine Menge un-
spezifischen Zellantigens, und die damit von geeigneten Tieren
gewonnenen Antisera miissen erst kiinstlich zur Spezifitit ge-
liutert werden, indem man den unspezifischen Anteil, hdufig
auch zuvor noch einen aufs Blutserum gerichteten, durch Ab-
sittigung ausschaltet. Die Spezifitit des endlichen Rein-
serums laBt in bezug auf seine Intensitit (Verdiinnbarkeit des
Antigens) keinen Vergleich mit den Antiseris gegen Blutsera,
EiereiweiB usw. zu. Auch geht aus allen vorliegenden Ver-
suchen die Notwendigkeit der Einverleibung von groBen Mengen
Materials, hiufiger Injektionen oder der Vorbehandlung in der
Tierreihe entfernter Arten hervor, wenn auch nur ein Teil der
Tiere brauchbare Sera liefern soll. Wie wir sehen werden,
ist der Ubergang vom Blut- zum OrganeiweiB mit
vollem Verlust der antigenen Bluteigenschaften und
mit einem starken Absinken und Verflachen anti-
gener Fiahigkeiten iiberhaupt verbunden; das Organ-
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eiweiB ist blutfremd und arm an Antigenen, ganz be-
sonders an spezifischen.

Was die Herstellung des Materials betrifft, so gelingt es
ziemlich leicht, durch Durchspiilung von den GefiBen aus die
Organe entbluteter Tiere blutfrei zu machen,  weit schwerer
und nach unseren Erfahrungen unvolisténdig ist das Resultat
bei Leichenteilen, in denen schon Gerinnungen und Senkung
des Blutes erfolgt ist. Die Anwendung von Organbrei, der so
oft mit immer neuen Mengen physiologischer Kochsalzlosung
gewaschen wurde, um dann ausgepreBt oder als Emulsion ver-
verwendet zu werden, ist mit enormen EiweiBverlusten ver-
bunden und entwertet das Material bedeutend, abgesehen da-
von, daB viele Tierverluste durch Infektion und priméare Organ-
giftigkeit dadurch verursacht werden. Unsere Versuche, die sich
auf Pricipitation, Komplementbindung und Anaphylaxie be-
ziehen, wurden daher gerade mit dem leicht in Kochsalzlésung
iibergehenden Pohlschen?!) Organplasma angestellt, einem leicht
darstellbaren, eiweiBreichen Antigen, das rasch und daher stets
frisch und von Produkten der Autolyse frei gewonnen werden
kann, durch Papier filtriert klar ist und das Aussehen von
Blutserum — in verdiinntem Zustande — darbietet und daher
zur Anstellung der betreffenden Reaktionen gut geeignet ist.

Aus der Literatur iiber Organprécipitine ist hervorzuheben,
daB Weichardt?) Kaninchen wiederholt mit Aufschwemmungen mensch-
licher Placenta vorbehandelte, das Kaninchenplacentaserum durch Zu-
setzen von Serum minnlicher Individuen und Abzentrifugleren des
Priicipitats und Filtration pahezu fiir Syncytialeiweil spezifisch ein-
stellen konnte, so daB es dann mit verdinnten Aufschwemmungen
menschlicher Placenta (Filtraten), nicht mit Serum pricipitierte. (Aller-
dings gelang es nicht, im Blute gravider Frauen mit diesem Serum
Pricipitate zu erzeugen, was er dadurch erklart, daB die ins Blut ge-
langte pricipitable Substanz dort sofort an priicipitierence gebunden wird.)

Forssner?) zerrieb Organe mit reichlicher Kochsalzlésung oder mit
1/.%/pigem Ammoniak zu Brei, filtrierte durch doppeltes Filterpapier
und zentrifugierte dann. Er injiziert 6 bis 8 mal, verwendet fiir jede
Injektion die Emulsion einer Meerschweinchenniere oder entsprechende
Stiicke Leber, Milz. Das Antigen war offenbar nicht blutfrei. Er findet
durch Absittigung, daB z. B. ein Antinierenserum einen gemeinsamen

1) J. Pohl, Das Arbeiten mit OrganeiweiB. Handb. d. biochem. Ar-
beitsmethoden von E. Abderhalden.
") Weichardt, Uber die Syncytiotoxine. Hyg. Rundschau 1918, 491.
3) Forssner, Miinch. med. Wochenschr. 1905, 892.
]‘
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Anteil fiir das Normalserum, Leber, Milz, Niere dieser Tiere haben,
einen anderen fiir Leber und Niere, einen dritten fiir Niere allein. Das
nach Zusatz von Leber, Milz oder Normalserum gewonnene Zentrifugat
reagiert noch mit Niere, dagegen reagiert das mit Niereneiweil versetzte
Antiserum nach Abzentrifugieren des Niederschlags nicht mehr mit
einem der anderen Filtrate.

Grund?) verwendete PrefSsifte der Buchnerschen Presse, die 41/, bis
111/;%, EiweiB enthielten; die Trennung von Blut- und Organeiwei8-
pracipitinen gelang ihm leicht; schwieriger war es mit der Trennung der
Organsifte gegeneinander; so konnte er von vier Nierenantiseris nur eines
gegen LeberprefBsaft spezifisch machen (da die verschiedenen EiweiB-
korper derselben Tierart teils gemeinsame, teils spezifische Receptoren
haben und gegen beide Pricipitine gebildet werden, so muB man zu-
niachst die gegen erstere gerichteten Pricipitine durch Absittigung
binden, um die spezifischen frei zu machen).

Artspezifische Pricipitine gegen MuskeleiweiB sind von Horiuki?®)
dargestellt worden. Einige Autoren (Cesaris-Demel und Sotti,
Fiessinger, Fleischmann und Davidsohn, Grund) fanden aber,
daB die Organzellenantisera nicht bloB in bezug auf das Organ, sondern
auch in bezug auf die Art unspezifisch sein konnen, daB dagegen die
Serumantisera nur in geringem MaBe Antikorper gegen Organzellen ent-
halten. Es ist also_schon hier in bezug auf die Pricipitation von
verwandtschaftlichen Beziehungen der Organe der gleichen und ver-
schiedener Spezies die Rede, und R68le?®), bei dem sich ausfiihrliche
Literaturangaben finden, resiimiert, es scheine auf keine Weise zu ge-
lingen, wirklich spezifische Antikorper gegen Organe zu erzielen, wenn
man auf chemische Eingriffe in das Antigenmaterial verzichte.

Fiir unsere eigenen Versuche ist noch die Angabe von Grund zu
vergleichen, daB es nicht die Nucleoproteide sind, denen das Antigen
fiir Pricipitinbildung angehért.

Bekannt ist endlich, daB8 von Uhlenhuth*) die Organspezifitit des
LinseneiweiBes zunichet durch Pricipitation festgestellt wurde.

Mittels Komplementbindung untersuchten die Frage der Organ-
antikorperbildang u. a. Michaelis und Fleischmann?® (1906). Sie
bekamen komplementbindende Amboceptoren fiir Leber, die jedoch auch
mit anderen Organen der némlichen Tierart reagierten. A. Schiitze®)
konnte bei einem Hunde nach 5 Monate lang fortgesetzter subcutaner
Behandlung mit Hammelschilddriisenextrakt Komplementbindung mit

) Grund, Uber organspezifische Priicipitation und ihre Bedeutung.
Deutsch. Arch. f. klin. Med. 87, 148ff., 1906.

%) Horiuki, Miinch. med. Wochenschr. 1908, Nr. 17.

%) R. R6Ble, Fortschritte der Cytotoxinforschung. Lubarsch-Oster-
tag 13, 2.

%) Uhlenhuth, Deutsche med. Wochenschr. 1901, 82.

%) Michaelisund Fleischmann, Zeitschr. f.klin. Med. 58, 463, 1906.

%) A. Schiitze, Zeitschr. f. klin. Med. 65, 383, 1908.
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Hammelschilddriise (0,1 Extr. = volle Kuppe, 0,05 Extr. = leichte Kuppe,
also recht beacheiden), aber auch mit Niere, Hoden, Nebenhoden,
Bauchspeicheldriise, Milz vom Hammel erhalten, alle gleich stark; da-
gegen versagten die gleichen Organe vom Menschen als Antigen mit
diesem Hundeserum. Halpern!) vermochte nach intraperitonealer Ein-
verleibung operativ entfernter und fein zerriebener kirpereigener Organe
bei Hunden Antikérper zu erzeugen, die im Komplementbindungs-
versuch mit den homologen Organen Hemmung der Hamolyse bewirkten.
Diese Antikorper waren teilweise organspezifisch, zum Teil war die
Organspezifitit keine strenge; bis auf 3 Fille fehlte auch die Artspezifitit.
Nakano?) bekam manchmal von Meerschweinchen, die dreimal intra-
peritoneal mit Menschenleber injiziert worden waren, Sera, die mit
Extrakten verschiedener Organe des Menschen, aber auch des Kaninchens
und mitunter selbst des Meerschweinchens reagierten. Es ist interessant,
daB gerade das fiir Serumantikérper so geeignete Kaninchen fiir Organ-
eiweiB im Stiche 1aBt, wihrend auch wir mit dem fiir Serum unbrauch-
baren Meerschweinchen positive Resultate fiir Organplasma erhielten.
Also auch da ein Gegensatz beider EiweiBarten. Spirlich und wider-
spruchsvoll sind die Versuche, mit Hilfe der Anaphylaxie die anti-
genen Fihigkeiten des ZelleiweiBes zu ergriinden. So wurde von
Ohkubo, der allerdings bloB die intraperitoneale Probeinjektion in
Verwendung zog, die Meinung ausgesprochen, daB die anaphylaktische
Sensibilisierung nur von der Blutbeimengung herriihre und daB man
Meerschweinchen mit blutfreien Organextrakten iiberhaupt nicht in den
Zustand der anaphylaktischen Bereitschaft versetzen konne. Auch Dorr?)
ist zu Zweifeln geneigt, wenn er nun (Kolle-Wassermann II. Aufl.) sagt:
»Der Nachweis dieser Verhaltnisse mit Hilfe des anaphylaktischen Ex-
periments ist aus mehrfachen Griinden erschwert; einerseits sind die
Differenzen zwischen Serum- und Organeiweil oder zwischen ver-
schiedenen OrganeiweiBarten desselben Tieres nicht immer so betrichtlich,
daB sie bei Anwendung der gangbaren Methoden immer so betrichtliche
Ausschlige geben, andererseits ist es schwer moglich, die Organzellen
frei von Serumeiwei zu bekommen, das schon in infinitesimalen Mengen
sensibilisierend auf das Meerschweinchen wirkt und die organspezifische
Uberempfindlichkeit deckt.“ Indes eei hervorgehoben, daB es auch fiir
den anaphylaktischen Versuch eine Art der Absittigung in vivo gibt,
wie sie zuerst von Uhlenhuth angewendet wurde.

Wir wollen unter den Organen zundchst von der Augenlinse ab-
sehen, deren Blutfremdheit und Organspezifitit weniger iiberrascht, die von
Uhlenhuth durch die Pricipitinreaktion, dann von Dérr, Krusius,
Uhlenhuth durch den Anaphylaxieversuch festgestellt wurde; sie

) Halpern, Experimentelle Studien iiber Antikérperbildung usw.
Zeitechr. f. Immunititsforschung 11, 609, 1911.

%) H. Nakano, Untersuchungen iiber das Wesen der Wassermaun-
echen Reaktion. Zeitechr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 76, 1913.

%) R. Dorr, Anaphylaxie, in: Kolle-Waseermann, II. Aufl.
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konnten auch folgerichtig das eigene Tierindividuum damit sensibilisieren
und reinjizieren; ebenso wollen wir absehen von den Geschlechtsdriisen
und den zu ihnen in Beziehung stehenden Organen, denen Dunbar,
Gotgl?) u. a., ersterer auf Grund lokaler, letzterer auf Grund allgemeiner
Anaphylaxicerscheinungen eine relative oder absolute Spezifitit des
Kreises der Geschlechtsorgane zusprechen.

Hertle und Pfeifer®) wuschen fein verriebenen Organbrei 3 bis
6mal in der Zentrifuge mit immer neuer Kochsalzldsung, injizierten
83mal groBe Mengen des Materials und warteten 40 Tage mit der Probe-
injektion. Sie beniitzen als Kriterium den Temperaturabfall. Nach ihnen
gelingt es, durch wiederholte Behandlung von Meerschweinchen mit
Meerschweinchenniere eine Uberempfindlichkeit gegen dieses Organ zu
bewirken. Wurden die Tiere mit Nebenniere oder Hoden von Meer-
schweinchen sensibilisiert, dann waren sie ebenso, wenn auch nicht gleich
stark iiberempfindlich gegen Meerschweinchenniere, aber nicht gegen das
Organeiwei8 der Vorbehandlung?).

Durch Zertrimmerung einer Niere des Meerschweinchens, nicht
aber des Kaninchens, und Reposition des Gewebes gelang es, bei Wieder-
einspritzung von artgleicher Nierenemulsion betrichtliche Grade von
Uberempfindlichkeit nachzuweisen.

Guerrini*) arbeitete mit Nucleoproteiden; auch er wéscht die blut-
frei gespiilten und zerschnittenen Organe wiederholt mit physiologischer
Kochsalzl6sung, trocknet dann die Stiickchen zwischen Filterpapier, zer-
reibt sie im Morser zu feinem Brei und setzt das 20fache Volumen an
19,igem Atzkali zu, 1éBt 24 Stunden unter Schiitteln im Eisschrank
stehen, sedimentiert, zentrifugiert die iiberstehende Fliissigkeit. Dann
setzt er 1°/ige Essigsiure bis zum Eintreten der sauren Reaktion zu.
Das gefillte Nucleoproteid wird auf dem Filter gesammelt und im
Vakuum getrocknet (Pferdemilz und -leber, Hundemilz und -leber).
Die Reinjektion erfolgt stets ins Peritoneum. Nach ihm ist die durch
das Gewebsnucleoproteid hervorgerufene Reaktion spezifisch fiir ein und
dasselbe Organ eines und desselben Tieres. In seltenen Fillen kann
eine, aber stets schwache Reaktion durch ein anderes Organ desselben
Tieres ausgeltst werden, nie durch das Nucleoproteid des gleichen Organs
einer fremden Tierart. Also strenge Art- und miBige Organspezifitat.
Hier ist zunéchst daran zu denken, daB die Artspezifitit durch geringen
Blutgehalt bedingt sein kinnte und daB8 durch die Vorbereitung ein
starker Antigenverlust erfolgt sei — sind doch unsere Kochsalzextrakte
schon nach !/ stiindiger Extraktion sehr eiweiBreich gewesen, endlich
scheint die Essigsiurefillung dem Antigen nicht zutriiglich zu sein, ab-

1) A. Gétzl, Verhdl. d. IV. Kongresses d. deutsch. Ges. f. Urologie.

?) Hertle und H. Pfeiffer, Zeitschr. f. Immunititsforschung 10,
Nr.5/6; ebenda: Weitere Beitrige.

3) Kann wohl schwerlich auf etwas anderem als anf Antigenarmut
dieses Gewebsmaterials beruht haben.

4 G. Guerrini, Zeitschr. f. Immunitiatsforschung 1912, 70.
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gesehen davon, daB die peritoneale Reinjektion nicht ausschlaggebend
genug ist. Jedenfalls wire stets bei Vergleichen der EiweiBgehalt der
einzelnen Priparate zu bestimmen.

Unter diesen Umstinden, bei der UngleichmiBigkeit des
verwendeten Materials, der Verschiedenheit der Versuchstechnik
und der Inkonstanz der Resultate schien es zweckmiBig, die
ganze Frage nochmals an moglichst einheitlichem, unveréndertem
OrganeiweiBmaterial zu untersuchen. Dazu eignete sich das
J. Pohlsche ,Organplasma“ besonders gut; dann bleibt noch
die Priifung des unléslichen Anteils der Organzellen auf Anti-
gene iibrig, wihrend eine solche Trennung der einzelnen An-
teile — auBer bei Guerrini — bisher nicht vorgenommen
wurde. Das Organplasma wurde zumeist als frischer Koch-
salzextrakt aus Hackbrei oder auf dem Drahtsieb zerriebenen
Stiickchen tunlichst blutfrei gespiilter Organe verwendet; er
stand zumeist 24 Stunden im Kasten des Eiserzeugungsapparates,
bei langerer Extraktion erfolgte Toluolzusatz, doch geniigte
oft /, bis 1 Stunde, um eiweilreiche Fliissigkeiten zu be-
kommen. Wiederholt durch Papier filtriert, war das Plasma
vollkommen klar, sein EiweiBgehalt schwankte je nach der ver-
wendeten Menge der Kochsalzlosung zwischen 0,75 bis 10 p. m.
Esbach.

Die sofort wieder in Kochsalz gelosten Niederschlige von
0,2°/,iger Essigsiure und die Trockenpulver nach Wiechowski?),
die fiir die Konservierung zu chemischen Zwecken so gute
Dienste leisten, und die rasche Herstellung klarer Losungen
gestatten, schienen den frischen Organplasmen fiir biologische
Versuche etwas nachzustehen, wie iiberhaupt der chemische
und biologische Begriff der Denaturierung grundverschieden
sind. Bemerkenswert ist, daB von unseren Plasmen (Niere,
Muskel, Leber verschiedener Arten) bloB ein goldgelbes Hiihner-
leberplasma — vielleicht wegen seines Gallegehaltes — fiir
Meerschweinchen per venam primér giftig war, alle anderen
wurden bei dieser Applikation in den verwendeten Mengen
anstandslos vertragen. Einigemal gelangten auch nicht filtrierte
Extrakte (Emulsion) zur Verwendung.

Der von Pohl wegen seiner Beziehungen zum Protoplasma
und der Homologie zum Blutplasma als ,Organplasma“ be-

1) Wiechowski, Beitrige z. chem. Physiol. u. Patiol. 9, 240, 1907.
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zeichnete Kochsalzauszug gibt nach ihm simtliche Farben- und
Fallungsreaktionen der EiweiBkorper. Wenn auch zwischen
Muskeln und Parenchymorganen deutliche Unterschiede be-
stehen, so dhneln doch die Organplasmen in vielem den durch
ein gleiches Verfahren hergestellten Muskelplasmen.

Der aus dem Organplasma dargestellte ,Essigsiurekérper®
ist optisch inaktiv, koaguliert im nativen Plasma und aus
alkalischer Losung bei 38 bis 39° oder darunter. Seine Koagu-
lationsfihigkeit, die fast restlose Verdaulichkeit, Ausfillbarkeit
durch schwache Sduren, Ungiftigkeit per venam lieBen ihn
zundchst als Globulin erscheinen, doch lieB sich darin eine
Pentose und nach Salzsiurehydrolyse ein Purinkérper nach-
weisen. Der Essigsiurekorper ist chemisch ein Nucleoproteid;
neben ihm ist im Organplasma noch ein zweites, davon etwas
differentes Nucleoproteid enthalten. ,Fasse ich zusammen, so
ergibt sich, da die loslichen OrganeiweiBkérper .. .. toto coelo
vom Blutserum verschieden sind.%

Versuche.

Kaninchen I: Kochsalzplasma von Meerschweinchennieren, sub-
cutan am 2, 7, 12, 18., 25. IX. (5 Injektionen). Verblutet am 1. X.
1918.

a) Verhalten des Organplasmas in bezug auf das hammel-
hiamolytische Antigen der Meerschweinchenorgane.

. . Komplement
K‘“‘.‘;h*i“‘ Agogﬁ?:l' 5°/, Hammel-| in 1 ccm Losung der
seru . erythrocyten physiol. Koch-| Erythrocyten
16sung o

com salzlésung

0,1 1 o 0 0

0,1 1 l 1 0,05 komplett
0,01 1 | 1 0,05 »
0,005 1 | 1 0,05 )
0,001 1 | 1 0,05 n
0,0005 1 i 1 0,05 0

b) Giftigkeit dieses inaktiven Kaninchenblutserums (1) fiir
Meerschweinchen von ca. 350 g per venam.

M. 1 bekommt 1,3 com Ks. I. Nach 8 Minuten anaphylaxieartige
Erscheinungen, Tod unter Krimpfen nach weiteren 7 Minuten (Lungen-
blihung).

M. 2 bekommt 1 com Ks. I. Dasselbe ohne wesentlichen Zeitunter-
schied.
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M. 3 bekommt 0,5 com Ks. I. Krank, paretisch, Kot- und Harn-
abgang, nach 1 Stunde erholt.

M. 4 bekommt 1,0 com Ks. normal. 3

M5 » 06 » » » }Reuktxonslos.

¢) Pricipitinversuch Ks. I mit Organplasma von Meerschweinchen-
nieren und mit solchem von Menschennieren und Verdiinnungen der-
selben negativ.

d) Komplementbindungsversuch mit diesem Ks. I in Mengen von
0,1 and mit Meerschweinchen-, Kaninchen- and Menschennierenplasmen
(je 0,1, 0,05, 0,01, 0,005) negativ. Da dies am Hamolysingehalt des
Ks. I liegen konnte, wurde in einem weiteren Versuch das Serum zuerst
mit Hammelerythrocyten erschopft, doch trat auch diesmal keine Kom-
plementbindung auf.

Der hiamolytische Titer (0,001) von Kas. I war bereits bei der
Probenahme nach der dritten Injektion in gleicher Stirke ermittelt
worden.

Ergebnis: Kaninchenserum nach 5 maliger Vorbehandlung mit
Meerschweinchennierenplasma hat Hémolysine fiir Hammelblutkdrper-
chen, ist per venam fiir Meerschweinchen giftig, zeigt mit klaren homo-
und. heterologen Nierenorganplasmen weder Komplementbindung noch
Priocipitation.

Kaninchen II. 8mal suboutan vorbehandelt mit Meerschwein-
chennierenemulsion rasch hintereinander (17., 18, 20., 22., 24, 27. X,
4. und 10. XI.). Verblutet 18. XI.

Inskt. Ks. II| In physiol |59/, Hammel.| Omplement|  y5op0 gop
com NaCl blutkdrperch. physiol. NaCl Erythrocyten
0,01 1 1 0 0
0,01 1 1 0,05 komplett
0,001 1 1 0,05 »
0,0005 1 1 0,05 »
0,6001 1 1 0,05 komplett in
30 Minuten
0,00005 1 1 0,05 0
Praoipitation:
0,1 Ks. II mit 0,1 Meerscbweinchen-
0,01 nierenplasms in .
0,001 [ 1 com Kochsalz- [ D€84Y
0,0001 16sung
0,1 Ks. IT mit 0,1 . .
0,01 Kaninchennieren-

0.001 plasms in 1 com ( negativ
0’0001 Kochsalzlosung

1) Forssman und Hintze, diese Zeitaohr. 44.
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Komplementbindung. Unterhemmende Antigendosen austitriert.
1 Stunde bei 87°.

Antiseram Komplement Antigen [°°/o Hammel-
. . erythrocyten .
mlgktﬁv zusammen mit 2 ccm sensibilisiert Léeung
: Kochsalzlosung cem
Meerschwein-
chennieren-
plasma
0,1 0,075 0 1 komplett
— 0,075 0.1 1 »
0,1 0,075 0,1 1 »
0,1 0,075 0,01 1 »
0,1 0,075 0,001 1 »
0,1 0,075 0,0001 1 »
— 0,075 —_ Inicht sensib. 1 0

Der gleiche Versuch mit Kaninchennierenplasma ebenfalls negativ.
Ebenso der ganze Versuch, nachdem das Ks. Il (2 cem mit 1 com
Hammelblut 1 Std. bei 379 dann abzentrifugiert) vom Hiamolysin befreit
worden war. (Jetzt hemmt 0,1 Ks. II allein, 0,05 gibt negative Kom-
plementbindungsresultate.)

Ergebnis: Mit Meerschweinchennierenemulsion 8 mal in kurzen
Intervallen vorbebandelt. Himolysintiter 0,0001. Weder Pracipitation
noch Komplementbindung mit Organplasmen.

Kaninchen III. 4 mal rasch hintereinander je 4 ccm Meer-
sohweinchennierenemulsion subcutan (17., 18., 20., 22. X.). Verblutet am
31. X.

Priacipitation: 0,1 Ks. IIl mit je 1 ccm inaktiven Meerschwein-
chenserumverdiinnungen (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000): negativ.

Mit den gleichen Verdiinnungen von Organplasma aus Meerschwein-
chennierenpulver: negativ.

Mit den gleichen Verdiinnungen von Organplasmen aus Kaninochen-
nieren: negativ.

Negativ verliefen auch alle Komplementbindungsversuche mit den
gleichen Antigenen (0,1 bis 0,00005) und je 0,1 com Ka. III.

Ergebnis: Ks. IIl précipitiert weder mit Organplasmen noch mit
der Vorbehandiung homologem Blutsernm noch bindet es mit einem
dieser Antigene Komplement.

Kaninchen IV: In 5tégigen Intervallen 4mal vorbehandelt. Anti-
gen: Meerschweinchennierenorganplasma wird mit 0,29/ iger Essigsdure
gefillt, der Niedersohlag sofort wieder in physiologischer Kochsalzlésung
gelost.

Seram Kaninchen IV inaktiviert.

Ergebnis: 1. Hammelhdmolysin (begonnen mit 0,01): fehlt.

2. Giftigkeit fiir Meerschweinchen: fehlt.

M. 350 g: 0,5 com Ks. IV iv.: 0,
M. 350 g: 1,0 com Ks. IV iv.: 0.
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3. Komplementbindung mit homologem Nierenplasma, Serum, Men-
schennierenplasma, ebenso mit dem aufgeschwemmten Essigsiurenieder-
schlag: negativ.

4. Pracipitation vollkommen negativ.

Kaninchen V und VI. Je 5 mal mit je 5 ccm blutfreiem, eiweil-
reichem Menschenplasma vorbehandelt [subcutane Injektionen von jo
5 ccm des Organplasmas]?).

Ergebnis: Die Sera enthalten kein Hamolysin, zeigen weder mit
homologen noch mit heterologen Organplasmen oder PreBsiften Pri-
cipitation oder Komplementfixation.

2 Hiihner mit Kaninchennierenemulsion 4 resp. 8 mal subcutan
vorbehandelt.

Ergebnis: Himolysin fiir Hammelblut: negativ.

Huhn a): Pricipitation mit Kaninchenserum (40 fach verdiinnt),
Kaninchennierenplasma, Menschennierenplasma negativ, ebenso fallen die
Pracipitationsversuche mit diesen Antigenen negativ aus.

Huhn b): Genau gleich.

2 Hihner 4 resp. 5mal mit Meerschweinchennierenorganplasma
sabcutan vorbehandelt.

Hémolyse fiir Hammelblut (0,1 bis 0,0001 ccm Serum) bei beiden
negativ. Der Versuch entsprach der Erwartung, da das Huhn selbst
das gleiche hammelhdamolytische Antigen besitzt, wie die Meerschwein-
chenorgane, und es auch bei Meerschweinchen nicht gelingt, darch Vor-
behandlung mit eigenen Organen Hammelhdémolysine zu erzeugen.

2 Meerschweinchen je 3 mal vorbehandelt mit Schweinemuskel-
plasma subcutan. 8 Tage nach der dritten Injektion verblutet, Serum
inaktiviert.

Komplementbindungsversuch.

Je 0,075 com Komplement. Je 0,1ccm der Meerschweinchenantisera.
Je 1 cem 5%,ige sensibilisierte Hammelblutkrperchen. Alles auf 3 com
mit Kochsalzlésung. Antiserumkontrolle, Kontrolle des hamolytischen
Systems und des Komplements.

Antigen Antiserum I Antiserum I
Schweinemuskel- 0,40 itotale Hemmung] spurenweise Hemmung
plasma 0,20 do. Losung
0,02 do. do.
Hiihnermuskel- 0,40 Lésung do.
plasma 0,20 do. do.
0,02 do. do.
Menschennieren- 0,20 |totale Hemmun, totale Hemmung
organplasma 0,02 Lisung Losung
0,01 do. do.

1) G. Salus und F. SchleiBner, Zur Frage des Anaphylaxiegiftes.
Med. Klinik 1911, Nr. 25.
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Antigen Antiserum I Antiserum II
, Schweine- 0,40 do. EiweiBgehalt — 3 p. m.
g muskel
£E] Hihner | 040 do. " =10 p.m.
e muskel
-~
& Menschen- 0,20 | gerade noch ge- n = 2 p.m.
nierenplasma 168t

Anaphylaxieversuche: Als Kriterium der anaphylak-
tischen Bereitschaft benutzten wir dieselben Symptome, wie in
unseren friilheren Arbeiten auf dem Gebiete der Anaphylaxie, nim-
lich das Krankheitsbild des akuten und des protrahierten Choks,
und es sei hier nochmals hervorgehoben, daB letzteres nicht
bloB nach subcutaner und intraperitonealer Reinjektion, son-
dern auch bei der von uns ausschlieflich geiibten intravendsen
Probeinjektion in den nicht gleich tédlichen Fillen beobachtet
wird, ferner die andmische geblahte Lunge bei iiberlebendem
Herzen. Sonst verwertbare Symptome sind die Herabsetzung
der Blutgerinnbarkeit und der Temperaturabfall, die Leuko-
penie (bei groBen Tieren die Senkung des Blutdrucks).

Anaphylaxieversuche.

I. 4 Meerschweinchen. 24. IX. mit je 0,2 com klarem, eiweiB-
reichem Kaninchennierenplasma subcutan injiziert. Reinjiziert
13. X,

M. 1 bekommt 1 ccm Kaninchennierenplasma iv. Sofort Krampfe,
Tod. Lungenbldahung.

M. 2 bekommt 0,2 ccm Kaninchennierenplasma iv. Deutliche,
leichte Anaphylaxie.

M. 3 bekommt 1,6 ccem Menschennierenplasma iv. Typische Ana-
phylaxie. Erholt.

M. 4 bekommt 1 ccm Menschennierenplasma iv. Keine Erschei-
nungen.

Die beiden Antigene sind fiir normale Tiere ungiftig. Das Menschen-
nierenplasma ist an EiweiB drmer.

II. 4 Meerschweinchen. 24. IX. subcutan je 0,2 ccm Menschen-
nierenplasma. Iv. reinj. 14. X. '

M.1: 1 ccm Menschennierenplasma. Nach 4 Minuten Atmen
mit eingezogenem Thorax, in heftigen Krimpfen herumgeschleudert.
SchlieBlich doch erholt.

M. 2: 0,3 ccm Menschenserum (EiweiBgebhalt = 7,5 ccm des
obigen Nierenplasmas). Bleibt gesund.
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M. 8: 2 cem Kaninchennierenplasma. Rascher Atem, Paresen, Pro-
stration. SchlieBlich erholt.

[M. 4: Dieses vorbehandelte Tier bekam 2 ccm sterilen EiweiBharn
iv. Verfiel in Krimpfe, Tod. Lunge etwas gebldht, doch hamorrhagisch.
Auf 1 com des zur Hilfte verdiinnten EiweiBharns (E =1/, von 4) be-
kommt ein normales Meerschweinchen sofort heftige Krampfe; erholt
sich spater. Zur Vermeidung dieses Harngiftes wird in den weiteren
Versuchen stets dialysierter Harn verwendet (durch Kollodiumschléduche),
der sich als primér ganz ungiftig erweist.]

III. 6 Meerschweinchen. 28. IX. mit je 0,1 ccm Menschen-
nierenemulsion suboutan vorbehandelt. Iv. reinj.

M. 1: 14.X. 1 ccm Menschennierenplasma. Schwer krank, rascher
Atem ; Prostration, Paresen. Erholt.

M. 2: 16.X. 1,5 ccm Menschennierenplasma. Sofort heftige Krimpfe.
Tod. Lungenblihung.

M. 3: 16. X. 1 ccm Menschennierenplasma. Wie bei M. 1.

M. 4: 16. X. 1 ccm Kaninchennierenplasma. Unruhe, Nasenreiben,
Wiirgen. Erholt.

[Normales Meerschweinchen: 1,8 ccm dialysierter Harn (89,
EiweiB). Bleibt gesund.]

M.5: 1 ccm dialysierter Harn (8%, EiweiB). Bleibt gesund.

M. 6: 1,8 com dialysierter Harn (8°/,, EiweiB). Bleibt gesund.

IV. 2 Meerschweinchen. 15.X. mit je 0,1 ccm Menschenserum
vorbehandelt. Subcutan reinj. 4. XI. iv.

M.1: 0,1 com Menschenserum. Unruhe, PfotenbeiBen, Wiirgkrampf,
Nasenreiben, Paresen. Erholt.

M. 2: 2 com Menschennierenplasma. Bleibt gesund.

V. 5 Meerschweinchen. 16. X. subcutan je 0,5 ccm Kaninchen-
nierenplasma. 7. XI. iv. reinj. (22 d.).

=
EiweiB- Injizierte

Fliissigkeit Menge gehalt | Erscheinungen Eiwei8-
com % | menge

~ Meerschw.

Kaninchennieren-| 3,0 1,2 Nach Inkubation allge- | 0,0036

plasma meine Kriampfe, dann
liegt das Tier, mit ge-
striubtem Fell, rasch
atmend da; schlieBlich

erholt.
2 do. 4,0 1,2 do. 0,0048
3| Kaninchenmuskel-| 3,0 2,0 Heftige Krampfe 0,006
plasma (nach ca. 4 Std. tot).
4| Menschennieren- | 3,0 0,75 | MaBige Anaphylaxie- | 0,00225
plasma erscheinungen.
5| Inaktiviertes 02 | 400 | 0 0,008

Kaninche in 1 cem i
aninchenserum oo f
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V1. 5 Meerschweinchen. 238. X. subcutan je 0,3 com Kaninchen-
nierenplasma. Iv. reinj. 15. XI.
B o o
= Menge Eiwei8- . Injizierte
E Flissigkeit ng gehalt Erscheinungen EiweiB-
g com %00 raenge
1| Menschennieren- 2,0 1 Schwerer Chok, nach 0,002
plasma 28td. noch krank. Erholt.
2 | Kaninchenmuskel-| 2,0 3 Sofort Krimpfe. Tod. | 0,006
plasma Intensiv geblahte blasse
Lungen bei sich noch
kontrah. Herzmuskel.
3] Kalbsmuskel- 2,0 2 Schwer krank (ohne 0,004
plasma | Krémpfe), [fliegd. Atem,
,  Paresen]. Erholt.
4 do. 2,0 3 ' Ahnlich, eher etwas 0,006
_ leichter.
5| Menschlicher Ei- | 25 | 3 | 0 0,0075
weiBharn, dia- i
lysiert |
Normale Kontrolle] 2,5 2 0 0.005
fir Kalbsmuskel-
plasma |
" VII. 5 Meerschweinchen. 12. IX. subcutan mit je 0,2 com dialy-

siertem Nephritisharn (39, E.) vorbehandelt. Iv. reinj. 3. XII.
.E B N | Menge EiweiB- Injizierte
2|  Fliissigkeit NE gehalt Erscheinungen EiweiB-
g com % menge
113.XI1. Menschen-] 0,50 —_ Nach einigen Minuten | ca. 0,02
serum allgem. Krimpfe. Tod.
Lungenbldhung.
215.XI1. do. 0,50 — do. ca. 0,02
815 XII. do. 0,05 — |Nach 8 Min. PfotenbeiBen.| ca. 0,002
Pharynxkrampf, dann
allgem. Krimpfe.
Dennoch erholt.
4]3.XI1. do. 0,02 —_ Ganz leichte Erschei- | ca. 0,0008
nuangen.
5]8.XIl. Menschen| 2,50 1 0

nierenplasma

' ca. 0,0025

|
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VIII. 5 Meerschweinchen. 18. XI. je 0,4 eines 4°/,, EiweiB ent-
haltenden Kalbfleischplasmas subcutan. Iv. reinj.
Y 1
5 Mongo! EiWeiB- Injizierte
8|  Flissigkeit 8% gehalt Erscheinungen EiweiB-
? com %o menge
1]12. XII. Schweine-] 2,0 ‘ 4 Leichte Anaphylaxie. 0,008
muskelplasma !
2| 12.XII. Hunde- | 2,0 2 Nicht deutlich positiv. | 0,004
leberplasma (aus
Pulver)
3] Menschennieren- | 2,0 2 Leichte Anaphylaxie. 0,004
plasma
4| 15.XIL Hunde- | 30 | 2 | Nicht deutlich positiv. | 0,006%)
leberplasma i
5| 15.XII. Menschen-| 2,5 2 Heftiger Chok. Erholt. | 0,005
nierenplasma
IX. 9 Meerschweinchen. 14. XI. subcutan je 0,2 com Kaninchen-
muskelplasma (3°/,, Esbach). Iv. reinj. nach 22 bis 25 Tagen.
_E Mo EiweiB- Injizierte
gl  Flissigkeit 82! gehalt Erscheinungen EiweiB-
g ocm %0 menge
1]6. XII. Menschen-{ 2,5 2 Ganz leichte Anaphyl. | 0,005
nierenplasma
2]6. XII. do. 3,0 2 do. 0,006
3] 6. XII. Schweine- | 2,0 4 Sofort Krampfe. Tod. | 0,008
muskelplasma Lungenblihung.
[Normales Kon- 2,0 4 0 0,008}
trolltier, Schweine-
muskelplasma
4] Schweinemuskel- | 1,0 4 MiBige Erscheinungen. | 0,004
plasma
5]9. XII. Menschen-| 2,5 2 Heftiger Chok mit all- | 0,005
nierenplasma gemeinen Krimpfen;
dennoch schlieBl. erholt.
[9. XII. Normale | 2,5 2 0 0,005]
Kontrolle, Men-
schennierenplasma
6]19. XTI. Menschen-| 1,0 | 40 0 0,04
serum
7] 9.XI. Hiihper- | 1,0 9 0 0,009
muskelplasma
819.XM. do. 2,0 9 0 0,018
9] 9.XII. Hihner- | 1,0 3 Heftiﬁ Krimpfe. 0,003%)
leberplasma rholt.
(goldgelb)
[NormaleKontrolle] 1,3 8 do. 0,0089%)

1) Aus altem Hundeleberpulver. — %) Primir giftig (Gallenséduren?).
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XI. 5 Meerschweinchen. 2. XII. subcutan je 0,2 com Schweine-
muskelplasma. Iv. reinj. 20. XII.

£ Monigo| Ei¥ei8- Injizierte
® Fliissigkeit enge gehalt Ersoheinungen Eiwei-
é com % menge
1| Schweinemuskel- | 2,5 3 Nach 2 Min. allgemeine | 0,0075
plasma Kriampfe. Tod. Exzessive
Lungenbliahung b. weiter-
schagendem Herzen.
2| Menschennieren- | 3,75 2 |Heftige allgem.Krim&fle, 0,0075
plasma dann lingere Zeit ruhig
mit fliegendem Atem,
dann neuerliche Krimpfe.
Nach 4 Std. tot.
3| Hiibnermuskel- 2,0 10 0 0,02
plasma
4| Froschmuskel- 2,5 3 PfotenbeiBen, Nasen- 0,0075
plasma reiben, rasch voriiber-
gehend.
5 do. 8,0 3 do. 0,009
3] 22. XII. Schweine-| 8,0 10 0 0,03 )} .
muskelplasma H
4]|22.XI1. do. 2,0 10 Sofort Krampfe. Tod. | 0,02 |2
Intensiv gebldhte blasse £
Lunge, schlagend. Herz. ‘2
5|22.XII. do. 1,7 10 Sofort Krampfe. Tod. | 0,017 ®
Lungenl?lihung usw.
22. XII. Normale | 38,0 10 0 0,03
Kontrolle,
Schweinemuskel-
plasma

Uberblicken wir die bisherigen Anaphylaxieversuche, so
zeigen sie zunéchst, daB es durch bloB einmalige Vorbehand-
lung mit OrganeiweiB oder Organplasma (Niere, Muskel) gelingt,
eine anaphylaktische Sensibilisierung zu erzielen, die bei der
Reinjektion nach entsprechendem Intervall (stets intravends)
den Chok in typischer Weise, meist mit Inkubation, auslost-
Die Sensibilisierung scheint gegen Organeiwei8 im allgemeinen
gerichtet, und es hat den Anschein, daB, von kleinen indivi-
duellen Schwankungen abgesehen, weder art- noch organgleiches
Plasma reinjiziert werden mubB. Auffallend ist besonders, da8
die meist sehr eiweiBreichen Muskelplasmen mit fremden Nieren-
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plasmen alternieren konnen bei Sensibilisierung und Reinjektion.
Man kann demnach mit Hilfe des Anaphylaxieversuchs
die Frage, ob in einer Fliissigkeit freies, nicht be-
setztes Menschenorganeiwei vorliegt, derart ent-
scheiden, daB man mit einem heterogenen Plasma,
z. B. Kaninchen- oder Schweinemuskelplasma, vorbehandelte
Meerschweinchen mit dieser Fliissigkeit reinjiziert, oder um-
gekehrt. Damit entgeht man auch der Schwierigkeit, die durch
nicht absolute Blutfreiheit des Antigens entstehen kann, wie
Versuch XII und XIII zeigen.

Weiter geht aus diesen Versuchen auch die Blutfremdheit
der Nieren- und Muskelplasmen deutlich hervor, sowie die Zu-
sammengehorigkeit von Blutserum und HarneiweiB.

Endlich sei darauf hingewiesen, daB die Plasmen von Vogel-
(Huhn)muskel und Kaltbliiter(Frosch)muskel bei der Reinjektion
der mit Siugetierorganplasma vorbehandelten (5) Tiere keine
resp. minimale Ausschlige gaben und letztere (2) 48 Stunden
spiter auf die (2.) Reinjektion des zur Vorbehandlung ver-
wendeten Antigens mit typischem, todlichem Chok antworteten.

Weitgehende Schliisse sollen aus diesen wenigen Versuchen
vorliufig betreffs des Verhaltens von Vogel und Kaltbliiter
nicht gezogen werden.

Ob trotz der universellen Sensibilisierung, der ,Spezifitit
des OrganeiweiBes“, doch eine Bevorzugung art- oder organ-
gleicher Plasmen in gewissem Grade besteht, 1aBt sich vorerst
nicht gut sagen, doch geht aus den angefiigten Esbachwerten
hervor, daB weit eher die Menge des injizierten OrganeiweiBes
entscheidend ist; es wiire also in Zukunft stets vorerst die zur
todlichen Reinjektion noétige Menge von Organplasmaeiweif zu
bestimmen; ferner geht daraus hervor, daB man mit dieser
Methodik und bei heterologer Sensibilisierung mit GewiBheit
nur nach léslichem Organeiwei, nicht nach dem eines be-
stimmten Organs fahnden kann.

XII. 4 Meerschweinchen. 5. IX. mit je 0,1 cem artgleichen Nieren-
plasmas vorbehandelt. Iv. reinj. 23. IX.

M. 1 mit homologem Nierenplasma,

M.2 » homologer Nierenemulsion,

M.3 » Kaninchennierenplasma,
M. 4 n n

XIII. 3 Meerschweinchen. 8. XI. mit je 0,5 ocm artgleichen Nieren-
Blochemische Zeitsehrift Band 60. 2

bleiben insgesamt gesund.
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plasmas vorbehandelt. Iv. reinj. nach 8 hbd. mit 2,8, 3,75, 4 ccm homo-

logen Nierenplasmas (3°/,, EiweiB). Bleiben ebenfalls gesund.

Es ist uns also durch einmalige Vorbehandlung nicht gelungen,
das Meerschweinchen gegen eigenes Nierenplasma anaphylaktisch zu
machen.

SchlieBlich seien noch die 3 Versuchsreihen angefiihrt, in
denen sich abweichende Resultate ergaben.

XIV. 4 Meerschweinchen. 15. X. mit je 0,5 ccm (6°/,, E.) Nephritis-

harn vorbehandelt. Iv. reinj. 11. XI.
£ Mongo| Eieib- Injizierte
£ Flissigkeit 80| gehalt Erscheinungen Eiweil-
é cem . menge
1 Dialysierter 0,75 3,0 |Schwerster Chok. Nach | 0,00225
Nephritisharn einigen Stunden tot.
2| Menschenserum, | 0,055 40,0 Schwerster Chok. 0,0022
inaktiv Erholt.
3| Kaninchennjeren- | 3,0 1,2 0 0,0036
plasma
4| Menschennieren- | 3,0 1,0 Ganz leichte, rasch 0,003 ?)
plasma schwindende Erschei-
nungen.
XV. 6 Meerschweinchen. 15. X. subcutan je 1 com Menschen-
nierenplasma. Iv. reinj. 11. XI.
B - .
= Eiweil}- Injizierte
2] Flissigkeit  |MeP8%| gehalt Erscheinungen Eiweib-
§ ocm % menge
1| Menschennieren- | 2,0 1 Nach !/, Std. Krimpfe. | 0,002
plasma Tod. Lungenbléhung,Herz
: maximal dilatiert.
2 do. 1,0 1 do. 0,001
3 do. 0,5 1 Heftiger Chok. Erholt. | 0,0005
4 | Kaninchennieren-| 1,0 3 MiBige Anaphylaxie. 0,003
plasma Erholt.
5| Menschenserum | 0,05 40 0 0,002
6| Menschenham 1,0 3 Ganz leichte Erschei- 0,003
(Nephritis) nungen, rasch voriiber-
gehend.
Normaltier, 1,5 3 0 0,0045
Menschenharn

') Das Antigen gibt positive Blutprobe.
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Es ist klar, daB diese geringen Reaktionen vom Blutgehalte des
Menschennierenplasmas herrithren. Im Versuch XIV war das zur Re-
injektion verwendete Plasma etwas bluthaltig, im Versuch XV das zur
Sensibilisierung verwendete Antigen. Wenn das Harn- und Plasmaeiwei
identisch wéren, dann miiBten die Ausschlige in beiden Fillen nicht
minimale, sondern schwerste oder eher tddliche sein.

Dagegen ist der folgende Versuch ebenso interessant, als vorlaufig
noch der Klirung harrend?).

XVI. 3 Meerschweinchen. Einmal mit nativem Eiterharn er-
gebnislos injiziert; erhalten 4 hbd. spiter (14. XI.) je 1 com dialy-
sierten EiweiBharn (11°/,). Nach 3 Std. iv. reinj.

= —
a EiweiB- Injizierte
§ Flissigkeit Menge gehalt Erscheinungen EiweiB-
§ com | Oy, menge
1 Menschen- 2,5 2 Sofort Krimpfe. Tod. | 0,005
nierenplasma Lungenblahung.
2| Schweinemuskel- | 2,0 4 Schwerster Chok, sehr | 0,008
plasma protrahiert; schlieBlich
erholt.
3 do. 8,0 4 = | Sofort allgem. Krimpfe.| 0,012
Tod. Lungenbléhung.
Kontrolltier, 3,0 4 0 0,012
Schweinemuskel-
plasma
Kleines Kontroll-| 3,0 4 0 0,012
tier, Schweine-
muskelplasma I
Ergebnisse.

1. Wie das Pohlsche Organplasma chemisch vom Serum-
eiweiB vollkommen verschieden ist, so besteht auch biologisch
eine totale Verschiedenheit beider. Das Organplasma ist, wenn
blutfrei, auch ,blutfremd¥.

2. Immunkérper gegen SerumeiweiB (pricipitierende, kom-
plementbindende und anaphylaktogene) wirken nicht mit Organ-
plasma (Niere, Muskel) als Antigen, und wir konnten durch
Vorbehandlung mit letzterem auch keine Immunstoffe gegen
SerumeiweiB erzielen.

1) Hier liegt zweifellos eine Sensibilisierung gegen OrganeiweiB
durch Harn vor und es fragt sich, ob der Eitergehalt oder die relativ
groBe Menge sehr eiweiBreichen Hames diese sensibilisierenden Organ-
eiweiBspuren enthielt. Nach unseren bisherigen Versuchen sind auch
Leukocyten blutfremd.

PAd
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3. Wihrend es groBe Schwierigkeiten hat, pricipitierende
Antikorper gegen Organeiweil zu erhalten, ist es leichter, vom
Meerschweinchen komplementbindende Antikdrper zu gewinnen,
schwer dagegen vom Kaninchen oder entfernteren Arten. Auch
darin unterscheiden sich die Blutsera und Organplasmen.

4. Am leichtesten gelingt die anaphylaktische Sensibili-
sierung von Meerschweinchen mit Plasmen (Niere, Muskel).
Diese Antikorper sind weder art- noch organspezifisch, zeigen
vielmehr einen eigenen, niederen Grad von Spezifitit, ,die
Spezifitit des OrganeiweiBes“. Wenigstens konnten wir fiir
Nieren- und Muskelplasmen verschiedener Sdugetiere die gegen-
seitige Substituierbarkeit zeigen. Es besteht also auch hier
nahe Verwandtschaft zwischen Muskel- und Organplasmen.

5. Ob daneben den artgleichen Organplasmen doch ein
Vorzug zukommt, laBt sich vorldufig nicht sicher sagen, doch
diirfte eher die Menge des zur Reinjektion einverleibten Ei-
weies (Nucleoproteids) fiir die Schwere des anaphylaktischen
Choks entscheidend sein.

6. Diesen Versuch kann man nicht zum Nachweis eines
bestimmten OrganeiweiBes verwenden, wohl aber zur Lésung
der Frage, ob in einer Fliissigkeit iiberhaupt natives Organeiweif3
vorliegt. Dabei ist es mdéglich, zur Vermeidung der Fehler-
quellen durch beigemengte Blutspuren artfremdes Organeiweil3
als Antigen zur Sensibilisierung oder Reinjektion zu verwenden
(EiweiBbestimmungen fiir die den Chok auslosende Menge und
in der zu priiffenden Fliissigkeit sind angezeigt). Hiihner- und
Froschplasma erwies sich in einigen Versuchen refraktir gegen
Sensibilisierung mit Sdugetierplasma.

7. Das hammelhdmolytische Antigen der Meerschweinchen-
nieren geht leicht ins Organplasma iiber, und man erzeugt mit
letzterem bei Kaninchen hochwertige hammelblutlésende, per
venam fiir Meerschweinchen giftige Antisera.

8. Derartige Sera sind mit Meerschweinchennierenplasmen
nicht zu erzielen: a) bei Hiihnern, die das gleiche Organantigen
besitzen, b) beim Meerschweinchen selbst (wie schon von Dorr
festgestellt), das wir auch gegen arteigenes Nierenplasma durch
einmalige Vorbehandlung damit nicht deutlich praparieren
konnten. Es scheint also auch fiir diese auffallend wenig
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spezifische Sensibilisierung die Artverschiedenheit des Tieres
nicht ganz gleichgiiltig zu sein.

9. Von den Fragen der Physiologie kann beziiglich des
NahrungseiweiBes gesagt werden, daB es zundchst zu artspezi-
fischem Eiweil umgepriagt wird. Falls dieser Artunterschied
schon dem Chylus zukommt (wie es wahrscheinlich ist, aber
noch Gegenstand weiterer Untersuchung sein soll), dann wére
diese Artanpassung der Nahrung eine Funktion der Verdauungs-
siifte, und diese wiren. von fremden Arten nicht glatt sub-
stituierbar, wenn sie auch im kiinstlichen Verdauungsversuch
chemisch anscheinend gleiche Produkte lieferten. Zweifellos
ist die Artspezifitit wichtig (fiir Entgiftung nicht nur, sondern
auch fiir die Verwertbarkeit als Baumaterial der betreffenden
Art), sie ist aber nur ein Durchgangsstadium und endet schon
beim ldslichen Organeiweil. Das ZelleiweiB hat die Artspezifitit
seines Nahrstromes vollig abgelegt. Das Organeiweill, soweit
es im Plasma vorliegt, ist arm an Antigenen, und selbst diese
haben nur einen sehr niedrigen Spezifititsgrad. Nur im Innern
der Zellen scheint eine geringe Menge spezifischen pricipitino-
genen Antigens eingeschlossen. Da nach H.Wieners') Theorie
ein allmihlicher, stufenweiser Ubergang vom Serum bis zum
definitiven, unloslichen ZelleiweiB erfolgen soll und diese Stufen
sich durch die Formoladdition trennen lassen, wdre es ver-
lockend, diese einzelnen OrganeiweiBfraktionen getrennt auf
ihre antigenen Fiahigkeiten zu priifen.

Zeigt doch die biologische Untersuchung vielfache Uberein-
stimmung mit den chemischen Ermittelungen. Wie in letzter
Zeit die physiologische Chemie zunichst erkannte (Hamarsten),
daB die Organe nur wenig dem Bluteiwei entsprechendes Eiweil
enthalten, wie dann durch J. Pohl gezeigt wurde, da8 das Organ-
plasma vollkommen vom SerumeiweiB verschieden sei — trotz
Ubereinstimmung der Gesamtanalyse —, so zeigt nun auch die
serologische Untersuchung totale Blutfremdheit des loslichen
Organeiweies und sehr geringen, wenig spezifischen Antigen-
bestand, entsprechend den offenbar nur geringen chemischen
Verschiedenheiten der Organplasmen.

) H. Wiener, Studien iiber ZelleiweiB mit Hilfe der Formoladdition.
Diese Zeitachr. 58, Heft 1/2, 1913.
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Auch sonst fehlt es nicht an Parallelen. Die Linsensubstanz
ist blutfremd und von den iibrigen Organen chemisch ver-
schieden, dagegen sind die verschiedenen Linsensubstanzen
chemisch gleich — damit stimmt vollkommen die Organ-
spezifitit der Linse erwachsener Menschen und Tiere. Die
Erythrocyten sind blutfremd und chemisch verschieden vom
iibrigen Korpereiweil}, sie sind daher organspezifisch; aber auch
untereinander sind die verschiedenen Hamoglobine besonders
im Krystallisationsvermégen und in der Krystallisationsform
nicht ganz gleich, sie sind aber artspezifisch und zeigen also
chemisch und biologisch den héchsten Grad der Spezifitit.

Doch in bezug auf das Blutserum sind wir mit der Sero-
logie vorliufig weiter gekommen; hier iiberrascht der enorme
Antigenreichtum und seine Mannigfaltigkeit, die Artspezifitit,
die sich durch Wahl geeigneter Antiserumspender bis zur Héhe
der qualitativen Spezifitit treiben 1iBt. Die vergleichenden
chemischen Serumanalysen haben gleich groBe Unterschiede
der verschiedenen Sera bisher nicht zutage geférdert.

10. Von den pathologischen Problemen haben wir bisher
die Frage nach der Herkunft des EiweiBes bei Nephritis in
den Bereich unserer Versuche gezogen. Schon friihere Be-
obachter (Uhlenhuth, Mertens!), Schiitze u. a.) haben ge-
zeigt, daB der nephritische Harn mit précipitierenden und
komplementbindenden Serumantiseris reagiert und als Antigen
Antikorper erzeugt, die mit Blutserum der gleichen Art reagieren.
Grund priifte eine Anzahl eiweilhaltiger Harne gegen pri-
.cipitierende Sera, die durch Absittigung spezifisch auf Blut-
serum oder auf Nierenprelsaft eingestellt waren. Mit ersteren
reagierten die Harne, mit letzteren nicht. Alle diese Autoren
leiten daher das Harneiweil vom Blutserum her, was auch
der dlteren physiologischen Theorie entspricht. ‘

Indessen ist die schon von fritheren Autoren (Castaigne
und Rathery) ausgesprochene Meinung, daB bei Nephritis
groBere Teile des schwer geschédigten Nierengewebes (Epithelien)
gelost in den Harn gelangen, neuerdings von M. H. Fischer®)
als Stiitze seiner physikalischen Nephritistheorie aufgenommen

) Mertens, Deutsche med. Wochenschr. 1901, 161.

%) Martin H. Fischer, Die Nephritis. Dresden 1912, Theod.
Steinkopf.
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worden. Er leitet ebenfalls das Harneiwei aus dem Nieren-
gewebe her, das durch Séurebildung in den Nieren zur Losung
komme. Da das GewebseiweiB dieselben Reaktionen gebe wie
das BluteiweiB, konne dieser Umstand fiir die neue Auffassung
kein Hindernis abgeben. Diese Theorie hat offenbar viel An-
klang gefunden, und es sei hervorgehoben, daB wir die Be-
deutung der Siurebildung in den Geweben fiir das Zustande-
kommen der Nephritis, der Odeme, der anatomischen Ver-
dnderungen nicht anfechten, da wir dariiber keine Unter-
suchungen angestellt haben. Blo8 die Ableitung des EiweiBes
bei parenchymatoser Nephritis aus dem Nierengewebe muB8 uns
— als Regel aufgestellt — nach unseren serologischen Unter-
suchungen unhaltbar erscheinen, denn: 1. Von 10 Harnen mit
EiweiB, Cylindern und renalen Elementen reagierte nur einer
mit blutserumpricipitierendem Kaninchenserum viel zu schwach
gegeniiber seinem Eiweigehalt, wihrend alle anderen damit
auch in entsprechenden Verdiinnungen Priicipitate lieferten.
(Als der Eiweiigehalt von 5 auf 11 p. m. gestiegen war, gab
auch er mit Antimenschenserum noch in 200facher Verdiinnung
Pricipitate, allerdings ein niederer Titer; es ist derselbe Harn,
von dem wir [XVI] zugeben, daB er etwas Gewebseiweil ent-
halten haben konnte. Bald letal abgelaufen.) 2. Durch Injektion
von EiweiBharnen bekamen wir pricipitierendes Kaninchen-
Menschenserum. 3. Antimenschenserum, das mit nephritischen
Harnen Pricipitate gab, pricipitierte nicht mit loslichem Nieren-
organeiwei. 4. Kaninchen, die mit blutfreiem Menschennieren-
plasma vorbehandelt waren, auch oft, gaben weder pricipitie-
rende noch komplementbindende Antikorper fiir Blutserum oder
Nephritisharn. 5. Mit Nephritisharn oder Blutserum war eine
anaphylaktische Sensibilisierung fiir blutfreies Organeiwei nicht
gegeben, und OrganeiweiB bewirkte nur dann minimale Uber-
empfindlichkeit gegen Serum- und HarneiweiB, wenn es deut-
liche Blutreaktion gab. Es ist also durch diese weiter aus-
gedehnten Ermittelungen die Herkunft des nephritischen Harn-
eiweiBes aus dem Nierengewebe als Regel wohl geniigend
widerlegt, wenn auch die Méglichkeit nicht geleugnet werden
soll, daB mitunter die geloste ,Harnmembran“ einen kleinen
Beitrag zum HarneiweiB beisteuern kann. Diese Untersuchungen
sollen noch auf eine grofere Reihe von Nephritisparenchymatosa-
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harnen ausgedehnt werden. Man konnte vielleicht den Einwand
erheben, daf wir hauptsichlich mit dem Organplasma gearbeitet
haben; aber man darf wohl annehmen, daB dieses wasser- und
kochsalzlosliche Eiwei8 des Nierenparenchyms zu allererst im
Harn auftreten miiBte.

Eine Zustimmung zur Auffassung von M. H. Fischer
wiirde die — kaum diskutable — Voraussetzung erfordern,
daB das OrganeiweiB, bereits vollig blutfremd geworden, wenn
es durch Séuren in Losung geht, die antigenen Eigenschaften
des Blutserums wiedergewinne.

Ubrigens diirften es nach der Lehre von J. Pohl auch
die Chemiker bei der Priifung dieser Frage nicht mehr bei
der Anwendung der Gruppenreaktionen auf das Harneiweil
bewenden lassen.

Von groBem Interesse wiiren experimentelle Untersuchungen
iiber das Auftreten der spezifischen Abderhaldenschen Schutz-
fermente nach Einverleibung dieser in der Regel ungiftigen
Organplasmen.



Uber die Anpassung von Mikroorganismen an Gifte.
Von
Hans Euler und Harald Cramér.

(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.)
(Eingegangen am 13. Januar 1914.)
Mit 1 Figur im Text.

Effront?) hat bekanntlich die groBe Anpassungsfihigkeit
der Hefe an Fluorsalze und FluBsiure entdeckt und zur Grund-
lage eines sehr bemerkenswerten technischen Giérungsverfahrens
gemacht. Durch seine Versuche wissen wir, daB die Hefe an
auBerordentlich groBen Mengen von Fluoriden — bis 3000 mg
per Liter — angepat werden kann. Sie kann dadurch in Gegen-
wart solcher Mengen Fluorammonium oder Fluornatrium, welche
die unvorbehandelte Hefe vollstindig toten wiirden, eine be-
deutende Gartatigkeit enmtwickeln, welche die unter normalen
Umstinden auftretende sogar noch iibertrifft. Offenbar ist diese
Entdeckung von weittragender, nicht allein technischer, sondern
auch wissenschaftlicher Bedeutung, um so mehr, als das ge-
nannte Phanomen nicht nur bei Hefen eintritt, sondern auch
bei anderen Mikroorganismen sowie bei héheren pflanzlichen
und tierischen Organismen beobachtet werden kann.

Vom biochemischen Standpunkt aus ist nun die wichtigste
Frage, welcher Art die Vorginge sind, die das Protoplasma so
verindern, daB Giftmengen, die urspriinglich den Tod der Zellen
herbeifiihren, nach einer gewissen Anpassungszeit vertragen
werden kénnen und sogar die Intensitét vitaler Vorgénge erhGhen.

Bisherige Erfahrungen iiber die Wirkung besonders or-
ganischer Gifte legen die Annahme nahe, daB auch die An-

) Mon. scient. Quesneville 78, 254, 1891; 88, 1138, 1891; [4] 19,
19, 1805. — Bull. Soc. Chim. [3] 5, 731, 1891.
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passung an Stoffe wie Fluornatrium in der Bildung von Anti-
korpern besteht, die das Plasma vor der vernichtenden Ein-
wirkung des genannten Salzes schiitzen. Speziell wird man zu
untersuchen haben, ob es sich bei der schidigenden Einwirkung
der Fluoride nicht um die Fallung von EiweiBstoffen handelt,
die bei der Anpassung an die Fluorsalze in irgendeiner Weise
durch Bindung der Fluoride gehindert wird.

Effront hat nachgewiesen, daB die den Fluorsalzen an-
gepaBte Hefe einen hohen Aschengehalt, und besonders einen
hohen Kalkgehalt besitzt, und daB bei weiterer Ziichtung der
Hefe in fluorfreien Medien Fluortoleranz und Kalkgehalt gleich-
zeitig wieder abnehmen.

Diese an sich sehr interessante Beobachtung lat aber den
eigentlichen Vorgang der Anpassung unaufgeklirt, da ja der ver-
mehrte Kalkgehalt vermutlich nur eine Begleiterscheinung
des durch die Anpassung vermehrten Fluorgehaltes ist. Jeden-
falls ist nicht ohne weiteres ersichtlich, ob gerade der héhere
Kalkgehalt die Lebensfihigkeit der Hefe in den fluorhaltigen
Medien bedingt.

Unsere Untersuchungen gelten der Frage, ob sich in der
Hefe, die sich lingere Zeit in der fluornatriumhaltigen Losung
befindet, ein Schutzstoff gegen die Wirkung der Fluorionen bildet.
Besonders aber scheint uns ein Punkt der eingehenden Priifung
wert, dem bei derartigen Arbeiten auf tierphysiologischem Gebiet
noch wenig Aufmerksamkeit gewidmet wurde, niamlich dem zeit-
lichen Verlauf der Bildung von Antikérpern — oder hypothesen-
freier von Anpassungsstoffen — und besonders dem Beginn
dieses Prozesses. In welchem Grade bildet der Orga-
nismus Anpassungsstoffe wahrend der Vergiftungs-
periode, d. h. in der Zeit, in der die spiiter 'gesteigerten
vitalen Tétigkeiten noch herabgesetzt sind? Gerade mit dieser
Phase des Anpassungsprozesses wollen wir uns in einigen Unter-
suchungen beschiftigen, zu denen die folgenden Versuche die
Vorarbeit bilden.

Versuche.

Wir haben zwei Versuchsreihen angestellt, die ein nahezu
iibereinstimmendes Resultat ergeben haben. Wir beschrinken
uns darauf, den einen dieser Versuche zu beschreiben.
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Eine groBe Anzahl Literkolben, je 500 ccm sterilisierte
Lindnersche Nihrlosung mit 2°/, Glucose und 0,05 g NaF,
enthaltend, wurden mit je 6 g frischer PreBhefe geimpft.

Eine gleiche Anzahl ganz analoger Kontrollversuche wurde
ohne Zusatz von Fluornatrium angestellt. Jeden Tag wurde
ein Kolben mit Fluornatrium und ein NaF-freier Kolben unter-
sucht, die Hefe wurde auf Ton getrocknet und ihre Girungs-
und Inversionsféahigkeit gemessen. Auch wurden jeden Tag die
Zellen im Mikroskop untersucht.

Bei den Girungsversuchen wurden 0,5 g Hefe in 20 ccm
109/, iger Rohrzuckerlosung eingewogen, bei den Inversions-
versuchen 0,25 g Hefe in einer Mischung von 20 ccm 20°/,iger
Rohrzuckerlésung und 10 cem 1°/,iger Losung von NaH,PO,.
Die Inversionsversuche wurden mit 10 ccm 59/ iger Sodalosung
abgebrochen. Die Trockensubstanz der Hefe wurde stets durch
Trocknen bei 90° festgestellt.

Die Girungsversuche wurden alle bei 30,8° angestellt, die
angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus zwei Versuchen; die
Inversionsversuche wurden bei Zimmertemperatur (18°) aus-
gefiihrt.

1. Unvorbehandelte Hefe. Trockensubstanz 31,30°;,.

Gérungsversuche Inversionsversuch
Min. cem CO, Min. « k-10*
40 22,5 0 6,77 —
80 45,0 15 5,78 34
120 68,5 25 5,04 37
160 92,0 35 4,48 37
200 1145 40 4,25 33
oo —2,17 —

2. Hefe, 23 Stunden vorbehandelt. Trockensubstanz: mit
NaF 30,32°/,, ohne NaF 26,789/,

Garungsversuche Inversionsversuche
ocom CO, Mit NaF Ohne NaF

Min. Mit NaF Ohne NaF  Min. « k-10 o k-10¢
40 11,5 26 0 6,71 — 6,71 —
80 22,0 54 15 5,50 43 5,14 o6
120 35,0 80 25 4,63 46 4,37 53
160 49,0 104 35 4,09 44 3,34 59
200 62,0 123 40 3,63 46 3,05 58
oo -215 — =215 —
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3. Hefe, 47 Stunden vorbehandelt. Trockensubstanz: mit
NaF 30,399,, ohne NaF 26,869,.

Girungsversuche Inversionsversuche
ccm CO, Mit NaF Ohne NaF

Min. Mit NaF Ohne NaF Min. -3 k-10¢ a k-10¢
40 9,5 24,0 0 6,70 — 6,70 —
80 21,5 49,0 15 5,25 52 5,24 52
120 37,0 72,0 25 4,43 52 4,31 55
160 51,5 95,5 35 3,90 47 3,71 51
200 67,0 115,0 40 3,64 46 3,15 55
oo —214 — =214 —_

4. Hefe, 118 Stunden vorbehandelt. Trockensubstanz: mit
NaF 50,19°/,, ohne NaF 29,339

Géarungsversuche Inversionsversuche
cem CO, Mit NaF Ohne NaF

Min. Mit NaF Ohne NaF Min. o« k-10* -2 k-104
40 2,0 13,5 0 6,57 —_ 6,57 -
120 7,0 44,0 15 4,01 95 4,82 65
160 9,5 60,5 25 2.84 94 3,76 64
200 13.5 77,9 35 — - 2,99 71
40 - — 2,55 68
0o —210 — =210 -

Die wihrend 5 Tagen mit Fluornatrium vorbehandelte Hefe
zeigte unter dem Mikroskop ein stark verindertes Aussehen.
Das Plasma war stark kontrahiert und in Klumpen zusammen-
geballt. Die Hefe hatte eine teigartige Konsistenz und er-
reichte auf Ton einen ungewdhnlich hohen Trockengehalt von
etwa 509/,

Der Inhalt der 8 Kolben mit NaF-behandelter Hefe, die
nach 5 Tagen noch iibrig waren, wurde nun abfiltriert, die
Hefe auf Ton getrocknet und gewogen (Hg).

Diese Hefe wurde nun mit der 5fachen Menge Wasser
withrend 16 Stunden bei 30° extrahiert und dann vom Extrakt
abfiltriert.

Es wurden nun folgende Losungen bereitet:

A. 500 ccm Lindners Néhrldsung mit 2°/, Glucose und
0,05 g NaF.

B. Wie A, 4+ 15 ccm des oben beschriebenen Hefenex-
traktes.

C. 500 ccm Lindners Nahrlésung mit 2°/, Glucose.

Mit jeder der oben beschriebenen Losungen wurden die
drei Kolben gefiillt und mit je 6 g abgeprefiter Hefe geimpft.
Nach gewissen Zeitriumen wurde je ein Kolben A, B und C
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untersucht; die Hefe wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen

und auf Ton getrocknet.

Mit dieser Hefe wurden in der oben

beschriebenen Weise Gérungs- und Inversionsversuche ange-

stellt.
1. Unvorbehandelte Hefe. Trockensubstanz 83,599,.
Géarungsversuche Inversionsversuche
Min. cem CO, Min. -3 k-10¢
40 24,5 0 6,24 -
80 52,0 15 5,13 42
120 80,0 25 4,38 44
160 106,5 35 3,72 45
200 132,0 40 3,38 46
—_ —_ fo o] —2,00 —_
A. 29,25%,
2. Hefe 23 Stunden vorbehandelt. Trockensubsta.nz{ B. 28,119/,
C. 27,920/,
Garungsversuche.
. com CO.
Min. A B. c.
50 23,5 28,2 40,5
100 49,7 55,0 79,0
160 81,2 87,2 119,7
200 100,5 106,7 143,7
Inversionsversuche.
. A. B. C.
Mio. « k100 « k108 « k104
0 6,18 —_ 6,18 — 6,18 _
15 484 52 4,87 51 4,57 64
25 4,05 53 4,03 53 3,57 67
35 8,53 49 3,35 53 2,70 69
40 3,43 45 2,96 54 2,38 68
oo —1,98 — —1,98 — —1,98 —_
A. 29,619,
3. Hefe 46 Stunden vorbehandelt. Trockensubstanz { B. 28,249/,
C. 28,389/,
Girungsversuche. Temperatur 31°.
Min cem CO,
) A, B. .
80 17,2 18,2 40,7
100 29,5 32,0 63,0
200 66,2 66,7 123,2
Inversionsversuche.
Min A. . C.
a  k-10¢ «  k-10¢ a k10
0 6,18 —_ 6,18 —_ 6,18 -
15 4,67 59 —_ - 4,33 74
25 3,92 56 8,82 59 3,26 77
40 3,41 45 3,00 54 2,02 77
~© —198 - —198 — —198 —
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A. 81,459,
4. Hefe 70 Stunden vorbehandelt. Trockensubsta.nz{ B. 28,589/,
C. 28,269/,
Girungsversuche. Temperatur 31°.
. ccm CO
Min. A B. C.
40 6,7 7,7 23,2
100 15,7 17,5 55,8
160 26,7 28,8 97,7
200 84,7 3738 106,2
Inversionsversuche.
. A. B. C.
Min. @ k104 « k104 @« k104
0 618 — 618 — 618 —
15 4,52 66 4,38 72 4,23 79
25 3,35 74 3,24 78 3,18 81
35 247 75 2,37 78 2,15 84
40 2,11 75 1,94 80 1,76 85
S —1,98 —_ —1,98 — —1,98 —

Die Hefezellen der Veruchsreihe B zeigten unter dem
Mikroskop ein bedeutend frischeres Aussehen als die Hefe
der Versuchsreihe A. Viele Zellen in B waren vollkommen
normal.

Rechnet man die oben angegebenen Werte fiir die Inver-
sionskonstanten und die in 200 Minuten erhaltenen Kubik-
zentimeter CO, auf einen Trockengehalt der Hefe von 309/,
um, so ergeben sich folgende Zahlen:

Kohlensaure nach 200 Min. in ccem.

Vorbehandlungszeit 0 23 46 70 Stunden
A. 118 103 67 33
B. 118 114 71 39
C. 118 1556 130 113
Inversionskonstanten k-104,
Vorbehandlungszeit 0 23 46 70 Stunden
A. 39 51 54 69
B. 39 57 60 81
C. 39 72 80 87

Wie aus diesen Zahlen und der Fig. 1 hervorgeht, hat
der Zusatz des Extraktes der mit Fluornatrium vor-
behandelten Hefe einen deutlichen Effekt. Zur richtigen
Beurteilung der GroBe dieses Einflusses sei darauf hingewiesen,
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in wie groBer Verdiinnung der Extrakt der vorbehandelten
Hefe zur Wirkung kam, némlich 15 ccm in 500 ccm Losung.

Wie ein friiher ange-
stellter Versuch beweist, iibt
der Extrakt einer nicht mit
NaF vorbehandelten Hefe
eine derartige Wirkung
nicht aus.

Die hier angegebenen
Versuche sind, wie bereits
erwahnt, nur als Vorversuche
zu betrachten. Wir sind
mit Versuchen beschaftigt,
die Bildung der Anpassungs-
stoffe in den bei der An-
passung abgestorbenen und
gesondert zu bestimmen.
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der am Leben gebliebenen Zellen

Herrn phil. Lizentiat B. Palm danken wir fiir die Mit-
wirkung bei dieser Arbeit durch die Kontrolle der Hefe bei der

Vorbehandlung.



Einflu8 chronischer Fluorzufuhr auf den Chlor- und
Calciumstoffwechsel.

Von
F. Schwyzer.

(Eingegangen am 14. Januar 1914.)

Fluorverbindungen sind anerkannte Protoplasmagifte, aber
bei langdauernder Zufuhr kleiner Mengen ist die Grenze des
Unschidlichen vielleicht noch nicht so festgestellt, wie es wiin-
schenswert wiére.

Die Gefibrlichkeit des Fluors fiir die lebende Zelle erklirt sich
wohl aus der Fillbarkeit des fiir die Lebensprozesse so wichtigen Cal-
ciums durch das Fluor. Bei héherer Fluorkonzentration, wie sie nur im
Experiment vorkommen kann, konnen Fluoralbuminate und Fluorpro-
teincalciumverbindungen entstehen, wodurch plotzliche Muskelstarre
(beim Durchleiten einer 1°/,igen NaF-Lisung) zustande kommt, oder
momentanes Koagulieren des Blutes, ein Vorgang, der mit Fibringerin-
nung nichts gemeinsam hat. Fluor ist ein normaler Bestandteil des
tierischen Korpers. Nach Em. Zdarek?!) enthilt 1 kg normales Men-
schenblut 0,0035 Fluor, 1 kg Femur bloB 0,0029 bis 0,0035, 1 kg Hu-
merus 0,0045. Nach Jodlbauer?) enthalten die Zihne am meisten
Fluor, nach diesen die Rohrenknochen. Die Provenienz des Fluors ist
noch nicht geniigend festgestellt. Zweifellos enthalten viele Pflanzen
Spuren davon. F. Leperre?) fand Fluor in Trauben und auch im un-
verfalschten Weine. Der Nachweis kleiner Mengen Fluor ist schwierig,
da viele Fluorverbindungen fliichtig sind, und alle in Glas- und Por-
zellangefaBen verloren gehen konnen, so daB nur in PlatingefiBen ge-
arbeitet werden sollte.

Fluornatrium ist als Konservierungsmittel, besonders fiir Maische,
empfohlen worden, da es fiir Hefe sehr giftig ist. Brandl und Tap-
peiner erklirten eine Maische mit NaF 6:100000 als unschadliches
Viehfutter. Der groBere Teil des aufgenommenen NaF geht mit Urin
und Kot ab, bloB ein Fiinftel wurde im Skelett abgelagert. Es mag

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 127, 1910.
%) Zeitschr. f. Biol. N. F. 28, 259, 1902.
%) Bull. Soc. Chim. de Bélgique 28.
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sein, daB Milch und Fleisch von solchen Tieren ziemlich unschédlich fiir
den Menschen sind — die Tiere sind ja gewissermaBen intra vitam ein-
balsamiert. Aber die Tiere sind krank, selbst wenn sie nicht an der
Krankheit sterben —, es kommt nur darauf an, wie lange und wieviel
derartige Maische verfiittert wird! Auch Kionka?) bezweifelt die Un-
schidlichkeit (fiir den Menschen) solcher Verfiitterung.

Es ist leicht mdglich, daB8 verdorbene, nicht konservierte Maische
noch schlimmere Folgen hat als der Fluorzusatz. Ich wiirde empfehlen,
kurz vor dem Gebrauche von Fluormaische eine dem Fluorzusatz ent-
sprechende Menge von Chlorcalcium zuzufiigen, damit das entstehende
CaF, ungelést mit dem Kot abgehe.

Als ,Heil“mittel fiir den Menschen gind Fluorpriparate zam Gliick
verlassen. Selbst die Inhalation von 0,01°/,igen HF ist von Enrico
Ronzani als schidlich erkannt worden®). Die akute Fluorvergiftung,
die unter Benommenheit, Muskelzucken und Kraimpfen zum Tode fiihrt,
ist von Tappeiner und Schulz genauer studiert worden. Je nach der
Art der Zufuhr gibt es dabei auch Lokalwirkungen, Geschwiire in den
Respirationswegen beim Einatmen, Reizerscheinungen in den Verdauungs-
organen bei Einfiihrung auf diesem Wege. Als akute toxische Dosis be-
zeichnet Tappeiner 0,15 NaF pro Kilogramm Kdrpergewicht.

Chronische Fluorvergiftung beim Menschen ist zuerst vom Autor
beschrieben worden?). Das Bild war: Multiple Thrombosen infolge enorm
erhshter Gerinnbarkeit des Blutes, Knochenschmerzen, Ikterus (Verstop-
fung der Gallenwege durch sehr erhobte Kalkausscheidung durch die
Leber). Spiter konnte ich bei Hiihnern und Kaninchen einen &hnlichen
Zustand hervorrufen durch chronische Fluorzufuhr, allerdings ohne Ikterua.

Ich habe nun zu genauerem chemischem Studium diese
Experimente an Kaninchen wiederholt. Ich wéhlte dazu fiinf
junge Kaninchen (von ca. 3 Monaten), alle aus einem Wurf
3 fiir Fluorbehandlung, 2 als Kontrolltiere. Ich gab den 8 Fluor-
tieren alle 3 Tage 6 mg NaF als intramuskuldre Injektion, spiter
stieg ich an zu 3 mg pro die. So erhielt

Nr.1 in 60 Tagen 150 mg und wurde am 137. Lebens-
tage getotet,

Nr. 2 in 85 Tagen 200 mg und wurde am 162. Lebens-
tage getotet,

Nr. 4 in 91 Tagen 300 mg und wurde am 168. Lebens-
tage getotet.

Die normalen Tiere verarbeitete ich: Nr. 2 am 148. Tage

n 5 n 169. »

1) Realenzykl. d. Med. 5, 150, 1908.
%) Arch. f. Hyg. 70, 217, 1909.

%) New York Med. Jour. 1901, 6. Juli.
Biochemische Zeitschrift Band 60. 3
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Das Durchschnittsgewicht eines Fluortieres war 2230 g,
der Kontrollen 2425 g, die Zahl der Lebenstage im Durch-
schnitt 78,6, gegeniiber 81 der Kontrollen. Die Koagulations-
zeiten des Blutes waren

Nr. 1 Nr. 3 Nr. 4
3/, bis 11/, Min. 3/ bis 11/, Min. 2 bis 23/, Min.
Bei den normalen:

Nr. 2 Nr. 5.
21/, bis 5 Min. 2 bis 5 Min.

Uber den himatologischen Befund habe ich schon friiher
berichtet (1. c. 1901 und 1902). Blut und Knochen der Tiere
wurden z. T. fiir die chemische Verarbeitung aufgehoben, das
ibrige Material fiir pathologisch-anatomische Untersuchungen.

Bekanntlich hat der Kalkgehalt des Blutes einen Einflu8
auf die Fibringerinnung. Wird der Kalk gefillt, z. B. durch
Oxalate, so wird das Gerinnungsvermégen aufgehoben — Zu-
fuhr von CaCl; oder eines anderen loslichen Kalksalzes stell
die Koagulabilitit wieder her. Bei chronischer Fluorzufuhr
sollte man also eine verminderte Gerinnbarkeit erwarten,
weil Fluor Kalk ausfillt. Das letztere kann kaum in Betracht
kommen bei den kleinen Dosen von Fluor — der Kalk muB
immer noch reichlich im Blute vorhanden sein. Fluornatrium
wird auch kaum als solches im Blute kreisen, — viel eher als
organische Fluorverbindung, als FluorciweiBicalciumkombination.
Als solche wird Fluor an die Knochenzellen gelangen oder an
die auscheidenden Nieren-, Leber- und Darmepithelien, — Ich
stellte den Chlorgehalt des Blutes der 5 Tiere fest und fand,
je am Todestag des betreffenden Tieres:

Nr. 1 Nr. 3 Nr. 4
3,304°/y, 2,6122% 2,6069°/,
gegen normal:
Nr. 2 Nr. 5
2,43189%,, 2,280°/4,

Das Blut wurde aus den Arteriae femorales in gewogenen
GefiBen aufgefangen und wohl verschlossen gewogen, dann ge-
trocknet und vorsichtig verkohlt. Die Kohle wurde mit de-
stilliertem Wasser ausgezogen und das Filtrat in iiblicher Weise
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auf Chlorsilber verarbeitet, und dieses gewogen. Aus dem Filtrat
vom Chlorsilber wurde das Silber entfernt und darauf im Filtrat
das Calcium (I) bestimmt. Ich arbeitete dabei nach der Me-
thode von H. Aron?), indem ich das mdoglichst eingeengte
Filtrat mit reiner konzentrierter Schwefelsiure versetzte und
durch Alkoholzusatz das Calciumsulfat als Anhydrid ausfillte
und wog. Die Blutkohle wurde nach der Extraktion verascht
(mit Séuregemisch nach A. Neumann) und wieder auf wasser-
freies Calciumsulfat (II) verarbeitet, das ebenfalls gegliiht und
gewogen wurde. So erhielt ich folgende Werte als Anhydrid:

Nr. 1 Nr. 4 Nr. 2(normal) Nr. 5 (normal)
I 0,01592°, 0,0080°,, 0,01040°/,, 0,0120°/,
0. 0,17943°, 00880°,  0,11199%,  0,1208°,

oder beide Portionen addiert und als CaO berechnet:

Nr.1 Nr. 4 Nr. 2 (normal) Nr. 5 (normal)

0,08035°/,, 0,0396°,, 0,0504°/,, 0,0546°/,, CaO

Nr. 2 in zweiter Analyse 0,0521 als Ca-Oxalat auf CaO
verarbeitet.

Das Anhydrid wurde in einem Mikrogoochtiegel aus Platin-
folie mit Asbest aufgefangen und mittelst der Mikrowage
(W. Nernst) gewogen. In dem Aschenextrakt von Nr. 4 und
Nr. 5 suchte ich nochmals nach Chlor, um einen etwa fester ge-
bundenen Chloranteil nicht zu iibersehen, und ich fand in der
Tat bei Nr.4 in der Asche von 24,7615 frischen Blutes nach
der Extraktion der Kohle noch 1,7 mg AgCl; in Nr. 5 (normal),
urspriinglich 16,8370 Blut, im Aschenextrakt noch fast 2 mg
AgCl. Diese beiden Chlormengen figurieren in den obigen Pro-
zentsitzen des Chlors nicht, da diese Bestimmung in Nr. 1
und 3 nicht gemacht worden war. Nr. 3 ist mir bei der Ver-
arbeitung der Asche auf Calcium verungliickt.

Wir finden, daB das Fluortier Nr.1 einen betriichtlichen
Chlor- und KalkiiberschuBB aufweist, Nr. 4 dagegen zeigt fast
normalen Chlorgehalt und etwas subnormalen Kalkprozentsatz.
Das Tier hatte in der letzten Lebenswoche téglich iiber 3 mg
NaF erhalten, so da8 im Momente der Kalk wohl als schwer-
l3sliche Fluorverbindung im Skelett zuriickgehalten wurde (wie
wir unten sehen werden).

1) Diese Zeitachr. 4, 268, 1907.
3.
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Woher kommt die Vermehrung des Blutkalkes, woher die
vermehrte Chlorausscheidung? Ich habe schon friither bei
meinem Fluormenschen unter anderm eine starke Kalkaus-
scheidung in den Faeces nachgewiesen. 0,78175°/, der Asche
war CaO, bei moglichst kalkarmer Kost. Die Blutkalkzahlen
waren ziemlich normal, doch durften sie damals nur als ganz
approximativ gelten. Ich konnte dem ohnehin sehr animischen
Kranken nicht mehr als etwa zweimal je 10 ccm Blut ent-
nehmen und damit lieB sich nur schwierig die Chlor-, Eisen-,
Fluor- und Calciumbestimmung vornehmen. Mir schien damals,
die Chlorausscheidung miisse in erster Linie auf Kosten der
Knochen vor sich gehen, d. h. von dort kommen, wo die klini-
sche Beobachtung den Krankheitsherd lokalisierte. Ein Ein-
dringen des Fluors in ein apatitartiges Knochenmolekiil, be-
stehend aus Calcium, Phosphorsiure, Chlor und vielleicht auch
Kohlensdure, war mir wahrscheinlich. Ich bin davon zuriick-
gekommen und nehme eher an, daB der Vorratskalk der Kno-
chen, wohl eine Proteinchlorcalciumverbindung?), die in der
Knochensubstanz zuriickgehalten wird, vom Fluor angegriffen
wird. Der eigentliche Knochenkalk ist jedenfalls ein sehr fest-
gefiigtes und kompliziertes Molekiill. Doch méchte ich nicht,
wie Th. Gassmann?), eine Formel akzeptieren. Nach A. Wer-
ners Theorie der komplexen Verbindungen hilt Gassmann

die Formel:
0.PO,Ca’
Ca| >Ca ), co,

0.P0,Ca.

fiir die ,Kochenformel“. Wir sind m. E. noch nicht so weit;
denn im Knochen existieren als integrierende Bestandteile auch
Mg, Cl, F, Na, K, und zwar diese letzteren festgebunden, nicht
bloB als Bestandteile der Blut- und Gewebefliissigkeit. Schon
aus Analogie mit der Mineralogie konnen wir obige Formel
nicht als die einzig mogliche auffassen, gerade wie es auch
nicht bloB eine apatitartige Verbindung gibt, sondern deren

1 d. h. von den Kolloiden der EiweiBgruppe wird ein léslicher
Kalkkdrper im Knochen adsorbiert (H. Aron, Handb. d. Biochem. 2,
181, 1909).

) Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 161 bis 170, 1910/11.
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viele. Chlor z. B. kommt im Knochen als NaCl aus dem Blute
vor, daneben aber, wie erwihnt, auch als Chlorcalcium-Vorrats-
kalk, in den Knochenkolloiden adsorbiert. Endlich gibt es
aber einen ganz fest gebundenen Chloranteil, der erst bei der
Veraschung gewonnen wird, und der wohl ahnlich wie Fluor in
schwer ldslicher Verbindung gestanden hat (Fluor z. B. als
3 [(PO,),Ca,].CaF,).

Wie es eine grofle Zahl von EiweiBkérpern gibt — Ab-
derhalden spricht von fast unumschriinkten Méglichkeiten —, so
kann aus den Faktoren Ca, Mg, Na, K, P,O,, CO,, Cl, F, H,O irgend-
eine Zahl von Kombinationen entstehen. Die relativen Zahlen
von Ca und Mg sind labil, wie mir scheint, sogar in den ver-
schiedenen Knochen desselben Tieres (Rohren- und flachen
Knochen); bei Osteomalacie, Rachitis und Zahncaries besteht
eine relative Vermehrung der Magnesia.

Ich analysierte die Tibiae meiner Versuchstiere, die relativ
weniger Knochenmark enthalten als die Femora. Dabei wurden
einfach die Weichteile, Knorpel und Periost rasch weggekratzt
und die Knochen frisch gewogen. Ich vermied absichtlich Aus-
wassern oder Waschen, sondern bestimmte das Chlor in drei
Portionen: , ‘

I. im Dekokt des zertrimmerten Knochens,
II. im wisserigen Extrakt (angesiuert) der Knochenkohle,
III. in der Losung der Knochenasche.

Um die Chlorwerte genauer zu bekommen, nahm ich zu
Anfang Tibia 1 und 3 zusammen.

. . Prozent des
Frischgewicht Frischgewichtes
Tibiae 1u. 3 7,333 Filtrat I 0,0402 AgCl = 0,0627°/, Cl
(dextra) 8,617 » II 0,0195 AgCl = 0,0306°/, Cl
15.850 » III 0,0009 AgCl = 0,0014°/, Cl
Total 0,0947%/, Cl
Tibia 2 9,094 ” 0,0304 AgCl = 0,0825°/, Cl

I
(normal) » I 0,0140 AgCl = 0,0380°/, Cl
III 0,0004 AgCl = 0,0011°/, Cl

Total 0,1205°, Cl
Die Tibiae 4 und 5 (normal) wurden in toto verkohlt, in

verdiinnter HNO, gelést und im Filtrate der Gesamtchlorgehalt
bestimmt:




38 F. Sochwyser:

Frischgewioht

Tibia 4 8,116  ergibt 0,031 AgCl — 0,0940°/, Cl

(dextra)

Tibia 5 8,025 » 0,041 AgCl = 0,1260°/, Cl
(normal, dextra)

Wir finden in den drei Fluortibiae eine Verminderung des
Chlorgehaltes gegeniiber dem normalen um 25°, — nur das
Chlor der Asche scheint nicht betroffen zu sein. Doch ist die
Bestimmung in der Asche nicht ganz einwandfrei wegen der
Fliichtigkeit der Chlorverbindungen. Selbst bei feuchter Ver-
aschung ist bei solch kleinen Mengen ein Verlust méglich. Im
wisserigen Extrakt der Knochenkohlen bestimmte ich auch
den Calciumgehalt, um den leichtgebundenen Kalk zu finden.
Dazu wurde das Silber entfernt, der Kalk als Oxalat gesammelt
und als CaCO, gewogen.

Tibiae 1 u. 30,0035 CaCO, = Ca 0,00140 = 0,00883°/,
des Frischgewichtes.

Tibia 20,0034 CaCO, = Ca 0,00136 = 0,014 959/, des
Frischgewichtes.

Der lose gebundene Calciumgehalt im Fluorknochen betrug
nur 59°/, des Normalgehaltes!

Die Verhiltniszahl Mg:Ca ergab eine Vermehrung der
Magnesia gegeniiber den Normalzahlen, die nach Cappezzuoli?)
1,14:100 betrigt. Ich fand z. B. in Humerus von Nr. 3:

MgO 0,00965
CaO 0,47840

oder 2,01:100. In der Ulna von Nr. 4 fand ich andere Werte:
6:100.

Unter Fluorzufuhr findet also eine Chlor- und Kalk-
verdringung aus dem Knochen statt. Das Chlor geht wahr-
scheinlich als Chlorcalcium oder CaCl,-Albuminverbindung ins
Blut und wird dabei bis zur Chlorverarmung ausgeschieden.
Ich kann dabei nicht angeben, ob Chlorverlust und Kalkverlust
parallel gehen. Dies ist bei den elektiven Eigenschaften der
sezernierenden Epithelien auch durchaus nicht notwendig. Die
Kalkausscheidung ist jedenfalls nur indirekt auf die Fluorzufuhr
zuriickzufithren, und auch die Chloraustreibung kann nur zum

1) Diese Zeitschr. 14, 355 bis 856, 1909.
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Teil auf der stirkeren Affinitit des Fluors zum Calcium be-
ruhen. Wir haben es hier mit einer vitalen Eigenschaft zu tun,
mit einer Funktion der lebenden Zellen. So wird der Knochen
aus dem Gebiet der reinen Chemie entriickt und es treten
Probleme auf, an deren Losung vorlaufig kaum zu denken ist.

Wir haben auBer den Mineralien der Knochenerde eine
lebendige Substanz mit vielen Funktionen. Die Knochenzellen
bauen den Knochen auf, sie lagern Kalk ab in komplizierten
Molekiilen — sie speichern Vorratekalk auf, in sich und um
sich herum (in die kollagene Substanz) —, sie bauen aber auch
wieder ab, riumen Knochensubstanz weg, wo sie nicht nétig
ist. Die Ca-Ionenkonzentration scheint einen EinfluB auf die
Funktion der Knochenzellen zu haben. Fritsch!) fand, daB
bei CaCl,-Verabreichung in 10 Tagen *|; des Calciums zuriick-
gehalten werden. Dauert aber die Kalkzufuhr linger an, dann
tritt Entkalkung ein. Diese filhrte bei seinen Versuchstieren
zu osteomalacischen Erscheinungen und starker Verminderung
des Skelettkalkes. Das Blut enthielt dabei bis zu 0,156°/, Ca.
Der Abbau wird nach Morpurgo und Satta?) durch eine
thermolabile Substanz besorgt, die bei 37° doppelt so viel
Kalksalze aus zerriebener Knochenmasse 15st als bei Kailte
oder bei 56°. Wahrscheinlich ist dies ein Ferment, produziert
von den Knochenzellen, und es ware wohl moglich, da8 auch
die Kalkapposition durch einen &hnlichen Korper veranlat
wiirde. Betrachten wir Schnitte des Knochenmarks der Fluor-
tiere, so finden wir deutliche Zeichen subakuter Entziindung,
einen UberschuB an polynucledren Leukocytenformen, starke
Vermehrung der Riesenzellen. Makroskopisch fallt die intensiv
rote Farbe auf, der geringe Fettgehalt, die rétliche Farbung
einzelner Gelenke. Schon frilher wurde die auffallende Ruhe
der Fluortiere erwihnt — man hielt dies fiir eine Beeinflussung
der Nervensubstanz. Mein Fluormensch erklirte mir das, was
die Kaninchen nicht mitteilen kénnen: er hatte heftige Schmerzen
in den Knochen, besonders in den groBen Rohrenknochen, doch
auch in Sternum und Wirbelsiule. Deswegen vermeiden die
Fluortiere jede stirkere Bewegung, obwohl sie ganz gut Spriinge

1) Contribution & I'étude de la chaux etc. Théee de Nanoy 1909.
%) Aroh. ital. de Biol. 1808, 380.
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ausfiihren konnen. Das Fluor, als organische Calciumverbin-
dung () im Knochen abgelagert, wirkt als starker Reiz auf
die lebende Substanz und regt Resorptionsvorginge an. Wahr-
scheinlich wird viel vom eigentlichen Knochen resorbiert,
wenigstens spricht die groBe Anzahl der Osteoclasten dafiir.
Ausgeschieden und fortgeschwemmt wird aber aus dem Vorrats-
quantum, das einen Teil des resorbierten und den apponierten
Kalk enthilt.

DaB resorptive Vorginge die Fluorknochen verdndern,
ersehen wir an der Untersuchung der Femora dextra.

Trockengew.

Frisch- Trocken- : Fett- In Proz. des
. gewicht gewicht uﬁ. r;rs?l:ge(zv“ frei Frischgew. F Z‘t
Kan. 1 (137 Tage alt) 8,625 5,263 61,2 5,017 58,1 0,246

n 2(148 » ») normal 10,815 7,076 67,2 6,5254 60,3 0,5508

Die idlteren Tiere:

Kan. 3 (162 Tage alt) 10,703 17,1335 66,6
» 4(168 » ) 10,495 7,102 67,6
» 5(169 » ») normal 9456 6,726 71,1

Auch das spezifische Gewicht der Knochen zeigt einen
Unterschied, obwohl die normalen Knochen mehr Fett ent-
halten, also leichter sein sollten. Die Femora 4 und 5 wurden
unmittelbar nach Bestimmung des Frischgewichtes an diinnstem
Kupferdraht aufgehingt und in destilliertem Wasser von 15°
gewogen.

Nr.4. Femur, wiegt im Wasser 3,189, hat also spez. Gew. 1,436
n 5, n(onorm) n » n 3007, » »n = n 1450

Ich muB noch eine Bemerkung hinzufiigen, betreffend die
Chlorzahlen meiner Kaninchen. Abderhalden hat etwas héhere
Normalzahlen fiir Kaninchen gefunden. Meine Kaninchen werden
mit Heu, Gemiiseabfillen, etwas Milch nnd Quellwasser (von
14 Hartegraden) gefiittert. Das Heu stammt von einer Wiese,
die nicht landwirtschaftlich benutzt und seit Jahren nicht ge-
diingt wird, also keine Chlorzufuhr erhiélt. Die Tiere sind so-
mit offenbar auf ein Chlorminimum gestellt, d. h. 2,4°/,, Cl im
Blute. — Auf stirkere Fluordosen scheint eine voriibergehende
Kalkretention einzutreten; vielleicht wird der leichter losliche
Vorratskalk fiir kurze Zeit als Fluorcalcium gefillt und von
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den Kolloiden als solcher zuriickgehalten (s. Blutkalkanalyse
Kan. Nr. 4). Der nicht festgebundene Kalk im Knochen spielt,
vielleicht als CaCl,, oder als Chlorcalciumproteid, eine in anderer
Weise sehr wichtige Rolle: Ist Mangel an NaCl vorhanden, so diirfte
ein Teil des CaCl; aus den Knochen in die Blutbahn gelangen,
z. B. nach schweren Krankheiten. Dann ist nach meiner An-
sicht die Gefahr der Venenthrombose vorhanden, besonders
wenn infolge der Krankheit Endothelverinderungen in den
GefiBen bestehen. Reichliche Zufuhr von NaCl zum Blute,
per os, per rectum, subcutan, intravenos, kann diesen Einbruch
des Reservekalkes in die Blutmasse verhiiten, indem osmotische
Verhiltnisse entstehen, die fiir vikariierende Chloridzufuhr keine
Veranlassung geben. Dann geht auch, wie ich mehrfach kon-
statieren konnte, die Gerinnbarkeit des Blutes auf das richtige
MaB zuriick. Nach demselben Prinzip ist bei meinem Fluor-
menschen die Koagulabilitit rasch zuriickgegangen, obwohl das
Fluor wohl noch lange im Korper blieb.

Als Resultat meiner Untersuchung mochte ich folgendes
hervorheben:

1. Chronische Zufuhr kleiner Fluornatriumdosen, 1 bis 2 mg
pro Kilogramm Koérpergewicht, ruft ein erkennbares Krankheits-
bild hervor: erh6hte Gerinnbarkeit des Blutes, Neigung zu Venen-
thrombosen und Knochenschmerzen infolge von Reizung des
Knochenmarks.

2. Die chemische Seite dieses Krankheitsbildes ist Chlor-
verlust und Kalkverlust des Knochens, wohl beide in der
Hauptsache verursacht durch die resorbierende Funktion der
gereizten Knochenzellen; die Chlorausscheidung daneben auch
hervorgerufen durch die Differenz in der Affinitdit zwischen
Chlor und Fluor.

3. Das Chlor wird hauptsichlich durch die Nieren ab-
geschieden, der Kalk durch Urin und Faeces. Der Organismus
kann dabei so chlorarm werden, daf der Urin nur Bruchteile
von 1 zu 1000 enthdlt. In diesem Stadium ist im Blute ein
merklicher Teil des Chlors an Calcium gebunden und die Ge-
rinnbarkeit des Blutes dadurch erhsht.

4. Neben der nachweisbaren Verarmung des Knochens an
léslichen Kalksalzen und an Chlor zeigen die Fluortiere einen
betrichtlichen Verlust im Fettgehalte der Knochen. Mikro-
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skopisch erkldrt sich dieser Verlust durch Verdringung der
Fettzellen des Knochenmarks durch lymphoide Elemente. Da
aber trotzdem das spezifische Gewicht der Fluorknochen nied-
riger ist als der normalen, so muB auch eine ganz betrichtliche
Resorption des eigentlichen Knochenkalkes usw. stattgefunden
haben.

5. Fluorpriparate, in kleiner Dose chronisch zugefiihrt,
sind giftig, selbst bis unter 1 mg per Tag pro Kilogramm
Korpergewicht, und soliten sowohl fiir .die Erndhrung von
Menschen als die Fiitterung von Schlacht- und Milchvieh
ginglich ausgeschaltet werden.



Beitrag zur Kenntnis des Pepsins.
Von
D. Lénard.

(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Kgl. Pathologischen
Instituts der Universitdt Berlin.)

(Eingegangen am 14. Januar 1914.)

Es ist eine bekannte Tatsache, daB die Mehrzahl der
Fermente durch Alkalien und Séuren mehr oder weniger ge-
schidigt werden konnen, und daB diese schiédigende Wirkung
besonders stark von den Substanzen ausgeiibt wird, deren Re-
aktion eine der optimalen entgegengesetzte ist. So wird z. B.
das in saurer Losung am besten wirkende Pepsin am ehesten
von Alkalien beeintrichtigt, das in schwach alkalischer Reaktion
sm besten wirksame Trypsin von Séuren.

Beim Pepsin hat man nun beobachtet, daB, wenn man
es mit Alkali (Sodalosung) gewisse Zeit zusammenbringt, dann
neutralisiert, mit Salzsdure anséiuert und darauf seine Wirkung
priift, es vollkommen wirkungslos geworden ist. Diese Beob-
achtung wurde zuerst von Kiihne!) und von Langley?) ge-
macht und von letzterem dahin erweitert, daB das Pepsinogen
dem Alkali gegeniiber viel widerstandsfahiger ist als Pepsin, und
daB auch das Labferment von Sodalésungen zerstort wird. Nun
hat Pawlow?) aber zeigen kénnen, daB die Behandlung des Pep-
sins mit Alkali das Ferment zwar vollkommen wirkungslos macht,
daB es aber doch gelingt, das Pepsin teilweise wieder wirkungs-
fahig zu machen, wenn man die alkalische Pepsinlosung neu-

1) Kihne, Verhandl. d. naturh. med. Vereins, 8. 193. Heidelberg
1871.

%) Langley, Journ. of Physiol. 8, 246, 1880.

%) Pawlow und Parastschuock, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42,
415, 1904.
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tralisiert und in diesem neutralen Stadium eine Zeitlang stehen
liBt. Wenn dann die Pepsinlésung mit der entsprechenden
Menge Salzsiure angesiuert wird, ist sie wieder imstande Ei-
weil zu verdauen. Diesen Vorgang der Regenierung von Pepsin
hat Tichomirow!') eingehend studiert und ist u. a. zu dem
Resultat gekommen, dafl man eine alkalische Pepsinlosung
wieder gut wirksam machen kann, wenn man */; der Alka-
lescenz beseitigt, den ganz schwach alkalischen Saft 4 bis 6
Stunden bei Zimmertemperatur stehen liBt und nun die Losung
mit Salzsiure schwach ansduert. Auf diese Weise gelang es
ibm, bestenfalls !/, der urspriinglichen Pepsinmenge wieder
wirkungsfahig zu machen.

Es lag nun nahe, zu untersuchen, ob sich das Trypsin
analog verhilt wie das Pepsin, d. h. ob es gelingt, eine Trypsin-
l6sung, die durch Ansiuern mit irgendeiner Siure unwirksam
gemacht worden war, durch geeignete MaBnahmen wieder wir-
kungsfihig zu machen. Diese Malnahmen konnten nur darin
bestehen, daB man die Siure ganz oder teilweise neutralisierte,
die neutrale Losung bei Zimmertemperatur stehen lieB und
dann mit Soda schwach alkalisch machte. In zahlreichen Ver-
suchen wurde teils an frischem aktiven Hundepankreassaft, teils
an frisch hergestellten Trypsinlosungen aus kduflichen Pankreas
priparaten in der entsprechenden Weise vorgegangen. Trotz-
dem die Quantitit der Saure und die Zeit ihrer Einwirkung,
die Neutralititspause und die Menge des Alkali nach den ver-
schiedensten Richtungen hin variiert wurde, gelang es in keinem
einzigen Falle, das durch Siure einmal inaktivierte Trypsin zu
regenieren. Aus meinen ausgedehnten Protokollen will ich als
Beleg nur einen Versuch mitteilen.

20 ccm frischer, vorher genau neutralisierter Pankreassaft
vom Hund wird mit 20 ccm !/, ,-Normal-Salzsiure versetzt und
in 5 Portionen zu 8 ccm geteilt. Nach einstiindigem Stehen bei
Zimmertemperatur wird die erste Portion mit der entsprechenden
1/,0-Normal-Natronlauge genau neutralisiert, die zweite Portion
nur zu */; neutralisiert, die dritte nur zu 3/, neutralisiert, die
vierte Portion wird genau neutralisiert und sofort durch Zueatz
von 2 Tropfen 10°%/,iger Sodalésung schwach alkalisch gemacht
und die fiinfte Portion nach dem Neutralisieren mit 4 Tropfen

Y) Tichomirow, Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 107, 1908,
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Pepsins nicht der Mettschen Methode bedient habe, sondern
der von Fuld angegebenen Edestinprobe, weil mir durch sie
eine groBere Genauigkeit der Resultate gewihrleistet schien.
Denn es kann keinem Zweifel unterliegen, da8 die Fuldsche
Methode der von Mett angegebenen weit iiberlegen ist.

Die Verwendung der Fuldschen Methode machte es nun
aber erforderlich, zundchst festzustellen, welcher Acidititsgrad
fir ein bestimmtes Pepsin der optimale ist, d. h. bei welcher
Salzsiiurekonzentration die Verdauung einer bestimmten Pepsin-
art am intensivsten ist. Fuld und Levisson?), die ausschlieB-
lich mit ausgehebertem menschlichen Mageninhalt arbeiteten,
geben an, daB man bei einer Salzsiureaciditit von 30, also
bei 0,12°/, HCl arbeiten soll. Diese Vorschrift wiirde also
nur fiir menschliches Pepsin gelten, nicht aber auch fiir
tierisches. Eine Nachpriifung der optimalen Reaktion fiir die
Edestinprobe war um so eher erforderlich, als Johanne
Christiansen?) vor kurzem mitgeteilt hatte, daB bei Verwen-
dung der Mettschen Methode die verschiedenen Pepsinarten ein
verschiedenes Acidititsoptimum besitzen. So liegt das Optimum
fiir menschliches Pepsin bei einer Aciditit von 20 bis 33, und
fir tierisches Pepsin zwischen 50 und 75.

Ich habe nun fiir das Pepsin vom Menschen, vom Schwein
und vom Hund die optimale Salzsiurekonzentration mittels
der Edestinprobe festgestellt und bin in der Weise vorgegangen,
daB ich von jeder Pepsinart Versuchsreihen mit verschieden
starkem Salzsiuregehalt anstellte. Und zwar wurden folgende
Aciditiaten gepriift: 20, 25, 30, 35, 40, 45, 560. Natiirlich wurde
in jeder Versuchsreihe genau darauf geachtet, daB8 alle zum
Versuch verwandten Losungen genau die gleiche Aciditét be-
saen. Wenn z. B. die Aciditit 25 gepriift wurde, so wurde
sowohl die Edestinlosung mit einer Salzsiure von der Aciditdt
25 hergestellt, sowie zur Fermentverdiinnung, resp. zum Aus-
gleich der Fliissigkeitsvolumina eine Salzsiurelésung von der
Aciditdt von 25 verwandt. Fiir die Untersuchung von mensch-
lichem Pepsin verwandte ich ausgeheberten Mageninhalt, der
vor dem Gebrauch filtriert wurde; als Hundepepsin kam reiner
Hundemagensaft zur Verwendung, der aus einem Magen-

- 1) I;ul; und Levisson, diese Zeitschr, 8, 473, 1907.
?) J. Christiansen, diese Zeitschr. 46, 257, 1912.
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blindsack nach Pawlow stammte, und als Schweinepepsin
das #uBerst wirksame Priparat ,Glycerinum pepticam“ von
Fairchild Brothers & Forster, London.
Das Ergebnis aller dieser Versuche stelle ich in folgenden
drei Tabellen zusammen.
Tabelle IL
Mensohliches Pepsin. (Ausgeheberter Mageninhalt.)

Ferment- | 5 i3 95 | Acid. 80 | Acid. 85 | Acid. 40 | Acid. 45 | Acid. 50

menge
1,00 klar klar klar klar klar klar
0,64 ” ] ] » L] ]
0,40 » " »

n ”
0,25 isohw’.' triibjsochw. triib{schw. triib » ) »
0,16 n n | » n trib  |schw. triib(schw.opal.|schw.opal.
0,10 n ” n L] ] n ” opo.lese. op&lesc.
Demnach liegt fiir menschliches Pepsin das Optimum bei
einer Aciditdt von 45 bis 50.

Tabelle III
Hundepepsin.
Fer-

ment- | Acid. 20 | Acid.25 | Acid. 80 | Acid. 35 | Acid. 40 | Acid. 45 | Acid. 50
menge,
1,00 kiar klar klar klar klar klar klar
0,64 n L] n L] n n n
0,40 pohw. triib/schw. triib n n » » n
0,25 trib triib n » » n »
0,16 ] n n » n n »
0,10 n n sohw. triib " opaleso. |schw. triibjschw. triib
0,064 ] n triib » sohw. triib n trib
0,04 ) » ” sochw. triib n trib »
0,025 ) » n trib trib n )

Fiir Hundepepsin liegt somit das Optimum seiner Wirk-
samkeit bei einer Aciditit von 36.

Tabelle IV.
Schweinepepsin.

Ferment- . . .
menge Acid. 25 Acdid. 30 Acid. 85 Acid. 40 Acid. 45
0,0100 klar klar klar klar klar
0,0064 ” L] ” n »
0,0040 n » sohw. tr@b | schw. triib triib
0,0025 | schw. triib | schw. triib trib triib n
0,0016 triib n » » »

0,0010 ) triib » » »
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Somit ist Schweinepepsin am wirksamsten bei einer Aciditit
von 30.

Diese meine Befunde stehen im Widerspruch mit den be-
reits eingangs erwahnten von Johanne Christiansen?) er-
mittelten Resultaten. Diese fand némlich, daB fiir menschliches
Pepsin das Wirkungsoptimum bei einer weit niedrigeren Aciditét
liegt als fiir tierisches Pepsin, und zwar verdaute menschliches
Pepsin — mit der Mettschen Methode gemessen — am besten
bei einer Salzsiureaciditdit von 20 bis 33, Hundepepsin bei
einer Aciditit von 50 bis 60 und Schweinepepsin bei einer
Aciditét von 65 bis 75. Nach meinen Untersuchungen dagegen be-
darf menschliches Pepsin bei seiner optimalen Wirkung einer weit
héheren Aciditét als Hunde- und Schweinepepsin. Worauf dieser
Unterschied zwischen meinen Befunden und denen von Chri-
stiansen beruht, 1aB8t sich mit Sicherheit schwer entscheiden.
Aller Wahrscheinlichkeit nach ist er in der verschiedenen,
von uns verwandten Methodik begriindet; definitiven AufschluB
dariiber kénnen nur weitere vergleichende Versuche ergeben.

Nach diesen Feststellungen bemiihten wir uns, zu ent-
scheiden, ob die von Tichomirow gefundene Tatsache, daB
das Pepsin des Hundemagensaftes, das nach der Behandlung
mit Alkali unwirksam geworden war, nach teilweiser Neutrali-
sation und spiterem Ansiuern mit Salzsiure seine Wirksamkeit
zum Teil wiedererlangt, nur dem Hundepepsin zukommt, oder
ob auch Pepsin anderer Provenienz sich ebenso verhilt.

Zu dem Zweck erschien es uns notwendig, zur Orientie-
rung zuniichst einen Versuch mit Hundepepsin auszufiihren,
unter genauer Innehaltung der von Tichomirow gegebenen
Vorschriften.

Versuch 1.

8 ccm neutralisierter Hundemagensaft werden durch Zusatz von
2 oom NaOH, die 0,19/, HCl &quivalent ist, alkalisch gemacht und bleiben
in diesem alkalischen Zustande 20 Minuten bei Zimmertemperatur (16°)
stehen. Nach Ablauf der Frist wird der alkalische Saft zu 4/, neutrali-
siert, d. h. es werden 1,6 com 0,1°/, HCl zugesetzt, und bleibt hierauf
weitere 6 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Danach wird das
Gemisch mit so viel Salzsiure versetzt, daB es eine Aciditit von ca. 30

(0,1 bis 0,129/,) besitzt und nunmehr das Pepsin nach Mett und nach
Fuld und der Labgehalt der Losung nach Fuld und Blum bestimmt.

Y Lo S. 283
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Tabelle V.
Pepsinbestimmung Labbestimmung
vor der |nach der
Behandlg.| Behandlg. vorher nachher
1,00 klar klar 1,00 geronnen ' geronnen
- 0,50 n n 0,50 n n
= 0,25 n n 0,25 n n
= }0,125 n trib 0,125 n )
- 0,062 n n 0,062 ) part. geronnen
@ 10,081 n n 0,031 » fliisaig
Z o016 triib n 0,016 " »
0,008 » » 0,008 | part. geronnen "
| 0,004 fliisaig "
Pepsineinheiten vor der Behandlung . . . . . 64,5
Pepsineinheiten nach der Bebandlung . . . . 8,0
Labeinheiten vorher . . . . . . .. e ... 625
Labeinheiten nachher. . . . . . . . . . .. 80,0
Verdaute EiweiBsidule in mm (nach Mett):
vor der Behandlung . . . . . . . .. .. 10,0
nach der Behandlung . . . . .. .. .. 2,0

Aus diesem Versuche geht hervor, daB es in der Tat nach
der Vorschrift von Tichomirow gelingt, Hundemagensaft, der
vorher durch Behandlung mit Alkali seine peptische und labende
Kraft vollkommen eingebiiBt hat, zu reaktivieren. Doch war
die Wiederherstellung hier nur bis zu ca. !/, der urspriinglichen
Wirksamkeit gelungen, gemessen mit der Edestinmethode von
Fuld und der Labmethode von Fuld und Blum; nach Mett-
scher Methode war allerdings der Effekt ein etwas besserer.

Hiernach untersuchten wir Menschenpepsin und Schweine-
pepsin.

Was zunidchst das letztere anbetrifft, so stellten wir uns
aus getrocknetem Schweinemagen eine Pepsinlésung in der
Weise her, daB wir den getrockneten Magen zerkleinerten und
pulverisierten und das Pulver mit 0,2°/,iger Salzsiiure 24 Stunden
lang extrahierten. Das so gewonnene Extrakt war stark pepsin-
und labhaltig. Ein aliquoter Teil dieses Extrakts wurde neutrali-
siert; 8 ccm dieses neutralen Extrakts wurden durch Zusatz
von 2 ccm NaOH, die 0,1°/, HCl dquivalent war, alkalisch
gemacht und blieben in diesem alkalischen Zustande 30 Minuten
bei Zimmertemperatur stehen. Danach wurden ¢/, der Al-

kalescenz durch Zusatz von 1,6 com 0,1°/ iger Salzsiure be-
Biochemische Zeitschrift Band 60. 4
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seitigt und die noch schwach alkalische Losung 6 Stunden
bei Zimmertemperatur gehalten. Nach Ablauf der Frist wurde
die Losung vollkommen neutralisiert und durch Zusatz von
8/ o-Salzsiure auf eine Aciditit von 30 gebracht. Hiernach
wurde, wie beim Hundemagensaft, die Pepsinmenge nach Mett
und nach Fuld und auBerdem die Labmenge quantitativ
bestimmt und mit dem nichtbehandelten neutralen Magen-
extrakt verglichen. Dabei zeigte sich, daB das vorherbehandelte
Extrakt Pepsin und Lab nur in Spuren besa. Nach der Me-
thode von Fuld erhielt es nur 4 Pepsineinheiten und 20 Lab-
einheiten, wihrend mit Hilfe der Mettschen Methode iiberhaupt
keine deutliche Pepsinwirkung zu erkennen war. Es hatte also
in diesem Falle die von Tichomirow angegebene Versuchs-
anordnung fast ginzlich versagt.

Deshalb wurde ein zweiter Versuch mit Schweinepepsin
ausgefiihrt und bei diesem zunichst nach dem Alkalisieren in ver-
schiedenen Portionen die Alkalescenz in folgender Weise aus-
geglichen. Eine Portion wurde mit 1°/jiger Salzséure bis 2/,
die zweite bis */;, die dritte bis °/,, die vierte bis ¢/,, die
fiinfte bis ?/; neutralisiert und nun simtliche Portionen 4 Stunden
lang bei Zimmertemperatur gehalten. Hiernach wurde mit
1 Teil einer jeden Portion das Pepsin nach Fuld und nach
Mett und auBlerdem die Labmenge bestimmt. Der Rest der
einzelnen Portionen blieb noch 2 Stunden linger, also im ganzen
6 Stunden, bei Zimmertemperatur stehen und wurde dann in
der gleichen Weise verarbeitet. Das Resultat dieses Versuchs
habe ich in folgender Tabelle VI zusammengestellt.

Aus diesem Versuche geht hervor, daB bei ®/, Neutralitit
und sechsstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur die Pepsin-
wirkung wieder am kriftigsten ist. Das lieB sich sowohl mit der
Edestinprobe wie mit dem Mettschen Verfahren sicherstellen.
Auch die Labwirkung erlangt unter den gleichen Reaktions-
und Zeitbedingungen ihre grofSte Leistungsfiahigkeit, geht also
der Pepsinwirkung ganz parallel. Das tritt auch deutlich zu-
tage, wenn man die anderen Versuchsreihen untereinander
vergleicht.

Nun hat es sich aber herausgestellt, daB es durchaus
nicht in jedem Falle gelingt, eine Schweinepepsinlésung, die.
man durch Zusatz eines Uberschusses von Alkali unwirksam
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gemacht hat, zu reaktivieren. Der oben mitgeteilte Versuch
hat von 8 Versuchen, die wir teils unter den gleichen, teils
unter ahnlichen Versuchsbedingungen ausfiihrten, das beste
Resultat ergeben. In 5 Versuchen war das Resultat ginzlich
negativ und in 2 Versuchen war nach Riickneutralisation und
lingerem Stehen bei Zimmertemperatur nur eine ganz geringe
Pepsinwirkung wieder zu erkennen.

Tabelle VI
Nicht | */s neutral. | ¢/, neutral. | %/, neutral. | ¢/, neutral. | 7/, neutral.
1::;3& nach | nach | nach | nach | nach | nach | nach | nach | nach | nach
48td. 16 Std. | 4 Std. | 6 Std. | 4 Std. | 6 Std. | 4 Std. | 6 Std.] 4 Std. | 6 Std.
Pepsin (nach Fuld).
1,00 klar | schw.| schw.| klar | klar | klar | klar | klar | klar | klar | klar
triib | triib
0,64 n triib | triib | schw. » » ) ) » sohw. "
trib trib
0,40 » » » triib | tréib | triib | trib sohv;. ) triib | triib
trii
0,25 n n n n n n » triib triib n n
0,16 n n n n ” n n n ” n n
0,10 n n | n n n n n n n n n
0,064 tl’ﬁb n n n ” n ” b n n n
0,04 n n l n n n n n n n n n
Pepsin (nach Mett).
[10,5mm] — | — | — | — | Spur | Spur |1 mm|1 mm| Spur | Spur
. Lab.
0,100 | ger. | ger. | ger. | ger. | ger. | ger. | ger. | ger. | ger. | ger. | ger.
0,064 n fliissig | fliissig| part. | part. n n n n n n
ger. | ger.
0,040 n » » |fliissig ! fliissig | fliissig | fliissig] part. | ger. |etwas| part.
! ger. ger. | ger. .
0,025 » n " » n ) n etwas | part. | flissig | fliissig
ger. | ger.
0,016 n L] n n n b n ﬁiissig ﬁusmg n n
0,010 n n n n n ? n b n ” n
0,0064] fliissig » ) » » » ) " I ) » n

Ein #hnliches Resultat ergaben unsere Versuche mit mensch-
lichem Pepsin. Als solches diente uns das Filtrat von aus-
gehebertem menschlichem Mageninhalt. Dasselbe wurde zu-
nichst genau neutralisiert und dann in der gleichen Weise wie
mit dem Hundemagensaft der Versuch ausgefiibrt, d. h. ein
bestimmtes Quantum des neutralen Mageninhaltfiltrates wurde
alkalisch gemacht, danach %/, der Alkalescenz mit 0,1°/,iger
Salzsiure wieder ausgeglichen und in diesem schwach alkalischen

4
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Zustand 6 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen.
Hiernach wurde die Losung mittels verdiinnter Salzsiure auf
eine Aciditdit von 45 gebracht und nun das Pepsin mit der
Methode von Fuld und von Mett und auBerdem auch das
Lab bestimmt. Das Resultat war aber ein durchaus negatives;
es lieB sich weder Pepsin noch Lab in der Losung nachweisen.
— Ein zweiter Versuch, bei dem nur ®/; der Alkalescenz be-
seitigt wurde, hatte das gleiche negative Ergebnis.

Hiernach erwies es sich als notwendig, unter Variierung
des Alkalescenzgrades, die Zeit zu ermitteln, die erforderlich
ist, um von dem inaktiven Pepsin einen méglichst groBen An-
teil wieder zu aktivieren. Wir gingen zu dem Zweck in &hn-
licher Weise vor wie bei dem oben mitgeteilten Versuch mit
Schweinepepsin.

Ein groBeres Quantum vorher genau neutralisierten Magen-
inhaltes wurde mit 0,1°/ iger Natronlauge alkalisch gemacht
und in mehrere Portionen geteilt. Nach einer halben Stunde
wurde in der ersten Portion ®/; der Alkalescenz beseitigt, in der
zweiten ¢/, der Alkalescenz, in der dritten °/, der Alkalescenz,
in der vierten ¢/, und in der fiinften ?/; der Alkalescenz be-
seitigt und simtliche Portionen bei Zimmertemperatur stehen
gelassen. Nach Verlauf von 4 Stunden wurde allen Portionen
ein aliquoter Teil entnommen, dieser neutralisiert und auf eine
Aciditdt von 45 gebracht und nun in allen Ldsungen Pepsin
und Lab wie oben bestimmt. Nach weiteren 4 Stunden wurde
den einzelnen Portionen wieder ein kleines Quantum entnom-
men, mit ihm ebenso verfahren und nach im ganzen 24 Stun-
den wurde der Rest der einzelnen Portionen in der gleichen
Weise verarbeitet. Das Resultat dieses Versuches geht aus
folgender Tabelle VII hervor.

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, gelingt es am besten bei
?/¢-Neutralisation und nach 24stiindigem Stehen bei Zimmer-
temperatur, das menschliche Pepsin zu reaktivieren, wihrend
8/,- und */,-Neutralisation, die sich fiir Hundepepsin so wirk-
sam erwies, so gut wie wirkungslos blieben. Wie beim Pepsin
kommt das ebenso auch beim Lab zum Ausdruck. Eine stiir-
kere Neutralisation, wie beispielsweise °/, oder °/, der Al-
kalescenz gestaltete das Resultat keinesfalls giinstiger, vielmehr
wurde mit ?/;- Neutralisation stets die optimale Wirkung er-
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zielt. Es sind deshalb die anderen Versuchsanordnungen hier
nicht weiter ausgefiihrt worden.

Auch beim menschlichen Pepsin gelang es wie beim
Schweinepepsin nicht immer, das hier mitgeteilte Resultat zu
erzielen. Meist war es erheblich schlechter, in einzelnen Fillen
sogar ginzlich negativ. Auch hier sind wir nicht in der Lage,
eine Erklirung dafiir zu geben. Man geht aber wohl nicht
fehl, wenn man annimmt, daB in diesen Fillen die in groBen
Mengen im menschlichen Mageninhalt sich findenden Anti-
korper schuld an dem negativen Ergebnis sind. Denn man
kann sich vorstellen, daB bei der alkalischen Reaktion das im
Mageninhalt befindliche Antipepsin mit dem Pepsin eine so-
fortige Verbindung eingeht, die nachher nicht wieder gesprengt
werden kann.

Nun hat Morgenroth?!) gezeigt, daB in manchen Fillen
die Verbindung zwischen Pepsin und Antipepsin wieder voll-
kommen gesprengt wird, wenn man die Lisung anséuert. Wir
bhaben deshalb, geleitet von diesem Gedanken, auch Versuche
in der Weise angestellt, daB wir nach dem 1. Alkalisieren die
Losung neutralisierten, in diesem neutralen Zustand lingere
Zeit stehen lieBen, dann ansduerten und wieder einige Zeit
warteten. Hiernach erst wurde auf Pepsin und Lab unter-
sucht.

Doch erhielten wir hier ein noch schlechteres Resultat
als in dem oben mitgeteilten Versuch. Denn es gelang uns
in keinem einzigen Falle, Pepsin oder Lab auch nur in Spuren
wieder nachzuweisen.

Zusammenfassend geht aus den mitgeteilten Versuchen
hervor, da8 wenn man Trypsin durch Zusatz von Sdure un-
wirksam macht, es nicht gelingt, durch nachtriigliches Neu-
tralisieren und Alkalisieren seine Wirkung auch nur spuren-
weise wieder zu gewinnen. Beim Pepsin hingegen ist es wohl
moglich, das durch Alkali unwirksam gemachte Ferment durch
. Saurezusatz teilweise wieder zu regenerieren. Doch gelingt das
nicht bei allen Pepsinsorten. Das beste Resultat hierbei lie-
fert Hundepepsin, wahrend beim Menschenpepsin und beim

1) J.Morgenroth, Gesellsoh. d. Charitéarzte, 25. Sitzung, IL., 1909.
Berl. klin. Wochenschr. 1809, Nr. 186.
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Schweinepepsin die Regenerierung nur in wenigen Fillen ge-
lang. Immer aber konnte man beobachten, da8 wenn die
Pepsinwirkung wieder auftrat, im gleichen MaBe auch die Lab-
wirkung zu konstatieren war. Der Parallelismus zwischen Lab
und Pepsin war hier stets unverkennbar. — Sodann wurde in
Ubereinstimmung mit anderen Untersuchern gefunden, daB8, um
eine optimale Wirkung zu erzielen, die Salzsiurekonzentration
fir alle Pepsinarten keineswegs die gleiche ist, sondern da8
jedes Pepsin sein bestimmtes Salzsiureoptimum besitzt. So
liegt das Optimum der Wirkung fiir menschliches Pepsin bei
Anwendung der Edestinprobe bei einer Aciditit von 45 bis 50,
fiir Schweinepepsin bei einer Aciditdt von etwa 30, fiir Hunde-
pepsin bei einer Aciditdt von etwa 35.



Ober das Pepton. L
Von

Alessandro Bernardi.

(Aue dem Institut fiir pharmazeutische und toxikologische Chemie der
Universitit Bologna.)

(Eingegangen am 14. Januar 1914.)

Wie wir seit langem wissen, liefern die Aminosiuren cha-
rakteristische Kupfersalze. Ebenso ist bekannt, daB die Hydro-
lyse der Proteinstoffe zu einer Spaltung des Molekiils der
Eiweilstoffe fithrt, eine Zerlegung, die einfachere Zersetzungs-
produkte erzeugt.

In einer friiheren Arbeit!), in der ich mich mit dem Ein-
fluB des Peptons?) auf die Bestimmung von Traubenzucker
beschéftigt habe, und zwar hinsichtlich der Reduktionskraft des
letzteren auf Fehlingsche Losung, habe ich bemerkt, da das Re-
duktionsvermégen des Traubenzuckers bei Gegenwart von Pepton
nicht genau festgestellt werden kann, da die erhaltene Kupfer-
oxydulmenge erheblich vermehrt wird. Ferner habe ich nach-
gewiesen, daB die Natur des Reduktionsmittels keinen EinfluB
auf diese Zunahme ausiibt. Und da, wie bekannt, die Fehling-
sche Losung durch Pepton an sich keine Reduktion erfihrt,
sondern nur die Biuretreaktion gibt, lag es nahe anzunehmen,
daB die Gewichtszunahme des Kupferoxyduls auf eine Bei-
mengung von Kupferverbindungen organischer Stoffe oder auf
Kupfersulfid zuriickzufiihren sei, welch letzteres von Pepton
erzeugt werden kann.

Hierfiir sprechen konnte der Umstand, daB aus Pepton
enthaltenden Fliissigkeiten erhaltenes Kupferoxydul nicht eine

1) A. Bernardi, diese Zeitschr. 41, 160.
") Witte-Pepton.
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schéne rote Farbe zeigt, sondern braun ist. Die Hypothese
von der Sulfidbildung ist jedoch ausgeschlossen, da eine mit
Natriumhydratlosung von der Konzentration der Fehlingschen
Mischung gekochte Peptonlésung kaum bemerkbare Spuren von
Sulfid erzeugt. Die Ergebnisse der friiheren Versuche, wo man
das gebildete Kupferoxydul in Kupferrhodaniir (Cuprorhodanid)
iiberfilhrte, scheinen darauf hinzuweisen, daB sich die Ver-
mehrung eher mechanisch mitgerissenen, organischen Stoffen
zuschreiben liaBt, als einem besonderen Metallderivat.

Ich habe bereits frither (I. c.) die Bildung einer schwirz-
lichen, pechartigen, sich in Wasser mit schéner violetter Fir-
bung l6elichen Substanz beschrieben. Sie bildet sich, wenn man
eine wisserige, stark konzentrierte Peptonlésung, die mit 100 ccm
frisch bereiteter Fehlingscher Losung gekocht ist, mehrere Wochen
sich selbst iiberlaBt. Die Substanz ist wahrscheinlich das Kupfer-
salz einer organischen Verbindung, die jedoch rein darzustellen
uns bisher nicht gelungen ist. Sie soll den Gegenstand weiterer
Studien bilden.

Bei der Aufspaltung des Peptons habe ich die von Heintz?)
vorgeschlagene und schon von Bruni und Fornara?) befolgte
Methode angewendet, um zu sehen, ob eine seiner Kompo-
nenten mit Kupfer eine organische Metallverbindung gibt.

Aus den unten ndher zu beschreibenden Versuchen 1Bt
sich folgendes zusammenfassend entnehmen:

1. Durch geeignete Behandlung einer Witte-Peptonlésung
mit Kupferhydrat ist es moglich, ein Produkt zu erlangen, dessen
charakteristische chemische Eigenschaften von denen des Pep-
tons, aus dem es hervorgegangen ist, stark abweichen.

2. Es erscheint nicht ausgeschlossen, da8 man aus dem
Witte-Pepton einen Bestandteil von ganz bestimmter chemischer
Natur isolieren kann.

Experimenteller Teil.

Einer Bariumhydratlosung von bekanntem Gehalt wurde die
entsprechende Menge gelosten Kupfersulfats zugesetzt, wodurch
man eine Mischung von Kupferhydrat mit Bariumsulfat in

) Lieb. Ann. 198, 49.
") Gazz. Chim. It. 3, 519, 1904.
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destilliertem Wasser erhielt. Diese Mischung wurde im Wasser-
bad leicht erwirmt und mit einer groSeren Menge 5°/,iger Lo-
sung von gewohnlichem Witte-Pepton versetzt. Die Erwirmung
auf dem Wasserbade wurde ein paar Stunden fortgesetzt und
hierauf mittels Sandbad erhoht, bis die Losung eine schone,
ausgesprochen dunkelblaue Farbung zeigte. Nachdem man
sie filtriert hatte, schied sich eine schmutziggelbe Fillung
daraus ab.

Diese im Wasserbade weitgehend konzentrierte Fliissigkeit
gieBt man unter bestindigem Schiitteln in diinnem Strahl in
absoluten Alkohol. Dabei fillt eine pulverige amorphe Sub-
stanz von blauer Fiarbung reichlich aus, die eine Nacht in ab-
solutem Alkohol verbleibt. Dann wird sie unter der Luft-
pumpe rasch abgesaugt und im Vakuum iiber Schwefelsiure
getrocknet.

Zwecks Reinigung wird sie in wenig Wasser aufgenommen
und mit absolutem Alkohol mehrfach gefillt. Diesen ProzeB
wiederholt man, bis sich die Substanz ohne Riickstand in
Wasser lost. So gereinigt, bleibt das Produkt noch eine Nacht
unter absolutem Alkohol und wird dann so rasch als mdglich
an der Luftpumpe abgesaugt, da sie sich an der Luft mit
groBer Leichtigkeit verindert. Mit absolutem Alkohol ge-
waschen, trocknet man sie abermals iiber Schwefelsiure im
Vakuum, denn in trockenem Zustande widersteht diese Sub-
stanz jeder Einwirkung der Luft.

In kaltem Wasser ist sie stark loslich. Sie gibt die Schwefel-
bleiprobe und zeigt wechselnde Aschenmenge, und zwar hidngt
dieselbe von dem erreichten Reinigungsgrad ab. Wihrend das
als Ausgangsmaterial benutzte Pepton 1,55°/, Asche enthielt,
ergab gesagte Substanz 0,4 bis 1,419/,.

Die angestellten Analysen sind auf aschenfreie Substanz
berechnet und wurden mit dem bestgereinigten Produkt aus-
gefilhrt. Das Kupfer wurde in Form von Kupferrhodaniir
(Cuprorhodanid) bestimmt und der Kohlenstoff durch Oxydation
der Substanz mit Chromsiure nach der Methode von Mes-
singer?) ermittelt.

Folgende Tabelle enthilt die gewonnenen Analysenresultate :

1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 21, 2910, 1888; 28, 2756, 1890.
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Als Mittel der gefundenen Mengen erhilt man eine sehr
komplizierte Formel:
C,,H,,N,,0,,CuS = 1379 Mol.-Gew.,
deren Zusammensetzung den oben angegebenen Ergebnissen der
Analysen sehr genau entspricht:

Berechnet Gefunden
%o %l
C 44,38 C 44,85
H 6,67 H 6,72
N 1421 N 1394
S 2,32 S 2,36
Cu 4,57 Cu 4,58

Die kochende wisserige Lisung dieser Substanz wurde
behufs Ausscheidung des Kupfers mit Schwefelwasserstoffgas
gesittigt. Die filtrierte Fliissigkeit war klar und von gelber
Firbung. Sie wurde im Wasserbad bis zur Sirupdichte einge-
engt, in diilnnem Strahl unter bestindigem Schiitteln in abso-
luten Alkohol gegossen. Es wurde eine amorphe, gelbliche
Substanz gefiillt, die, nachdem sie 12 Stunden unter absolutem
Alkohol belassen, an der Luftpumpe rasch abgesaugt und im
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet wurde.

Der analytische Befund war folgender:

Gefunden

0,3782 g Substanz ergaben 0,6452 g CO, C 46,529,

02784 g = n  04718g CO, C 46,62°,
0,1652 g ” » 21 cem N (159

756 mm) N 14,809,

02350g = » 00402 BaSO, § 2329,

Auf Grund dieser Ergebnisse erhalten wir die Formel:
Cs,Hy N,,0,, S=1318 Mol-Gew.

Daraus berechnen sich:
C 46,43°, N 14,879, S 2,429,

Auch bei der Berechnung der Analyse dieser kupferfreien
Substanz wurde die Asche in Abzug gebracht.

Dieser Proteinstoff 168t sich unter Gelbfirbung in kaltem
Wasser sehr leicht. Zu den reagensfreien Albumosen und Pepton
verhilt sie sich anders als das urspriinglich verwendete Witte-
Pepton.
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Das geht aus der folgenden Ubersichtstabelle hervor:

Witte-Peptons

Reaktionen von wisseriger Losung des

kupferfreien Protein-
derivats

Mit Essigsiure und
konz. Chlornatrium-
16sung

Die Lisung triibt sich,
wird bei Erwarmen
nicht ganz klar

Keine Triibung

Mit konz. Salpetersdure

Die Losung triibt sich,
die Trilbung verschwin-|

Keine Tr—t;i;u;;; '
Xanthoproteinreaktion

det bei einem Uberschu8 positiv.
der Sidure wieder.
Xanthoproteinreaktion
positiv
Mit Essigsiure und |Starke Triibung, die] Keine Triibuhg
Ferrocyankaliumlésung bei Erwdrmung
schwindet
Biuretreaktion Positiv Positiv, sehr stark, mit
| intensiv violetter
| Firbung
Millons Reaktion Positiv l Positiv, sehr stark

Mit Quecksilberchlorid,
Tanninldsung-Salzsiaure

und
Phosphorwolframsiure

schlag

Unléslicher Nieder- | Unlaslicher Nieder-

schlag

Mit der wisserigen Losung dieses Proteinderivats erhilt
man keine Reduktion von Fehlingscher Mischung.

Das verschiedenartige Verhalten oben genannten Reagenzien
gegeniiber und hauptsichlich die Nichtfillbarkeit durch Ferro-
cyankalium und Chlornatrium in Gegenwart von Essigsiure und
durch konz. Salpetersiure liBt die Annahme zu, daf der in be-
schriebener Weise aus dem gewdhnlichen Witte-Pepton isolierte
Proteinabkémmling ein reines, albumosenfreies Pepton sei?).

In bezug auf letzteres und ganz besonders iiber die Zer-
legung der Substanz sind weitere Studien im Gange.

5y Salkowski, Praktikum S. 1171.



Die Wirkungsbedingungen der Maltase aus Bierhefe. IIL
Uber die Natur der verschiedenartigen Hemmungen der
Fermentwirkungen.

Von
L. Michaelis und P. Rona.

(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses am Urban,
Berlin.)

(Eingegangen am 12. Januar 1914.)
Mit 2 Figuren im Text.

L

Neben der ausschlaggebenden Bedeutung der Konzentration
der H'- bzw. OH-Ionen auf die Wirkung der Fermente muf
auch der mehr oder minder bemerkenswerte EinfluB anderer
Stoffe, Elektrolyte wie Nichtelektrolyte, auf diese in Betracht
gezogen werden. Um das Wesen dieses Einflusses, der fast
ausnahmslos in einer Hemmung der Fermentwirkung besteht,
zu iibersehen, gehen wir von einigen Annahmen aus, die in
der Lehre von den Fermenten sich bewidhrt haben, und zu
deren Sicherung wir friiher experimentelle Beitrige erbracht
haben.

Dies sind die folgenden Annahmen:

1. Das Ferment F verbindet sich mit seinem spaltbaren
Substrat § zu einer Verbindung, die wir als Ferment-Substrat-
verbindung FS8 bezeichnen werden.

2. Diese Verbindung zerfillt nach den Gesetzen der mono-
molekularen Reaktion in die Produkte der Hydrolyse und freies
Ferment.

3. Zum Ferment hat nicht nur das spaltbare Substrat
eine Affinitdt, sondern auch manche andere Stoffe, die iiber-
baupt nicht hydrolysierbar sind, und bei denen daher auch die
Bindung des Fermentes nicht zur Spaltung fiihrt. Hierher
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gehéren vor allem manche Spaltprodukte des fermentativen
Prozesses.
- Die erste Annahme 1aBt sich symbolisch ausdriicken:

F+8 —F&.

Das Gleichgewicht dieser Reaktion ist nach dem Massen-
wirkungsgesetz dadurch vorgeschrieben, da8

[F]-(8]_
[F ] T ¢ ) I

k ist die ,Dissoziationskonstante“ dieser Verbindung, bzw.
L die , Affinitdtskonstante“ derselben.

k v
Die zweite Annahme 1aBt sich folgendermaBen formulieren:
Die jeweilige Zerfallsgeschwindigkeit v des Substrats ist
proportional der Konzentration der Ferment-Substratverbindung

0=—W——G-[FS],

wo t die Zeit, ¢ ein Proportionalititsfaktor, die ,Geschwindig-
keitskonstante“ ist; oder da [FS]=%-[F]-[S],

Die dritte Annahme wiirde sich formulieren lassen:
F+R—FR,
wo R der bindungsfihige hemmende Stoff, FR seine Verbindung

mit dem Ferment ist. Das Gleichgewicht dieser Reakticn ist
gegeben durch

[F)-[B) _
T R . 3)
wo k, die Dissoziationskonstante dieser Verbindung, bzw. kl

die Affinititskonstante des Stoffes zum Ferment ist. '

Befindet sich nun in der Losung neben dem Ferment
gleichzeitig das spaltbare Substrat in der Konzentration [S]
und ein anderer Stoff mit Affinitit zum Ferment in der Kon-
zentration [R], so tritt eine Verteilung des Fermentes zwischen
den beiden Stoffen ein, und die Konzentration von [FS] ist
kleiner als ohne Anwesenheit des fremden Stoffes. Daher ist



64 L. Michaelis und P. Rona:

auch die Zerfallgeschwindigkeit kleiner, und der fremde Stoff
hemmt die Fermentwirkung. Diese Fermenthemmung beruht
also auf der Anwesenheit eines Stoffes, der eine Affinitit zum
Ferment hat.

Ein anderer Mechanismus der Hemmung wire der folgende:
In der Formel (2) ist ¢, die Geschwindigkeitskonstante, eine
GroBe, die selbst bei konstanter Temperatur von der Natur des
Lisungsmittels in einer nicht genau erkannten Weise (aber in
den von uns betrachteten Fillen sicher eindeutig und umkehr-
bar) abhiingig ist. Bekanntlich wissen wir iiber die Abhingig-
keit dieser Geschwindigkeitskonstante von der Natur des L&-
sungsmittels noch recht wenig; wir wissen nur, daB eine Re-
aktion, die in Wasser schnell verlduft, in Alkohol langsam
verlaufen kann, u. dgl. So ist es auch denkbar, daB manche
Stoffe die Geschwindigkeit einer Fermentreaktion dadurch be-
einflussen, daB sie, ohne eine Affinitit zum Ferment zu haben,
die ,Natur des Losungsmittels“ derartig verindern, daB8 die
Geschwindigkeitskonstante ¢ eine andere wird.

Wir wollen versuchen, vorliufig mit der Annahme nur
dieser zwei Mechanismen der Hemmung auszukommen?).

Wir miissen nun nach Kriterien suchen, an denen wir
erkennen kénnen, ob ein hemmender Stoff durch Affinitdt
zum Ferment oder durch Anderung der Zerfallsgeschwin-
digkeit hemmt.

Beginnen wir mit dem zweiten Fall Ein hemmender
Stoff wiirde dabei keine andere Anderung hervorrufen, als daB
er in der Formel '

o= [F1-18]

den Wert ¢ der Geschwindigkeitskonstante verindert. Diese
Anderung wird um so groBer sein, je mehr von dem hemmen-

1) Eine dritte Moglichkeit der Hemmung besteht in folgendem.
Der hemmende Stoff, wenn er ein Spaltprodukt des fermentativen Pro-
zesses darstellt, konnte das thermodynamische Gleichgewicht zwischen
dem spaltbaren Substrat und den Spaltprodukten verschieben. Solche
Fille kommen zweifellos vor, wir glauben sie aber fiir unsere Fille ver-
nachlissigen zu diirfen, weil in wésseriger verdinnter L3sung die
Reaktion a-Methylglucosid ——= Glucose -\ Methylalkohol selbst bei
maBigem UberschuB eines der Spaltprodukte von links nach rechts
praktisch zu Ende verlauft.
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den Stoff zugegen ist, ohne daB wir im voraus die hemmende
GriBe als Funktion der Konzentration des hemmenden Stoffes
genau angeben konnen. Bei gegebener Konzentration des
hemmenden Stoffes aber ist diese Anderung von ¢ gleich groB,
mag man die Menge des Fermentes oder des spaltbaren Sub-
strates auch variieren.

Es wird also durch eine gegebene Menge des hemmenden
Stoffes die Geschwindigkeit v auf eine kleinere Geschwindig-
keit v, herabgedriickt. Wir nennen nun den Bruch

v—u
v
den Hemmungskoeffizienten. Dieser muB also bei gegebener
Menge des hemmenden Korpers unabhingig von der Menge
des Fermentes und vor allem auch von der Menge des
spaltbaren Substrats sein.

Der zweite Fall der Hemmung beruht darauf, daB der
hemmende Koérper eine spezifische Affinitit zum Ferment
hat. Dann tritt eine Verteilung des Fermentes zwischen dem
spaltbaren Substrat und dem hemmenden Korper ein; die
Konzentration der intermediéiren Substrat-Fermentverbindung
verringert sich, und damit zugleich ihre Zerfallsgeschwindigkeit.
Die mathematische Entwicklung dieser Hemmung ist a. a. O0.!)
schon ausgefiihrt worden. Ihr Ergebnis ist:

)

k, ist die Dissoziationskonstante der Verbindung des Fer-
mentes mit dem hemmenden Stoff.
k ist die Dissoziationskonstante der Verbindung des Fer-
mentes mit dem spaltbaren Substrat.
[R] ist die Konzentration des hemmenden Stoffes.
(8] ist die Konzentration des spaltbaren Substrats.
v ist die anfingliche Zerfallsgeschwindigkeit des Substrats
bei Abwesenheit des hemmenden Kérpers.
v, dieselbe bei Anwesenheit des hemmenden Korpers in
der Konzentration [R).

x|

P V- V|

1) L. Michaelis und M. Menten, diese Zeitschr. 49, 333, 1913.
Biochemische Zeitschrift Band 60. 5
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Fiihren wir den Begriff des. Hemmungskoeffizienten ein,
so ist der in der Formel (A) vorkommende Ausdruck

und

b E]
k A\’

(@+) ()

Um nun zu entscheiden, nach welchen der erwihnten
beiden Mechanismen ein hemmender Stoff seine Hemmung
ausiibt, sind verschiedene Versuche auszufiihren, in denen die
Konzentration des Substrats und des hemmenden Stoffes variiert
wird. Besonders entscheidend und unentbehrlich sind nach den
obigen Erdrterungen diejenigen Versuche, in denen bei kon-
stanter Menge der hemmenden Stoffe nur die Menge des spalt-
baren Substrats variiert wird.

Wir berechnen nun aus je einem Versuchspaar: a) Versuch
ohne hemmenden Stoff, b) Versuch bei gleicher Substratkon-
zentration mit hemmendem Stoff, den Hemmungskoeffizienten A.
Beruht die Hemmung auf einer Anderung der Zerfallsgeschwin-
digkeitskonstante, so wird in allen Versuchspaaren auch bei ver-
schiedenen Mengen des spaltbaren Substrats A& konstant sein;
beruht hingegen die Hemmung auf einer Affinitdt zum Ferment,
g0 wird A nicht konstant sein, wohl aber die in Formel (A) dar-

gestellte Funktion von A, die gleich% ist. Sie ist das Verhalt-

nis der Dissoziationskonstanten, und ihren reziproken Wert
konnen wir als die (im Vergleich zum spaltbaren Substrat)
nrelative Affinitit des hemmenden Korpers bezeichnen.

IL
Zur Priifung, ob die oben dargelegten Annahmen und die
sich logisch aus ihnen ergebenden Konsequenzen ausreichen,
um einen Einblick in die Natur der verschiedenen Hemmungen
zu gewinnen, wihlten wir als Untersuchungsobjekt die Wirkung
der Hefemaltase auf das a-Methylglucosid, iiber die wir die not-
wendigen Grundlagen in der vorigen Mitteilung?!) gegeben haben.

1) Diese Zeitachr. 58, 148, 1913.
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Alle Versuche beziehen sich auf die Wirkung eines Hefe-
auszuges auf «-Methylglucosid, die bei 38° und im Reaktions-
optimum stattfand. Das letztere wurde durch Zusatz einer
bestimmten Menge von Natriumacetat hergestellt, gemdB den
Ergebnissen unserer friiheren Untersuchungen; dadurch wird
ein py = 6,6 erreicht, der dem Reaktionsoptimum mit ge-
niigender Genauigkeit entspricht und fast unabhiingig von der
Individualitit und Menge des angewendeten Hefeauszuges re-
produzierbar ist. Dieses Gemisch wurde jedesmal erstens mit
einer bestimmten Menge

a-Methylglucosid, zwei- # 8xi7ne Moty /'
tens auBerdem noch mit  6* ]
einer bestimmten Menge 4 ,/

des auf seine hemmende -

Wirkung zu priifenden 44
Stoffes angesetzt. Nach
einer gewissen Zeit
wurden beiden Ver- #
suchen gleichzeitig Pro- ,,
ben entnommen und O Metriglgcasid
die Menge der abge- % g
spaltenen Glucose be- ;! L

i
stimmt. Dies geschah : 1
g N ]

— ;
im allgemeinen nach 0O W W 60 & w0 10 wI 0

der Methode von Ber- Fig. 1.

. ; d Abszisse: Zeit in Minuten.
trand. Reduzierte c.ar Ordinate: Drehungswinkel in einem
hemmende Stoff die 18,94 cm langen Rohr.

Kupferlosung selber, so

wurde der zu Anfang des Versuchs an einer Probe ermittelte
Eigenreduktionswert des Gemisches festgestellt und spéter in
Abzug gebracht. In dieser Differenzmethode liegt natiirlich
eine nicht unerhebliche Unschérfe der Resultate begriindet, da
wir immer nur kleine Umsitze verwerten konnen, solange
némlich die gebildete Glucosemenge eine geradlinige Funktion
der Zeit ist. Die Variationsbreite der Versuche ist durch die
hiufig eintretende Unsicherheit einer jeden Differenzmethode
in gewissen Grenzen eingeschrinkt, doch geniigt sie den An-
spriichen. Um diese Differenzmethode zu vermeiden, wurden

einige Versuche, bei denen der hemmende Kérper durch Glucose
L34
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reprisentiert wurde, auch polarimetrisch beobachtet, indem
Proben von 10 ccm mit 1 cem Normal-Sodaldsung versetzt
wurden, wodurch gleichzeitig die Fermentwirkung unterbrochen
und die Multirotation der abgespaltenen Glucose beseitigt

% T T -
Q8857 ox-Methy i :

346 7
4
. va

352 rd

sl ——2

%3 .
//
¢ 7

pd

366 <

W W W W R T T80

Fig. 2.
Abszisse: Zeit in Minuten.
Ordinate: Drehungswinkel in einem 18,94 cm langen Rohr.

wurde. Zwei solche Versuche sind in der Fig. 1 und 2 wieder-
gegeben !).

Die folgenden Tabellen geben die durch die Reduktions-
methode erhaltenen Resultate.

1 —:— (siehe unten) ist in diesen Versuchen gleich 0,19 bzw. 0,17.
1
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Gebild. Trau-
a-Methyl- .
'V::l; glucosid Zugesetzter Korper b;ﬂ:‘::ﬁ: A k&
Nr. Kon- Konzentration Gemisches k
zentration
mg
1 0,05n 0 17,8
005n | Traubenzucker 0,02n 9,0 0,49 | 0,15
2 0,25n 0 19,25
025n | Traubensucker 0,02n | 18,7 0.29 | 0,15
3 0,10n 0 845
010n | Traubenszucker 0,02n | 20,1 042 | 0,15
4 0,10n 0 22,1
0,10n Traubenzucker 0,02 n 14,8 083 | 0,21
5 0,10n 0 845
0,0n |Traubenzucker 0,016n| 23,8 0.81 1 0,17
6 0,10n 0 22,1
0,0n |Traubenzucker 0,016n| 148 0.80 | 0,19
7 0,103n 0 82,7
0,103n Traubenzucker 0,02 n 21,4 084 | 0,19
8 0,103n 0 22,95
0,103n Traubenzucker 0,02n 14:4 0,87 1 0,18
9 0,05n 0 82,2
0,05n Traubenzucker 0,02 n 18,4 043 | 0,19
10 0,25n 0 69,8
0,25n Traubenzucker 0,02 n 55,2 0,21 | 0,22
11 0,103n 0 22,95
0,103n | Traubenzucker 0,01n | 18,6 0,19 | 0,22
12 0,103n 0 22,95
0,108n | Traubenzucker 0,005 n 19,5
18 0,05n 0 12,0
0,05n Traubenzucker 0,05n 5,0
14 0,05n 0 12,0
0,05n Traubenzucker 0,025 n 5,5
15 0,05n 0 11,0
0,05n Traubenzucker 0,1n | oa. 2,0
16 0,05n 0 15,0
0,05n Traubenzucker 0,1n | oa. 2,0
17 0,05n 0 21,5
0,05n | Methylalkohol 1,875 n 59 0,72 | 88
18 0,25n 0 49,4
0.25n | Methylalkohol 1,875n| 183 0,63 | 2.4
19 0,05n 0 20,7
0,05n Methylalkohol 0,2n 18,5
20 0,05n 0 37,8
0,05n Methylalkohol 0,2 n 86,2
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Gebild. Trau-
«-Methyl- A
'Vuc:;; glucosid Zugesetzter Korper bzegz;‘ge;: A ky
Nr. Kon- Konzentration Gemisches k
zentration mg
21 0,05n 0 10,8
0,05n Athylalkohol 0,2n 9,0
22 0,05n 0 20,7
0,05n Athylalkohol 0,2n 16,8
23 0,05n 0 37,8
0,05n Athylalkohol 0,2 n 32,6
24 0,05n 0 20,7
0,05n Aceton 0,2n 16,5
25 0,05n 0 37,8
0,05n Aceton 0,2n 30,5
26 0,05n 0 20,5
0,05n Glyoerin 0,2n 127 0,38 | 2,35
27 0,05n 0 25,5 -
0,050 Glyoerin 0,20 16,0 0,87 | 247
28 0,103n 0 82,0
0,103n Glyoerin 0,2n 205 0,86 | 1,89
29 0,103n 0 4,2
0,103n Glyoerin 0,2n 278 087 | 1,75
81 0,05n 0 14,6
0,050 Glycerin 0,10 1225 | 027|899
82 0,05n 0 20,7
0,05n Glyoerin 0,2 n 14,8 0,29 | 3,60
33 0,05n 0 37,8
0,05n Glyoerin 0,2n 26.3 081 | 8,25
84 0,05n 0 22,1
0,05n Urethan 0,1 n 17,9
85 0,05n 0 11,0
0,05n Galaktose 0,1 n 2,0
86 0,05n 0 11,0
0,05n Mannose 0,1n 8,0
87 0,05n 0 15,0
0,05n Galaktose 0,1 n 5,0
88 0,05n 0 82,2
0,05n Dimethylpyron 0,1 n 26,4 018 33
89 0,25n 0 69,9
0,25n Dimethylpyron 0,1 n 55,9 020 | 18
40 0,05n 0 88,2
0,05n Na,80, 02n 85,0
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' Gebild. Trau-
a-Methyl- . Tran
Vo | et | Dagsotstor Korper [tgmiiSiernl |
Nr. Kon- | Konzentration Gemisches 3
zentration |
mg
41 0,05n 0 38,2
0,05n LiCl 02n 19.4 0,49 | 1,42
42 0,25n 0 77,8
0,25n NaCl 0,2n 68.4 0,12 | 8,32
43 0,25 n 0 77,8
0,25n NaNO, 0,2n 62,4 0,20 | 2,4
44 0,25n 0 77,8
0,25n Na,S0, 0,2n 78,3
45 0,'25 n 0 77,8
0,25n LiCl 0,2n 57,0 0,28 | 1,51
46 0,25 n 0 38, 5
0,25n LiCl 0,2n 25.0 0,85 | 1,10
47 0,05n 0 36,8
0,05n NaCl 02 n 31.1 0,16 | 7,80
48 0,25n 0 80,5
0,25n NaCl 02n 68.8 0,15 | 3,44
49 0,05n 0 38,2
0,05n NaCl 0,2n 307 0,195 5,9
50 0,05n 0 38,2 .
0,05n NaNO, 0,2n 292 0,23 | 4,65
51 0,05n 0 46,7
0,05n LiCl 0,2n 22.6 0,52 | 1,33
52 0,25n 0 99,0
0,25n LiCl 0,2n 70,8 0,28 | 1,50
53 0,05n 0 36,8
0,05 n Na,NO' 0'2 n 29’5 0,20 5,72
4 0,25n 0 80,5
0:25 n N&NO' 0,2 n 64,8 0120 2;42
55 0,05n 0 33,2
0,05n KCl 0,2n 30,2
56 0,05n 0 33,2
0,050 LiCl 0,2n 155 0,53 | 142
57 0,05n 0 33,2
0,05n RbC1 0,2n 28,5
58 0,05n 0 458
0,05n NaCl 0,2n 372 0,18 | 6,18
59 0,05n 0 45,8
0,05n NaNO, 0,2n 32,6 0,29 | 3,47
60 0,05n 0 45,8
0,05n Na.S0, 0,2n 39,1
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Gebild. Trau-
a-Methyl- p
Ver- glucosid Zugesetzter Korper benzucker in k,
such . 20 com des h e 8
Nr. Kon- Konzentration Gemisches k
zentration m
g
61 0,251 0 64,8
0,250 NaCl 0,2n 570 013 | 4,12
62 0,25n 0 64,8
0,25n Na,NO, 0,2n 497 0,28 | 1,93
63 0,25n 0 64,8
0.25n Na,S0, 0,2n 56.8
64 0,05n 0 374
0,05n NaCl 0,1n 36,0
0,05n NaCl 0,2n 33,2 0,11 | 11,5
85 0,05n 00 37,;
0,05n NaNO, 0,1 n 33,
0,05n NaNO, 0.2n 30,1 019 | 5,90
66 0,05n 0 37,4
0,050 Na,S0, 0,1 n 36,1
0,05n Na,80, 0,2n 33,2
67 0,05n 0 22,6
0,05n KCl 0,2n 18,6
68 0,05n 0 22,6
0,05n NaCl 0,2 n 16,2
69 0,05n 0 22,6
0,05n NaBr 0,2n 16,5
70 0,05n 0 38,6
0,05n KCl 0,2n 37,0
71 0,05n 0 38,8
0,05n NaCl 02n 82,6
72 0,05n 0 38,6
0,05n NaNO, 0,20 289 025 | 43
78 0,05n 0 21,5
0,05n B-Methylglucosid 0,2 n 21,6
0 ] 0,5 n 0
74 0,05n 0 39,1
0,05n  [p-Methylglucosid 0,1 n 382
0,05n n 0,15n 37,0
75 0,05n 0 24,2
0,05n B-Methylglucosid 0,1 n 24,2
76 0,05n 0 4,7
0,05n p-Methylglucosid 0,1 n 450
0 n ,l n 0
7 0,05n 0 12,7
0,05n B-Methylgluocosid 0,1n 12,7
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Gebild. Trau-
. a-Methyl- be ker i
::::h gluoosid Zugesetzter K.arper 20":::1 ?el: A k
Nr. Kon- Konzentration Gemisches k
zentration m
4
78 0,05n 0 22,1
0,05n Duleit 0,25 n 22,5
79 0,05n 0 20,7
0,05n Dauleit 0,1 n 20,6
80 0,05n 0 89,1
0,05n Mannit 0,1 n 89,0
81 0,05n 0 20,7
0,05n Mannit 0,1 n 20,8
82 0,05n 0 12,7
0,05n Mannit 0,1n 12,8
0,05n 0 39,2
0,05n Glykokoll 0,1 n 39,5
84 0,05n 0 33,2 :
0,05n Harnstoff 0,1 n 33,2 !
85 0,05n 0 12,0 i
0,05n Harnstoff 0,2n 12,0 !
86 0,05n 0 17,8
0,05n Laotose 0,05n 17,6
87 0,05n 0 80,5
0,05n Lactose 0,05n 80,5
88 0,05n 0 11,0
0,05n Livulose 0,1 n 11,0
89 0,05n 0 15,0 |
0,05n Livulose 0,1n 15,0 i

Nach vorstehenden Versuchen wurde die Spaltung des
a-Methylglucosids durch die Maltase der Bierhefe gehemmt durch
folgende Stoffe: Traubenzucker, Methylalkohol, Athylalkohol,
Aceton, Glycerin, Urethan, Mannose, Galaktose, Dimethylpyron,
ferner durch die Neutralsalze, NaCl, KCl, LiCl, RbCl, NaNO
Na,S0,.

Hingegen wurde keine Hemmung beobachtet bei S-Methyl-
glucosid, Dulcit, Mannit, Glykokoll, Harnstoff, Lactose, Livulose.

Die Angabe von Armstrong?!), nach der g-Methylglucosid
die Wirkung der Maltase hemmt, konnten wir nicht be-
stitigen. Diese Differenz kann (auBer dem Umstande, daB
Armstrong mit einer hheren Konzentration an g-Methylglu-

8’

) H. E. und E. F Armstrong, Proc. Roy. Soc. 79, 860, 1907.
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cosid gearbeitet hat) darauf beruhen, daB Armstrong die
Wirkung des Ferments auf Maltose, wir die auf a-Methylglu-
cosid untersucht haben. Das maltosespaltende und das glucosid-
spaltende Ferment sind aber moglicherweise nicht identisch;
es ist nicht auszuschlieBen, daB, wiahrend das erstere vom
B-Glucosid gehemmt wird, letzteres vom f-Glucosid unbeeinfluBt
bliebe. :

Die im ersten Teile dieser Arbeit entwickelten theoretischen
Anschauungen wurden an Traubenzucker, Glycerin, ferner an
den Neutralsalzen NaCl, NaNO; und LiCl gepriift. Dabei wurde
folgenderweise verfahren.

Jeder Versuch besteht aus zwei Einzelversuchen. Z.B. Ver-
such 1 zeigt erstens die Wirkung des Fermentes auf a-Methyl-
glucosid (0,056 n definitive Konzentration) allein, und zweitens
nach Zusatz von 0,02 n (definitive Konzentration) Glucose.
Nach einer gewissen, durch Vorversuche ausprobierten giinstigen
Zeit wird gleichzeitig aus beiden Versuchen eine Probe ent-
nommen. Es finden sich z. B. in einem Versuch 17,6 mg Glu-
cose, im zweiten nach Abzug der zugesetzten Glucose 9,0 mg
entstandene Glucose. Da die gebildeten Glucosemengen gegen-
iiber der iiberhaupt aus dem gegebenen Methylglucosid ent-
stehungsféhigen Glucose klein sind, konnen wir die gebildeten
Glucosemengen mit geniigender Annéherung als ein Ma8 der
gleichférmig gedachten Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse
betrachten. Die Anfangsgeschwindigkeiten von Versuch a und
b verhalten sich also

v:9,=176:90,

und daraus berechnet sich

v—uv,

h=— ==0,488.

Andererseits berechnet sich die relative Affinitat der
Glucose

a

k,__ (B
©osn 2

=0,15

wenn wir den Wert k==0,090!) zugrunde legen.

1) P. Rona und S. Michaelis, diese Zeitschr. 58, 148, 1913."
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Wir machen nun derartige Versuchsbaare mit wechselnden

Mengen Glucosid und Glucose und berechnen jedesmal 4 und

%. Wir finden, daB die Werte von A je nach den Umsténden

von 0,63 bis 0,19 schwanken, daB dagegen ’% nur zwischen

0,15 und 0,22 schwankt und von dem Mittelwert 0,19 nicht
mehr abweicht, als die Versuchsfehler es gestatten. Wir konnen
daraus schlieBen, daB Glucose eine Affinitit zum Ferment hat.

Die Dissoziationskonstanten k,:k verhalten sich also wie
0,19:1, d. h. die Affinititskonstante des Fermentes zur
Glucose ist rund 5mal groBer als zum «-Methyl-
glucosid. Wir haben hier den bemerkenswerten Fall, da8
das Spaltprodukt eine viel gréBere Affinitdit zum Ferment hat
als das spaltbare Substrat. Die Hemmung der Fermentwirkung
durch die Glucose ist demnach eine ganz auBerordentlich groe
(vgl. Versuch 15, 186).

Betrachten wir dagegen die hemmende Wirkung des NaCl,
so finden wir sie erstens viel geringer. Zweitens finden wir,
daB hier die Werte von A innerhalb der (nicht sehr kleinen)

Versuchsfehler konstant sind, wihrend die Werte % selbst bei

weitestem Spielraum der Versuchsfehler deutlich nicht als
konstant zu betrachten sind, sondern einen Gang haben. Daraus
schlieBen wir, daB NaCl keine Affinitit zum Ferment hat,
sondern daB es die Zerfallsgeschwindigkeit der Ferment-Glucosid-

verbindung herabsetzt. Der beobachtete Gang von k—‘ ist in

k
dem zu erwartenden Sinne. Ebenso liegen die Verhiltnisse

beim NaNO,.

Nur das LiCl macht eine Ausnahme. Es zeichnet sich
erstens durch eine ganz besonders starke hemmende Wirkung
aus, zweitens folgt dieselbe der Annahme einer Affinitit des
LiCl zum Ferment viel besser als der Annahme eines Einflurses
auf die Geschwindigkeitskonstante. Nach Analogie mit den
iibrigen Neutralsalzen werden wir den letzteren EinfluB wohl
auch annehmen diirfen, er wird aber durch den stirkeren Ein-
fluB der Affinitit des Li zum Ferment iiberdeckt. Die Annahme,
daB gewisse Salze von einem Ferment wirklich gebunden werden
konnen, findet ihre Bestitigung in einer Beobachtung von
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Peirce!). Dieser fand, da8 die Hemmung des NaF auf Lipase
quantitativ derartig erfolgt, daB man ebenfalls eine Affinitdt
dieses Salzes zum Ferment unter Bildung einer fermentativ
unwirksamen Verbindung annehmen muB.

Es ist noch zu bemerken, da8 Na stirker hemmt als K;
das Chlorid und Nitrat hemmen stirker als das Sulfat.

Uberblicken wir diese Resultate, so bemerken wir zunichst,
daB nur wenige dieser Versuche einigermaBen geeignet sind,
einwandfrei theoretisch verwertet zu werden. Denn wenn die
Glucosebildung nach Zusatz des hemmenden Kérpers nur um
wenige Milligramm geringer ist als ohne denselben, so macht
ein Analysenfehler von 1 mg schon die Verwertung illusorisch.
Auch sonst ist die Reproduzierbarkeit der Versuche nicht immer
die erwiinschte. Immerhin erkennt man doch deutlich folgendes:

Stellen wir fiir eine gegebene Menge von Glucose die

Werte von A& und f zusammen,

k
B T
Glucose 0,02 n, «-Methylglucosid 0,05 n 0,49 0,15
0,10 } 042 0,15
0,103 ; 0,34 ;0,38 0,19 ;0,17
0,103} 0,37 0,18
0,25 } 0,29 0,15
- 0,25 J 0215%%° (29f018
Glucose 0,05 n, a-Methylglucosid 0,685 0,28 0,17
0,137 0,53 0,19

so sieht man bei Glucose, daB die Werte von A einen Gang

mit wechselnder Methylglucosidmenge haben, die Werte von %

dagegen praktisch wohl als konstant zu betrachten sind.
Dagegen zeigt sich z. B. beim Glycerin, daB A konstant

ist und -} einen Gang hat.

k k
i 3
h k
Glucosid 0,2 n, «-Methylglucosid 0,06 n 0,38 2,35
0,37 2,47
0,29 {034 360(29
0,31 3,25

«-Methylglucosid 0,103 n 0,36} 1,89}
037086  175f1.8

1) G. Peirce, Journ. of Biolog. Chem. 16, 5, 1918.




Maltase aus Bierhefe. III. ki

Ebenso verhalten sich NaCl und NaNO; und Dimethyl-
pyron:

k
h +
NaCl 0,2 n, «-Methylglucosid 0,05 n 0,16 7,8
0,19%0,18 59 167
0,18 6,2
«-Methylglucosid 0,25 n 0,12 3,3
0151013 34 133
0,13 4,1
NaNO, 0,2n, a-Methylglucosid 0,05n 0,23 4,65
020(,... 572
029]°¢3 34748
0,19 5,90
«-Methylglucosid 0,25n 0,20 2,40
0208021 242122
0,23 1,93
Dimethylpyron 0,1 n, «-Methyl-
glucosid 0,05n 0,20 1,8
025n 0,18 3,3
Hingegen schlieBt sich LiCl der Glucose an:
k
. k T
LiCl 0,2 n, a-Methylglucosid 0,05n 0,49 1,42
, 0,52}0,51 1,33 £ 1,39
0,53 1,42
a-Methylglucosid 0,25n 0,28 1,51
0,35}0,30 1,10 ;1,37
0.28 1,50

Zusammenfassung.

Viele Stoffe hemmen die Wirkung von Fermenten auf das
spaltbare Substrat. Diese Hemmung kann auf verschiedene
Ursachen zuriickgefiihrt werden. Einige Stoffe verkleinern die
Geschwindigkeitskonstante der fermentativen Spaltung. Andere
Stoffe tun dies nicht, legen aber infolge chemischer Affinitat
zum Ferment einen Teil des Ferments in Beschlag. Es werden
die mathematischen Entwicklungen gegeben, die die Kriterien
fiir diese beiden Arten der Hemmung darstellen. Die Anwendung
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derselben fithrt zu dem Ergebnis, da die Hemmung der Spal-
tung des a-Methylglucosids durch Hefeextrakt

durch Verkleinerung der Zerfallsgeschwindigkeitskonstante

bei NaCl, NaNO,, Glycerin,

durch Affinitdit zum Ferment bei Glucose, LiCl
stattfindet.

Zu erwihnen ist, da8 Fructose und pB-Methylglucosid den
ProzeB tiberhaupt nicht hemmen, also auch keine Affinitit zu
dem o-Methylglucosid spaltenden Ferment haben.

Bemerkenswert ist ferner, daB die Affinitit der Glucose
zu diesem Ferment 5 mal groBer ist als die des «-Methyl-
glucosids selbst.



Uber die verschiedenartige Nator der Hemmungen der
Invertasewirkung.

Von

L. Michaelis und H. Pechstein.

(Aus dem biologischen Laboratorium des stadtischen Krankenhauses
am Urban, Berlin.)

(Eingegangen am 16. Januar 1914.)
Mit 14 Figuren im Text.

In der voranstehenden Arbeit wurden zwei verschieden-
artige Mechanismen unterschieden, durch die ein fremder Stoff
die Wirkung eines Ferments auf ein spaltbares Substrat hemmen
kann und an dem Beispiele des «-methylglucosidspaltenden
Ferments experimentell belegt.

Wir wiederholen dasselbe in dieser Arbeit fiir die Inver-
tase. Mit dieser hatten wir uns schon in einer fritheren Arbeit
beschiftigt, wo wir aber nur die Hemmuug infolge chemischer
Affinitit des hemmenden Korpers zum Substrat in Betracht
zogen. Die soeben dargelegten Erdrterungen werden uns Ge-
legenheit bieten, unsere friiberen Beobachtungen zu erweitern
und auBerdem nach einer gewissen Richtung zu verbessern.

Wir beginnen mit der schon von V. Henri beobachteten
Hemmung durch die Spaltprodukte, und zwar mit der Fruc-
tose.

Um ein Kriterium dafiir zu haben, ob die Fructose durch
Affinitit zur Invertase hemmt oder durch Herabsetzung der
Zerfallsgeschwindigkeit der Saccharose-Invertase-Verbindung,
werden wir eine Reihe von Versuchen anstellen, in denen die
Konzentration des Ferments und der Fructose konstant ge-
halten, die Menge der Saccharose variiert wird. Unsere fritheren
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Versuche hatten zum groBten Teil die weniger entscheidende
Anordnung, daB die Saccharosemenge konstant gehalten und
die Fructosemenge variiert wurde.

Die Versuche bestiitigen unsere frithere Annahme?) von einer
chemischen Affinitit von Fructose zur Invertase, und auch die
Grofle dieser Affinitit stimmt innerhalb der Fehlergrenzen mit
den friiheren Beobachtungen iiberein.

Anders dagegen steht die Sache beim Glycerin. Wir
hatten in der friiheren Arbeit seine hemmende Wirkung eben-
falls auf eine Affinitdit zum Ferment zuriickgefiihrt; die An-
wendung der soeben von uns abgeleiteten Kriterien ergibt aber,
daB das nicht der Fall ist, denn der ,Hemmungskoeffizient*
einer gegebenen Konzentration von Glycerin gegeniiber variierten
Mengen von Saccharose ist konstant, wihrend die aus ver-
schiedenen Versuchen berechnete Affinitdtskonstante des Gly-
cerins zum Ferment nicht zu einem konstanten Wert fiihrt.
Wir diirfen durch Analogie wohl schlieBen, da die friiher be-
obachtete geringe Hemmung des Mannits auf dieselbe Ursache
zuriickzufiihren ist. Es herrscht demnach Ubereinstimmung
zwischen den Hemmungsmechanismen der héheren Alkohole auf
das a-methylglucosidspaltende Ferment und auf die Invertase.
Auch die geringe Hemmung des Athylalkohols in héheren
Konzentrationen, die wir friiher gegeniiber der Invertase be-
obachteten, ist zweifellos von derselben Natur und nicht auf
eine chemische Affinitit zu beziehen.

Besondere Aufmerksamkeit schenkten wir nun denjenigen
Disacchariden bzw. Glucosiden, die von Invertase nicht
gespalten werden: Maltose, Lactose, «- und fB-Methylglucosid.
Es handelt sich vor allem um die ganz prinzipielle, hochst-
wichtige Frage, ob ein an sich hydrolysierbarer Korper von
einem hydrolysierenden Ferment gebunden werden kann, ohne
gespalten zu werden.

Wir kénnen nun in der Tat zunichst von Lactose,
Maltose, a- und f-Methylglucosid zeigen, daB sie von der
Invertase nicht gebunden werden, ebensowenig wie sie gespalten
werden. Von der Lactose zeigten wir schon frither, daB sie
die Invertasewirkung auf Saccharose nicht hemmt; das gleiche

) L. Michaelis und M. Menten, dicse Zeitschr. 49, 333, 1913.
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ergibt sich aus den folgenden Versuchen fiir die Maltose und
zuniichst fiir das f-Methylglucosid.

Besonders interessant verhdlt sich das a«-Methylglucosid.
Sein Verhalten machte uns an unserer Auffassung zundchst
irre, weil es die Wirkung der Invertase auf Saccharose stark
hemmt, aber selber nicht gespalten wird, obwohl es ein hydro-
lysierbarer Zucker ist. Als wir aber unsere Kriterien an-
wendeten, ob die Hemmung auf einer chemischen Affinitit be-
ruht, fanden wir, daB eine solche nicht besteht: es laBt sich
aus den verschiedenen Versuchsreihen kein gemeinschaftlicher
Wert einer ,Affinititskonstante“ des «-Methylglucosids zur
Saccharose ermitteln.

Dagegen ist der Hemmungskoeffizient fiir eine gegebene
a-Methylglucosidmenge auch bei wechselnder Saccharosemenge
konstant. Daraus folgt, daB das «-Methylglucosid keine Affi-
nitit zur Invertase hat, condern noch den Typus des Glycerins
hemmt.

Wir kénnen somit fiir die Invertase den durch 4 Beispiele
gestiitzten Satz aussprechen:

Ein hydrolysierbarer Zucker (Disaccharid, Glucosid), der
von der Invertase nicht gespalten wird, wird auch von ihr
nicht gebunden. Das bestiitigt die Auffassung, daB die
Bindung an das Ferment die notwendige Vorstufe der Spal-
tung ist und daB das bindende und spaltende Vermogen eines
Ferments untrennbar miteinander verbunden sind. Das spal-
tende Vermdgen kann sich nur nicht jedem bindungsfahigen
Korper gegeniiber #ufSern; es kann es nur dann, wenn der
bindungsfiahige Koérper die Konfiguration eines spaltbaren, an-
hydrid- oder esterartigen Kérpers hat.

Experimenteller Teil.

Mit Ausnahme der Maltose sind fiir die untersuchten Kérper
nicht die Protokolle, sondern die Kurven gegeben, in denen die
Abszisse die Zeit, die Ordinate die Anderung des Drehungs-
winkels angibt. Die Versuche wurden bei konstanter Tempe-
ratur von 28° im Wasserbade angestellt. Die Konzentrationen
der einzelnen Korper sind bei den einzelnen Kurven angegeben.

Als Ferment wurde aus Bierhefe gewonnene Invertase benutzt.
Biochemische Zeitschrift Band 60. 6
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Die Reaktion wurde durch 5 com eines Essigsiure-Acetat-
gemisches im Verbiltnis 1:1 (8/,,-Acetat) auf 100 ccm Fliissig-
keit festgelegt. Die Reaktion betrug also 21075, In bestimmten
Zeitintervallen wurden je 10 cem der Fliissigkeit entnommen
und mit 2 ccm 2 n-Natriumearbonat versetzt, um durch diese
Alkalitit den ProzeB und zugleich die Multirotation momentan
aufzuheben, und darauf die Fliissigkeiten polarisiert. Nicht be-
sonders angefiihrt sind Versuche, in denen die Invertase allein
auf Maltose und auf «-Methylglucosid einwirkte. In beiden
Fillen konnten wir innerhalb mehrerer Stunden (bei der Maltose
wurde der Versuch auf 24 Stunden ausgedehnt) keinerlei Ande-
rung des Drehungswinkels unter dem Einflusse des Ferments
feststellen.

I. Fructose.

In den 3 Versuchen von Fig. 1 und 2 ist der Gehalt an
Saccharose konstant zu 0,25 normal gehalten und die Menge der
zugesetzten Fructose variiert. Das Verhiltnis der Dissoziations-
konstanten der Fructose-Invertase-Verbindung, kurz bezeichnet
als die ,Konstante der Fructose“, k,, zu der Konstante der
Saccharose, k, ergibt sich aus diesen Kurven, nach der Formel
k Konz. d. Fructose

5 _
¥ (Konsd. Sacch.-{-—k)-(’% — )

und 3,6.

Die beiden Versuche von Fig. 3 und 4 sind Parallelversuche
von 2 verschiedenen Tagen. Die Konzentration an Saccharose
ist gegeniiber den vorigen Versuchen auf 0,15 normal herabge-
setzt. Das Verhdltnis der Konstanten ergibt die Werte 2,4
und 3,2.

In den 5 Versuchen von Fig. 5 ist der Gehalt an Saccha-
rose wieder herabgesetzt, und zwar auf 0,06 normal. Der Ge-
halt an Fructose ist variiert zwischen 0,2 und 0,025. Die
Kurven III bis IV sind mit geringerem Fermentgehalte an-
gesetzt als I und II. Der Wert des Zerfallskonstantenver-
héltnisses ist 3,0, 3,7 und 2,8. Als Durchschnittswert aller
Versuche ergibt sich also fir das Verhiltnis der Zerfalls-
konstanten die Zahl 3,1. Um diesen Wert also schwanken
die einzelnen Werte, gleichgiiltig, ob wir die Saccharose oder

berechnet, zu 2,6, 3,1



Versohiedenartige Natur der Hemmungen der Invertasewirkung. 83

die Fructosemenge variieren, nicht mehr, als die Versuchs-
fehler es gestatten; der Wert war von frither L ¢. zu 3,46

# VI 5

- Pz

i L

: j yd

Ry %

a4 V
g 20 rv %0 T 0 ¥ ) )
Fig. 1. Fig. 2.
I Gehalt an Sacch. 0,25 n I Gehalt an Sacch. 0,25 n
11 » n » 0,25n+ Fruct. 0,05n II n n n 025n
111 » » n 025n4+ » 0,10n ~+ Fruot. 0,20 n
7]
u al
@ ¥ U
' o
| /
a— / g~ oe £
4
/ fig
a pd a > ' |
- -
!
i
0 - o b 7] &7
Fig. 8. Fig. 4.
I Gehalt an Sacch. 0,15 n I Gehalt an S8acch. 0,15 n

I » » n 0,15n+4 Fruct. 0,20n II ) » »n 0,15n+ Fruct. 0,20n

bestimmt worden, ein Wert, der ebenfalls innerhalb der Ver-
suchsfehler iibereinstimmt.
6.
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Anders verhilt sich die Hemmung durch das «-Methyl-
glucosid in den folgenden Versuchen (Fig. 6 und 7).

72
./ I
asf—— 1 ]
e L
) g%
" s__ 4}’ —— "] - I
| % =
0 20 w 0 36 700 720 0
Fig. 5.

I Gehalt an Saccharose 0,05 n
II » n » 0,05 n + Fructose 0,2n

ar » n n 0,05n  ohne Fructose (geringe Fermentmenge)
wvw . n " 0,05 n -+ Fruotose 0,025 n
| 4 ] n n 0,05 n + n 0,05 n
52 -
" i
g e
ﬁf————— N -
4 20 0 [ & 00 720 0
Fig. 6.
I Gehalt an Saccharose 0,05 n
I » n n 0,05 n + a-Methylglucosid 0,025 n
I n ” d 0,05 n + n 0,05 n
Iv ” n n 0,05 n + n 0,20 n

In diesen Versuchen ist der Gehalt an Saccharose konstant
zu 0,056 normal gehalten, der Gehalt an Glucosid ist zwischen 0,025

und 0,20 variiert. -—:L=O,44, =0,38 und = 0,41 (Werte aus
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Kurve VI) und —:—‘-= 0,42 (Wert aus Kurve VII). In Kurve VII

ist gegeniiber VI die Menge des zugesetzten Fermentes erhoht.
Halten wir also den Saccharose- 1
gehalt konstant, so folgt an-
scheinend die Hemmung durch
das Glucosid den Gesetzen des s
Massenwirkungsgesetzes, indem

die % -Werte nur zwischen 0,38 o

und 0,44 schwanken; ganz andere
Werte aber erhalten wir, wenn

wir hier die Konzentration der ¢ ¥
Saccharose andern, wie die fol- Fig. 7.
. . ,05
genden Kurven zeigen (Fig. 8, I§ G’E"“’ ‘:’ s”“':‘”” 8,052
9, 10). + a-Methylglucosid 0,05 n
32
3

gs
L~ I

20 7] 0 7 % 720 0
Fig. 8.

I Gehalt an Saccharose 0,25n
IIr » » » 0,25 n -+ a-Methylglucosid 0,05 n
111 n n ” 0,25 n + n . 0,10 n

In diesen Versuchen ist der Gehalt an Saccharose auf
0,25 erhoht. Der Fermentgehalt ist in Kurve IX ein anderer
als bei VIII und X. Die Glucosidkonzentration ist zwischen

0,05 und 0,10 variiert. Als —%—-Werte ergeben sich die Zahlen

0,07, 0,07, 0,09, 0,08 und 0,09. Auch diese Zahlen stimmen
gut untereinander iiberein, doch ist ihr Durchschnittswert génz-
lich verschieden von den Werten mit niederer Saccharose-
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konzentration im Gegensatz zu den vorher angefiihrten Fruc-
toseversuchen. Die Hemmung durch das Glucosid folgt also

ts

' -
bt .
i

Fig. 9.
I Gehalt an Saccharose 0,25 n
II Gehalt an Saccharose 0,25 n
+- a-Methylgluocosid 0,05 n
I1II Gehalt an Saccharose 0,25 n
~+ a-Methylglucosid 0,05 n

nicht dem Massenwir-
kungsgesetze. Betrach-
ten wir aber alle Ver-
suche mit einem Glu-
cosidgehalte von 0,05
normal, so ergeben sich
als Verhéltnis der Zer-
fallsgeschwindigkeit der
Saccharose zur Zerfalls-
geschwindigkeit der Sac-
charose 4 0,06 a-Me-
thylglucosid die Zahlen
75 1 15 d 5
20’ 25’ 23 " ¢
d. h. durch einen Gehalt
von 0,05 normal Glu-
cosid wird die Zerfalls-
geschwindigkeit der
Saccharose unabhéngig

von der Konzentration dieser letzteren stets um denselben

Bruchteil gehemmt.

15
I
10} _—
q5 - —_— RSN ORI S —— . e - -4 IR _— - I ——————
_/_______V_.——i
AV i ‘
o E 50 75 700 735

Fig. 10.
I Gehalt an Saccharose 0,25 n

F ¥ SR n n 0,25 n - a-Methylglucosid 0,05n

°50
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Den gleichen Befund kénnen wir bei der Hemmung durch

das Glycerin erheben (Fig. 11 und 12). Auch hier sind die

% -Werte bei verinderter Saccharosekonzentration ginzlich ver-

schieden, andererseits ist das Verhiltnis der Zerfallsgeschwindig-
keit der Saccharose (bei beliebiger Konzentration) zur Zerfalls-

Z - -

T i

I

ped

4
g4t Ve }(— / l(I(D/f
/

/ & / i
¢ 20 7 7] t
Fig. 11. j
I Gehalt an Saccharose 0,05n  ’ 75 7 7] 70
II n n ” 0,05 n Fig. 12.
-+ Glycerin 0,10 n I Gehalt an Saccharose 0,20 n
In der Abszisse lieB 60 statt I n n 0,20n
80 Minuten. -+ Glycerin 0,10 n
10
/ L
Aﬂ
a5 ot
//
4 25 20 75 700 25

Fig. 13.
I Gehalt an Saccharose 0,05n
II » n n 0,05 n -+ g-Methylglucosid 0,05 n

geschwindigkeit der Saccharose }- Glycerin (bei konstanter Kon-
zentration) ein konstantes.

Der Gehalt an Glycerin ist in beiden Versuchen 1,0 nor-
mal. Der Gehalt an Saccharose im ersten Falle 0,05, im

zweiten Falle 0,20 normal. Das Verhiltnis der Zerfallsgeschwin-

digkeiten ist —gg und g—z Wiirden wir di -%‘--Werte berech-

nen, so erhielten wir die Zahlen 10,0 und 3,9.
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Noch anders liegen die Verhiltnisse beim A-Methylglucosid
(Fig. 13), das keine oder jedenfalls eine nur so geringe Hemmung
ausiibt, daB die erhaltenen Werte knapp auBerhalb der Fehler-
grenzen der Methode liegen.

Ganz ebenso verhidlt sich die Maltose (Fig. 14). Auch hier
ist die Hemmung, wenn iiberhaupt vorhanden, nur eine duBerst
unbedeutende und vor allem in den einzelnen Versuchen jedesmal
eine andere. Wir geben deshalb graphisch nur einen Versuch
wieder, in dem sich iiberhaupt keine Hemmung durch die
Maltose fand.

%]
10 B
45— ~ —1 SR VR EN
0 ] v k7] 0
Fig. 14.
Bl Gehalt an Saccharose 0,1 n
® n » n 0,1 n 4+ Maltose 0,1 n

Von den anderen Versuchen geben wir nur die Protokolle.
Héatte keine Hemmung stattgefunden, so miite bei den gleichen
Entnahmezeiten die Differenz zwischen dem Ablesungswinkel
der Saccharose | Maltoselosung und der Saccharoseldsung stets
die gleiche bleiben. Dies ist nicht vollkommen der Fall, viel-
mehr nimmt in den ersten 3 Versuchen die Differenz etwas zu.
Die Werte sind jedoch &uBerst gering 0,06° (Sacch.: Malt. —1:1),
0,10° (Sacch.: Malt.=1:4) und 0,18° (Sacch.: Malt. = 1: 4) bei
einer Versuchsdauer von 40 bis 50 Minuten. Im Versuch 4 bleibt
die Differenz innerhalb von 20 Minuten konstant (Sacch.:Malt.
=1:1) und in Versuch 56 nimmt die Differenz nur um 0,07°
zu, obwohl in dem Gemisch 4 mal mehr Maltose als Saccharose
vorhanden und der Versuch sich iiber eine Zeit von 1565 Minuten
erstreckt.
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L
Saccharose 0,1, Maltose 0,1 normal.
Entnahmezeiten nach 15, 30 und 50 Minuten.
Drehungswinkel Sacch. + Malt. 10,68 10,32 9,87 9,21
" Sacch. 338 300 249 1,85

Differenz 7,30 7,32 7,38 17,36

II.
Saccharose 0,05, Maltose 0,20 normal.
Entnahmezeiten nach 5, 15, 29, 50 Minuten.
‘Drehungswinkel Sacch. | Malt. 16,34 16,09 15,64 15,08
" Sacch. 1,58 1,29 0,68 0,32

Differenz 14,76 14,80 14,85 14,86
1II1.
Saccharose 0,05, Maltose 0,20 normal.

Entnahmezeiten sofort und nach 5, 10, 15, 25, 40 Minuten.
Drehungsw. Sacch.-{- Malt. 16,64 16,53 16,45 16,27 16,01 15,69

. Sacch. 1,78 1,59 1,44 127 1,02 0,65
Differenz 14,86 14,94 15,01 15,00 14,99 15,04
Iv.

Saccharose 0,1, Maltose 0,1 normal.
Entnahmezeiten sofort und nach 3, 5, 10, 20 Minuten.
Drehungsw. Sacch. | Malt. 10,85 10,73 10,68 10,46 10,12

" Sacch. 348 340 3,29 3,12 2,76
Differenz 7,37 17,33 739 1,34 17,36
Vv

Saccharose 0,056, Maltose 0,2 normal.

Entnahmezeiten sofort und nach 46, 90, 120, 155 Minuten.
Drehungsw. Sacch. |+ Malt. 20,99 20,82 20,49 20,39 20,21

" Sacch. 1,81 1,61 130 1,12 0,96

Differenz 19,19 19,21 19,19 19,27 14,25

Wir diirfen daher die hemmende Wirkung der Maltose ver-
nachlissigen, oder wenn wir auf die duBerst kleinen Ausschlige
doch Riicksicht nehmen wollen, diirfen wir annehmen, da8 die-
selbe Art der Hemmung, wie sie das Glycerin deutlich zeigt,
bei der Maltase in einer kaum sicher bemerkbaren Gri8e eben-
falls vorhanden ist.
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Zusammenfassung.

Die frither theoretisch entwickelten zwei verschiedenen
Mechanismen, durch die ein fremder Stoff die Wirkung eines
Ferments auf sein spaltbares Substrat hemmen kann, finden
sich bei der Invertase wieder.

Fructose hemmt die Invertasewirkung infolge chemischer
Affinitdt zur Invertase.

Glycerin und ¢-Methylglucosid haben keine Affinitéit
zur Invertase, sondern sie setzen die Zerfallsgeechwindigkeit
der Saccharose-Invertase-Verbindung herab.

Maltose, Lactose, f-Methylglucosid haben ebenfalls keine
Affinitdt zur Invertase; aber sie haben auch auf die Zerfalls-
geschwindigkeit der Saccharose-Invertase-Verbindung keinen
sicher erkennbaren EinfluB. Auch dieser EinfluB kann also
von sterischen Konfigurationen abhingig sein (Unterschied von
«- und S-Methylglucosid).

Ein wohl allgemeines Resultat ist: ein hydrolysierbarer
Zucker (Disaccharid, Glucosid), der von Invertase nicht ge-
spalten wird, hat auch keine chemische Affinitdt zur Invertase.

Die Bindung der Invertase an einen hydrolysierbaren
Zucker ist daher als die notwendige, gleichzeitig aber auch
hinreichende Bedingung fiir die Hydrolyse dieses Zuckers
zu betrachten; Bindung und Wirkung sind vorldufig nicht zu
trennen. Die Bindung der Invertase an einen nicht hydro-
lysierbaren Zucker (Fructose) kann nur auf indirektem Wege
erkannt werden.



Zur Theorie der elektrolytischen Dissoziation der
Fermente.

Von
L. Michaelis.

(Eingegangen am 26. Januar 1914.)

Die Behauptung, daB die Abhdngigkeit der Wirkung der
Fermente von der [H'] den Gang einer ,Dissoziationskurve“
habe, ist schon an vielen Beispielen quantitativ bewiesen worden
(Invertase, Trypsin, Erepsin, Lipase des Magens, des Pankreas,
des Serums). In denjenigen Féllen, wo Abweichungen hiervon
beobachtet wurden, sind die Ursachen hierfiir erkannt worden
(Katalase, Speicheldiastase, Maltase). Es darf daher fir die
untersuchten Fermente meine Annahme als bewiesen betrachtet
werden, daB8 die Fermente Elektrolyte sind, und nur einem
ihrer elektrolytischen Dissoziationsprodukte die spezifische Wir-
kung anhaftet (den unelektrischen Molekiilen bei der Invertase,
den Anionen beim Trypsin, Erepsin, der Lipase, der Maltase;
den Kationen beim Pepsin).

Die Gleichung dieser Dissoziationskurve ist allgemein:

y= _k_ oder y=— 1 (Dissoziationsrestkurve)
k+=z z
14 t
bzw.
- % oder B Dissoziationskurve)
y_k—{—z Y= % {Di1ssoziationskurve).
14 P

Die Konstante k¥ kénnen wir als den Parameter dieser
Funktion bezeichnen. Ist y der Dissoziationsgrad bzw. Dis-
soziationsrest einer Siure, z die Wasserstoffionenkonzentration,
so hat der Parameter die Bedeutung der Dissoziations-
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konstante dieser Saure. Geometrisch hat, wie ich gezeigt
habe, der Parameter folgende Bedeutung: er ist der Wert der
Abszisse in demjenigen Punkte, wo die Ordinate gleich !/, ist,
wenn der maximale Wert der Ordinate gleich 1 gesetzt wird.
Die Bedeutung des Parameters als Dissoziationskonstante ist
unanfechtbar, sobald wir es wirklich mit einer Dissoziations-
kurve zu tun haben.

Die Kurven, die wir bei den Fermenten gewinnen, stellen
aber in Wirklichkeit die Wirkungsgeschwindigkeit in ihrer Ab-
hingigkeit von der [H] dar. Unter der wohlbegriindeten An-
nahme, daB unter sonst konstanter Beschaffenheit der Losungs-
mittel diese Geschwindigkeit der jeweiligen Konzentration der
intermediéren Ferment - Substratverbindung proportional sei,
stellen diese Kurven auch die Konzentration dieser inter-
medidren Verbindung als Funktion der [H'] dar; nur hat die
Ordinate dann einen relativen Wert, dessen absolute GréBe
unbekannt bleibt.

Ich trug nun frither kein Bedenken, dem Parameter auch
dieser Kurven die gewohnte Bedeutung der elektrolytischen
Dissoziationskonstante des Ferments zuzuschreiben!). Hierin
steckt ein Fehler, den ich hiermit korrigieren will. Er wurde
dadurch hervorgerufen, daBl die Anwendung des Massenwirkungs-
gesetzes auf diese Dinge von mir erst bei einer spiteren Ge-
legenheit?) konsequent durchgefiihrt wurde. Die Entwicklung
hat nunmehr folgenden Gang.

1. Wir beginnen mit einem Ferment wie die Invertase,
die nur in Form der unelektrischen Molekiile wirksam ist, und
betrachten ihre Wirkung in demjenigen Gebiete von [H], wo
sie teilweise in Form von Anionen vorhanden ist (d. h. vom
Wirkungsoptimum an nach der alkalischen Seite zu gerechnet).
Wir haben also in Losung: Saccharose, S, ferner H', unelektr.
Invertase, @, Invertaseanionen, @'. Am leichtesten ist es, zuerst
die unelektrischen Invertasemolekiile @ ins Auge zu fassen.
Diese konnen zwei Reaktionen eingehen:

dP—d+H,
P48 o,

1} L. Michaelis und H. Davidsohn, diese Zeitschr. 85, 386, 1911.
*) L. Michaelis und M. Menten, diese Zeitschr. 49, 333, 1913.
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wo @ die Substrat-Fermentverbindung bedeutet. Folglich be-
stehen in der Ldsung folgende zwei Gleichgewichte:

1. kd =9.H,
2. a-P-S=g¢.

Die Buchstaben sollen hier die Konzentrationen bedeuten.
Die iibliche Bezeichnungsweise Cg oder [®P] soll der Uber-
sichtlichkeit halber so vereinfacht werden, da ein MiBverstindnis
nicht moglich ist. Hier bedeutet &k die elektrolytische Dis-
soziationskonstante des Ferments, als Saure aufgefaBt, und a
die chemische Affinitditskonstante der Saccharose zu den an
sie bindungsfihigen unelektrischen Fermentmolekiilen. Neh-
men wir noch die selbstverstindliche Gleichung hinzu:

3. T=¢+¢'+%

wo ¥ die gesamte Konzentration des Ferments bedeutet, so
kénnen wir ¢ als Funktion von H' darstellen, indem wir in
1. @ und & eliminieren. Es ergibt sich dann

1
p=¥ — P

SUNN -
‘tastasw

Hierfiir konnen wir schreiben

p=Y. :

1
B i i — —_—_ ==
ezeichnen w1r1+ ¢ und 1Tas 1—p=p¢,
a-8
so ist
1
w=0" — . (N
«-k
14 g2
% ist die Ordinate unserer ,Fermentdissoziationskurven¥.

Sie ist, wie man sieht, proportional einer Funktion der Form
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—Lé—, sie stellt also eine ,Dissoziationskurve“ dar, aber der
14-=

+H
Parameter ¢ hat hier nicht die Bedeutung der elektrolytischen
Dissoziationskonstante der Fermente, sondern

(2)

Aus dem graphisch bestimmbaren Parameter ¢ finden wir
also die wahre elektrolytische Dissoziationskonstante des Fer-
ments k& nach der Gleichung

k=q(14a8 ... .... 3

Wenn wir also die Konzentration der Saccharose kennen
(in der Versuchsreihe 1. ¢.?) ist §=0,1176 n) und die von uns
ermittelte Affinititskonstante der Saccharose zur Invertase (nach
1. c. ?) gleich 60) benutzen, so finden wir aus dem von uns er-
mittelten Parameter (2-10~7) den wahren Wert von k= 1,6-107¢,
Man sieht also, daB der Parameter ¢ unserer experimentell
gewonnenen Kurven von der Konzentration des spaltbaren
Substrates, aber nicht von der Fermentmenge abhéngig ist?).
Das soll spiter experimentell nachgepriift werden.

2. Wir entwickeln jetzt dasselbe fiir ein Ferment, dessen

Anionen wirksam sind.
Die erste Gleichung bleibt bestehen:

Lk o=d9 H.
Die zweite Gleichung lautet aber dann:
2.6 9 - 8=¢,
und die dritte wieder:
3. Y= 4 & J-¢.
Durch Elimination von &' und & ergibt sich
1

1 1
tastas

hd
y H
k

1) Das gilt natiirlich wie alles andere nur unter der Annahme, daB die
molare Konzentration des Ferments sehr klein gegen die des Substrats ist.
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P __ 1 1

I 1 1 H
s Tires E

@ 1

LA SR S—

v 1+a-%

Auch hier hat der Parameter ¢ wieder die Bedeutung

_k
Titew
Es éndert sich also nichts an der Betrachtung; und das
ist natiirlich, weil die Dissoziationskurve und die Dissoziations-
restkurve spiegelbildsymmetrisch sind und einen gemeinsamen
Parameter haben. ‘
3. Sind die Kationen des Ferments wirksam (Pepsin), so
lauten die drei Grundgleichungen:

1. k- d=9 -0H',
2. a9 -8S=¢,
3. V=04 9P +o¢.

Aus ihnen folgt in &hnlicher Weise:

9 o1
¥ 14a- -O—Hi—

Man braucht also nur die Hydroxylionenkonzentration an
Stelle der [H] zu setzen, und & bedeutet die Basendissoziations-
konstante des Ferments.

Diese ganze Ableitung hat zur Voraussetzung, daB das
spaltbare Substrat von den verschiedenen Modifikationen des
Fermentmolekiils nur diejenige bindet, die auch die spezifische

Wirkung trigt (d. h. also nur die unelektrischen Molekiile
bzw. nur die Anionen bzw. nur die Kationen).

Zusammenfassung.
Stellt man die Wirksamkeit eines Ferments als Funktion
der [H] dar, so erhidlt man die Form einer Dissoziationskurve,
wie wiederholt experimentell bewiesen wurde. Der Parameter
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dieser Kurve, ¢, wurde von mir friiher als elektrolytische Dis-
soziationskonstante des Ferments, k, gedeutet. Diese Auf-
fassung mufl dahin berichtigt werden, da8

_*
1=1Fa3

ist, wo S die Konzentration des spaltbaren Substrats, a die
Affinitdtskonstante des spaltbaren Substrats zu den wirksamen
Fermentmolekiilen (je nachdem: unelektrische Molekiile, An-
ionen oder Kationen des Ferments) bedeutet.



Uber die Plasmolyse von Hefezellen.
Vorldufige Mitteilung.

Von

Hans Euler und Bjdrn Palm.
(Aus dem biochemischen Laborstorium der Hoohschule, Stockholm.)
(Eingegangen am 10. Januar 1914.)
Mit 2 Figuren im Text.

Durch eine Reihe von &lteren Beobachtungen wei man,
daB Hefezellen unter Umstinden sehr hohe osmotische Drucke
vertragen konnen. So gab schon Laurent!) an, daB gewisse
Hefearten sogar noch 60°/,ige Zuckerlosungen vergiren. Uber
das Verhalten der Hefe in hochkonzentrierten Zuckerlésungen
hat spiter Bokorny?) eingehendere Angaben gemacht. Be-
sonders wies er darauf hin, daB die Inversionsfahigkeit der
Hefe schon durch geringere Zuckerkonzentrationen gehemmt
wird als die Girkraft, und daB also in Traubenzuckerlésungen
noch bei héheren Konzentrationen Girung eintritt als in Rohr-
zuckerlosungen. Er fand, da8 58,8°/,ige Ldsungen von Trauben-
zucker noch kriftig vergoren werden, wihrend in einer
gleichkonzentrierten Rohrzuckerlosung die Kohlensiureentwick-
lung véllig ausblieb. Erst bei der Konzentration von 749/,
verhielten sich beide Zuckerarten gleich. Derselbe Forscher
hat Versuche angestellt iiber die allméhliche Verminderung des
Girvermogens und die Grenze, bei der es ganz verschwindet.

Wir fiihren von seinen Versuchen die folgenden an:

1. 2.
Wasger . . .30¢g Wasser . . . . .30¢g
Rohrzucker . 20 g Traubenzucker . 20 g
PreBhefe . .10g PreBhefe . . . .10¢g

1) Annales de I'Inst. Pasteur 2, 603, 1888.
%) Chem.-Zeitg. Nr. 90, 1903 und Allg. Brauer- u. Hopfen-Zeitg.

1903; zit. nach Centralbl. f. Bakt. (2), 12, 119, 1904,
Biochemische Zeitachrift Band 80. 7
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Die Konzentration der Zuckerlésung betrug (unter Hinzu-
rechnung des aus der Hefe austretenden Wassers) etwa 35,3°/,.
Es trat in beiden Fillen schon bald (nach wenigen Stunden)
kriftige Girung ein. Nach 5 Tagen zeigte der Versuch, daB
in beiden Fillen noch Gérungsvermdgen vorhanden war, denn
beim Verdiinnen mit Wasser unter Zusatz von etwas Dextrose
wurde in beiden Fliissigkeiten kriftige Kohlensdureentwicklung

beobachtet.
3. 4.
Wasser . . .30g Wasser, . . . .30¢g

Rohrzucker . 70 g Traubenzucker . 70 g
Hefe . . .10g Hefe . .. . .10g

Die Zuckerkonzentration berechnet sich hier auf 65,7° .

Nach einigen Stunden war bei Versuch 3 kaum eine Spur
von Girungserscheinungen wahrzunehmen; bei Versuch 4 etwas
Gérungsgeruch, der nach 24 Stunden etwas deutlicher wurde.
Jedenfalls war hier die Garung in sehr starkem MaBe behin-
dert, wenn auch nicht vollstindig unterdriickt, und zwar bei
3 mehr als bei 4. Bei 65,7°jigem Zuckergehalt wird also
eine Rohrzucker- bzw. Traubenzuckerldsung kaum mehr oder
nur duberst langsam vergoren. Dabei ist das Garungsvermogen
der Hefe zunichst keineswegs als vernichtet anzusehen. Denn
beim Verdiinnen mit Wasser nach 1 tigiger ja sogar nach 5tigiger
Versuchsdauer tritt die Gérung ein.

5. 6.
Wasser ., . .30g Wasser. . . . .30¢g

Rohrzucker , 50 g Traubenzucker . 50 g
Hefe . . .10g Hefe . . . . . .10g

Als die Versuche 5 und 6 wihrend 14 Tagen stehen ge-
lassen wurden, ergab der Wisserungsversuch, daB das Gérungs-
vermogen in beiden Fillen erloschen war, ebenso bei Versuch 3
und 4. An diese Versuche schlieBt Bokorny folgende Be-
merkung: ,Das Girungsvermégen wird also durch konzentrierte
Zuckerlosungen bei lingerer Einwirkung dauernd vernichtet.
Wie kommt die Zymase zu dieser Vernichtung ihres Fermen-
tationsvermogens durch Zucker? Eine schiddliche Wirkung der
Spaltungsprodukte (Alkchol und Kohlensiure) ist bei Versuch 3
und 4 ausgeschlossen, weil es gar nicht zur Spaltung des
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Traubenzuckermolekiiles kommt. An eine Giftwirkung des
Zuckers selbst ist wohl auch nicht zu denken, selbst bei hoher
. Konzentration nicht. Da bleibt also kaum etwas anderes
ibrig als anzunehmen, da zum Bestande der Zymase etwas
Wasser gehort, das ihr nicht genommen werden darf.“

Bei den von Bokorny gefundenen Grenzkonzentrationen
fir Traubenzucker waren die Losungen etwa 3,7 normal, was
einem osmotischen Druck von etwa 80 Atm. entspricht?).

Hohe Widerstandsfahigkeit gegen geloste Salze hat z. B.
Wehmer?) beobachtet, nach dessen Angaben eine Hefe noch
in einer Losung wuchs, die 15°/, Chlornatrium enthielt; dies
entspricht einer Normalitdit von 2,6 und einem osmotischen
Druck von etwa 95 Atm.

Ausfiihrlichere Versuche iiber das Verhalten der Hefe in
konzentrierten Salzlosungen beschreibt Clerfeyt3).

Drei Hefearten, eine englische Bierhefe vom Burton-
Typus, eine belgische Brennereihefe und eine belgische Bier-
hefe (Docq) wurden in eine Néhrlosung eingetragen (2°/,
Rohrzucker und im iibrigen die gewohnlichen Salze enthaltend)
und ferner in Losungen, die auBerdem Kaliumnitrat, Natrium-
nitrat, Kaliumchlorid, Natriumchlorid und Kaliumsulfat in
solchen Mengen enthielten, daB ihr osmotischer Druck 1, 2, 4,
12, 20, 30, 40, 60 und 80 Atm. betrug.

Nach 3 Tagen fand sich in den Losungen, deren osmotischer Druck
8, 12 und 20 Atm. war, ein betrichtlicher Bodensatz; geringer erschien
er in den Fliissigkeiten vom Druck 4, 2 und 1 Atm. und in der Nahr-
Iosung sowie in der Lisung von 30 Atm.

Am 5. Tage war der Bodensatz in den Rohren mit 4, 2 und 1 Atm.
und in der Nihrlésung ebenso reichlich, wie in denjenigen vom osmo--
tischen Druck 8, 12 und 20 Atm. Das Depot war ziemlich reichlich
bei 30 Atm. und geringer bei 40.

Am 7. Tage waren die Depots von 30 und 40 Atm. viel deut-
licher, das mit 60 Atm. ziemlich schwach.

Am 9. Tage entwickelte sich die Hefe in der Lisung von 80 Atm.,
aber der Bodensatz war sehr gering.

1) Unter normalen Verhdltnissen vergiren Hefezellen allerdings
nicht so hoch konzentrierte Zuckerlosungen; bei der sogenannten Dick-
maischung kommen in der Regel noch 25°/,ige Zuckerlsungen zur An-
wendung.

%) Wehmer, Centralbl. f. Bakt. (2), 8, 209, 1897.

%) Clerfeyt, Acad. Roy. de Belg. 8, 337, 1901.

. *
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Die Ergebnisse von Clerfeyt zeigen, daB die konzen-
trierten Losungen eine Wirkung auf Hefen ausiiben, die von
der chemischen Natur der Salze abhingig ist. Insbesondere
scheint der basische Bestandteil die Hefe zu beeinflussen. Eine
Gewohnung der Hefen an Salzlosungen findet statt sowohl hin-
sichtlich des osmotischen Druckes im allgemeinen als auch hin-
sichtlich der einzelnen Salze.

Die hochst konzentrierten Lisungen waren die folgenden:

Osmotischer

Salz Konsentration Druck Hefe
*lo (angendhert)

NaNO, 12,62 60 Burton
KNO, 20,39 80 "
KCl 10,62 60 n
KCl 14,13 80 "
NaCl 11,30 80 n
KO 10,52 60 Docq
NaCl 11,30 80 ”

Die genannte Untersuchung wurde bald darauf von Le-
poutre?) fortgesetzt. Diejenigen Hefen, die in hochkonzen-
trierten Salzlosungen verweilt hatten, produzieren weniger Al-
kohol als diejenigen, die eine derartige Vorbehandlung nicht
erfahren haben. Fiir ein und dieselbe Hefe, die an verschie-
dene Konzentrationen des gleichen Salzes angepaft worden
war, nimmt die Ausbeute an Alkohol mit der Konzentration
des Mediums ab.

Zahlreiche Angaben liegen vor iiber die Alkoholtoleranz
der Hefen. Von den verschiedenen Arten werden etwa 10 Vol.-
Prozente Alkohol eben noch vertragen. Nach Miiller-Thur-
gau?) existieren Stimme, die, in einen Nahrboden gebracht,
der 12 bis 12,5, Alkohol enthidlt, noch kriftige Vermehrung
zeigen. Berechnet man aus den fiir Alkohollosungen vorliegen-
den Angaben einen Grenzwert des osmotischen Druckes, unter
dem die Hefezellen eben noch existieren kénnen, so findet
man Werte von etwa 70 Atm. entsprechend einer Normalitit
von etwa 2,6.

1) Lepoutre, Acad. Roy. de Belg. 4, 155, 1902.
%) 3. Jahresber. d. Versuchsstation f. Obst-, Wein- und Gartenbau
in Widenswil 1892, Zit. nach Lafar 4, 130, 1905,
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Zu beriicksichtigen ist bei der Beurteilung der vorliegen-
den Angaben vor allem, daB die Fihigkeit, in Losungen von
hohem osmotischen Druck zu leben nicht nur mit der Natur
der Hefen variiert, sondern daB die einzelnen Zellen sich je
nach ihrem Alter und nach ihrer Vbrgeschichte den #@uBeren
Umstinden sehr verschiedener Art anpassen (vgl. auch Lau-
rent, Ann. Soc. Belge de Microsc. 14, 1890 und beziiglich der
Schimmelpilze die Arbeiten von Eschenhagen und von Errera,
Bull. Acad. Sciences de Belgique 1899). Im iibrigen sehe man
die Zusammenstellung der Literatur bei Pantanelli (Jahrb. f.
wiss. Bot. 40, 1904).

Uber den osmotischen Grenzdruck der Hefen wuBten wir
bis vor kurzem noch gar nichts. Die ersten grundlegenden
Arbeiten iiber den osmotischen Druck der Zellen iiberhaupt
verdankt man bekanntlich de Vries?), Pfeffer, Hamburger?)
und Tammann?d), durch deren Untersuchungen festgestellt
wurde, welche Salzlosungen mit Zellen — Hefezellen waren
allerdings nicht zur Beobachtung gelangt -— isotonisch sind.

Von einer Anzahl von Bakterienarten hat Wladimirow?)
gezeigt, da ihr Zellsaft isosmotisch ist mit einer Kalisalpeter-
losung von 0,6 g/Mol. per Liter.

Erst neuerdings haben H. Dixon und Atkins® Ver-
suche angestellt, den im Inneren der Hefezellen herrschenden
osmotischen Druck durch Messung der Gefrierpunktsdepression
des ausgepreBten Saftes zu ermitteln. Aus ihrer Arbeit fiihren
wir die folgende Tabelle an:

| Osmotischer
Druck in
Atmosphiren

Gefrierp.-

Flassigkeit Ermi

Saft von gewaschener Backereihefe | 1,064 12,80
n »n gepreBter Bierhefe I . .| 4,082 49,10

» n » n IrL . .| 337 | 40,53

n n n n IIL . .| 4,600 | 55.34
Wirge I . . ... ....... 1,177 i 14,16
» II .. ... 0.0 1,247 I 15,00

!) Pringsheims Jahrbiicher 14, 427, 1884.

%) Zeitschr. f. physikal. Chem. 8, 320, 1890.

%) Zeitschr. f. physikal. Chem. 8, 688, 1891.

%) Zeitschr. f. physikal. Chem. 7, 529, 1891.

%) Scientif. Proc. Roy. Dublin Soc. 14, 9, 1913.
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Aus den Versuchen der genannten englischen Forscher
sehen wir also, daB die osmotischen Drucke im Inneren der Zellen
stark variieren.

Die absoluten Druckwerte sind in den Hefezellen ganz
erhebliche; immerhin sind dieselben aber noch bedeutend ge-
ringer als die osmotischen Drucke in den Ldsungen, in denen
Hefen sich noch entwickeln konnen.

Quantitative Versuche iiber den Grad der Anpassungs-
fahigkeit der Hefezellen an &uBere osmotische Drucke liegen bis
jetzt nur in sehr geringem Umfange vor, obwohl die Kenntnis
des Verhaltens der Hefezellen von den wechselnden &uBeren
Konzentrationen fiir die Biologie der Hefe recht wesentlich ist.

Unsere Versuche, die zur Orientierung fiir eine eingehen-
dere Untersuchung angestellt wurden, bezogen sich auf die
Einwirkung von Mannit- und Glycerinlésungen auf untergirige
Bierhefe.

Methodik.

Was die Versuchsmethodik zur Bestimmung des osmotischen
Druckes betrifft, so kann man auf zweierlei Weise verfahren.
Entweder man bestimmt den Austritt oder Eintritt von Wasser
bei den zu untersuchenden Zellen volumetrisch mit einem ge-
wohnlich als Hématokrit bezeichneten Apparat!), fiir den
zahlreiche Formen angegeben sind, oder mit einem Trichter-
réhrchen nach Hamburger. Oder aber man bestimmt die-
jenige Konzentration, bei der Plasmolyse eintritt, d. h. bei der
der Protoplast sich von der Zellwand abscheidet. In dieser
Weise hat bekanntlich de Vries seine zahlreichen Druck-
messungen angestellt?). Fiir unsere Versuche, wo es auf eine
Charakterisierung des Zustandes der Zellen ankam, war nur
die letztere Methode verwendbar.

In den folgenden Versuchstabellen sind als ,,plasmolysiert“
diejenigen Zellen bezeichnet, in denen sich das Plasma voll-
stindig von der Zellwand abgetrennt hatte.

1) Fiir Messung des Blutkérperchenvolumens zuerst von Hedin
angegeben. Skand. Arch. f. Physiol. 2, 134, 1892.
%) Jahrb. f. wiss. Bot. 14, 427, 1887.
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Vorversuche.

I

Ein Kolben mit Lindners Nahrlosung wurde mit frischer
Reinkulturhefe (Sankt Eriks Brauerei, Stockholm) versetzt.
Nach 3 Stunden wurde die Nahrlosung abgegossen und aus
dem Bodensatz wurde eine Quantitit Hefe genommen, die
auf 3 Reagensrdhren verteilt wurde, die eine 15°/,ige Mannit-
losung enthielten. Die genannten Proben wurden nun von
Zeit zu Zeit mikroskopisch untersucht. Nach 16 Minuten,
30 Minuten und 1 Stunde zeigten sich keine Anzeichen von
Plasmolyse. Nach 20 Stunden waren nur einzelne Zellen plas-
molysiert oder tot. Die meisten zeigten, wie besondere Ver-
suche ergaben, ein unverdndertes Fortpflanzungsverméogen.

1I.

Reinkulturhefe wurde in Glycerinlésungen von verschiedener
Konzentration aufgeschlemmt. Die Losungen enthielten 259/,
209/, und 15°/, Glycerin.

In 25- und 20°,iger Losung trat Plasmolyse innerhalb
10 Minuten ein, in 15°/ iger Losung innerhalb 15 Minuten.
Dabei wurde jedoch beobachtet, daB nur die #ltesten Zellen
plasmolysiert wurden.

IIT.

Dieser Vorversuch wurde wie die vorhergehenden aus-
gefithrt, nur mit der Abinderung, daB die Ziahlung der Zellen
sogleich nach der Einfiihrung der Hefe in die Glycerinlésung
geschah.

In 25%,iger Losung wurden die alten Zellen beinahe
augenblicklich plasmolysiert, und zwar in sehr groBer Anzahl,
nicht dagegen die jungen sprossenden Zellen. In 15°%,iger
Losung wurden die Zellen etwas langsamer plasmolysiert und
nicht in so starker Zahl. Die Beobachtungen wurden nach
3 Tagen wiederholt. Nur in den 159 igen Losungen war ein
Zuwachs der Hefe bemerkbar.

Eine zur Kontrolle angestellte Versuchsserie IV hatte ein
analoges Resultat wie die vorige.
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Versuche.

1.

Um das Verhilltnis zwischen den plasmolysierten und den
nicht plasmolysierten Zellen in den verschiedenen Glycerin-

7 l6sungen zu bestimmen, wurde
& { folgende Rechnung angestellt, und
5 / zwar nachdem die Hefezellen
¢ 2 Stunden in der plasmolysierenden
& Fliissigkeit verweilt haben. Jedes
g0 Ergebnis wurde aus 10 Ziahlungen
§ A gewonnen. Aus den Summen der
et plasmolysierten Zellen und der
& nichtplasmolysierten Zellen wurde
7 7% 20 . 25 % die prozentische Anzahl der ersteren
9 Glycern 1.
Fig. 1. berechnet. Die Losungen waren
=25%, Glycerin
=20, »
III =15%, ”
IV=10°/, ”
L
Plasmolysierte Zellen: 8, 7, 9, 7, 5, 12, 13, 4, 9, 4.
Summe: 78 =719,
Nicht plasmolys. Zellen: 3, 2, 1, 3, 3, 7, 5 2, 3, 3.
Summe: 32.
1I.
Plasmolysierte Zellen: 8, 6, 7, 8, 6, 4, 17, 4, 5, 6.
Summe: 61 =38,4%.
Nicht plasmolys. Zellen: 14, 6, 10, 4, 15, 10, 11, 6, 14, 8.
Summe: 98.
IIL
Plasmolysierte Zellen: 2, 6, 3, 3, 2, 38, 5, 2, 4, 5.
Summe: 35=25,7°/,.
Nicht plasmolys. Zellen: 6, 20, 4, 11, 8, 17, 16, 6, 9, 14.
Summe: 101.
Iv.
Plasmolysierte Zellen: 2, 1, 2, 1, 4, 1, 2, 2, 3, 1.
Summe: 19 =17,19%.
Nicht plasmolys. Zellen: 8, 8, 12, 7, 23, 6, 7, 6, 10, 5.

Summe: 92.
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Die 259 ,ige Glycerinlosung ist 2,77 normal und besitzt
einen vom Glycerin herriihrenden osmotischen Druck von etwa
70 Atmosphéren.

Die Beziehung zwischen Glycerinkonzentration und Plasmo-
lysegrad ist aus der Fig.1 zu entnehmen.

2.

Wir geben nun einen Versuch an, der den EinfluB der
Vorbehandlung auf die Plasmolyse bzw. die Entwicklung der
Hefe in solchen Lésungen zeigt, in denen unter normalen Ver-
hiltnissen Plasmolyse eintritt.

Aus einer Emulsion von Reinkulturhefe wurde eine an-
nihernd bestimmte Zellenzahl in eine Lindnersche Néhriosung
iibergeimpft, die 15°/, Glycerin enthielt. Die Entwicklung der
Hefe in dieser Losung wurde durch Ziahlung der Zellenzahl
verfolgt. (Die erhaltenen Zahlen sind mit 4000 zu multiplizieren
und geben dann die Anzahl der Zellen per Kubikmillimeter. Jedes
Ergebnis ist aus 10 Zihlungen erhalten, die wir hier bei diesem
ersten Versuch anfiihren, um eine Vorstellung von der GriBe
der Versuchsfehler zu geben. Die Zéhlungen wurden unmittel-
bar nach der Einimpfung und dann nach 1, 2 und 4 Tagen
vorgenommen.

Sogleich Nach 1 Tage  Nach 2 Tagen
67

44 59
57 45 99
59 52 93
47 38 96
32 62 97
38 75 (i
41 47 106
30 38 80
b4 58 90
39 46 67
Mittel 44,1 52,0 87,1

Aus einer in analoger Weise hergestellten Kultur wurde
nach 1, 2 und 4 Tagen die anndhernd gleiche Zellenzahl ent-
nommen, wie bei obigem Versuch, so daB in diesen Kulturen
die Zahlung der Zellenzahl begonnen wurde, nachdem sich die
Hefe wihrend 1, 2 und 4 Tagen der 15°,igen Glycerinlésung
angepaSt hatte. Als Mittelwerte aus je 10 Zahlungen wurden
nunmehr die folgenden Zahlen gefunden:
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Vorbehandlung in Lindners Nahriosung mit
Zellenzahl nach 15%, Glycerin
0 Tag 1Tag | 2 Tage 4 Tage
Sogleich 44,0 40,3 48,6 58,1
1 Tag 52,0 57,7 71,2 109,5
2 Tagen 87,1 99,7 180,0 251,0
3 Tagen — 199,0 — -

Man sieht aus dieser Tabelle deutlich, wie sich die
Hefe der Glycerinlésung, deren osmotischer Druck
urspriinglich eine nicht unbetréchtliche Plasmolyse
veranlaBt, allméhlich anpaBt, so daB die Entwicklungs-
geschwindigkeit bereits nach 1tigigem Verweilen in der
15°,igen Glycerinlosung erheblich groBer ist als ohne Vor-
behandlung und mit der Dauer der Vorbehandlung sténdig
zunimmt.

Eine ,,Generationsdauer* oder eine , Vermehrungskonstante“
kann aus diesen Zahlen nicht berechnet werden?), da sich ja
der EinfluB der Anpassung noch wéhrend der Entwicklung
geltend macht. Wahlt man aber willkiirlich das Zuwachs-
verhiltnis fiir die Dauer von zwei Tagen, so ergeben sich
folgende Zahlen:

Ohne Vorbehandlung . . . . 20

1 Tag n ce e e 25
2 Tage n A A
4 Tage " A %

Die Deutung muB offenbar die sein, daB die mit der
Glycerinlésung vorbehandelte Hefe relativ mehr junge Zellen
enthélt, die ihre ganze Entwicklung in der 15°/,igen Glycerin-
losung durchgemacht haben. Diese Zellen unterliegen dann
nicht mehr der Plasmolyse, wie junge Hefezellen (unter sonst

) Euler und Palm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 63, 1912. Zu
dieser Arbeit sei noch die Bestitigung eines daselbst angegebenen Ver-
suches angefiibrt.

Es war frither von uns gefunden worden, da8 sioch unsere Hefe in
einer Rohrzuckerlosung schneller vermehrt als in einer Traubenzucker-
Josung von anndhernd gleicher Konzentration,

Diesmal wurden je 10 ccm Hefeemulsion in 2 Kolben eingetragen,
die 500 ccm Lindners Nihrlosung und 5°/, Glucose (Versuch 1 und 2)
bzw. 5°/, Rohrzucker (Versuch 3 und 4) enthielten. Nach 2 Tagen wurden
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gleichen Umstinden) iiberhaupt erst durch héhere Konzentra-
tionen plasmolysiert werden als dltere. Besonders ist aber die
Anpassungsfahigkeit der jungen Hefezellen viel groBSer als die
der dlteren?).

3.

In diesem Zusammenhang sei erwahnt, daB der zeitliche
Verlauf der Plasmolyse einer Anzahl von Hefezellen dem zeit-
lichen Verlauf der Vergiftung nahekommt, falls nicht der
ganze Vorgang durch sehr pl6tzlichen Konzentrationswechsel
80 schnell eintritt, daB eine Messung nicht vorgenommen
werden kann. )

Die Reinkulturhefe (untergirige Bierhefe), die in Lindners
Nihrlosung mit 5°/, Glycerin wihrend etwa 12 Stunden auf-
bewahrt worden war, wurde in eine 25°/,ige Glycerinlosung
iibergefiihrt. Nach 1, 2 und 6 Stunden wurde die relative An-
zahl der plasmolysierten und nichtplasmolysierten Zellen durch
Zshlung festgestellt. Wir erhielten folgende Werte:

diesem Kolben wieder 10 ccm Hefeemulsion entnommen und in ent-
sprechende frische Nihrlosungen iibergeimpft. Nach weiteren 2 Tagen
geschah eine Uberimpfung in derselben Weise.

Am 31. Oktober wurden den 4 Kolben Proben entnommen, in
denen eine Zihlung der Hefezellon vorgenommen wurde. Die relative
Zellenzahl stellte sich wie folgt:

Gluoose Rohrzucker
1 I m Iv
171 211 213
158 122 168 128
158 132 172 146
125 189 133 163
156 116 235 143
149 193 187 182
132 192 229 142
138 117 226 188
129 112 185 212
138 152 200 191
Ji J4a 192 172
1394 1488
Die relative Entwicklung wird durch die Mittelwerte angegeben:
Glucose . . . . . . 144
Rohrzucker . . . . 182

Dies entspricht ganz unserem fritheren Befund.

1) Vgl. hierzu die sehr griindliche Untersuchung von E. Pantanelli,
Jahrb. wisa. Bot. 40, 803, 1904.
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Dauer des  Plasmol.  Nichtplasmol. Plasmolysiert
Versuchs Zellen Zellen 9/

(4
1 Std. 48 71 41
2 » 59 39 60
6 » 122 33 78

Der Verlauf der Plasmolyse ergibt sich aus nebenstehender
Figur 2. Die Kurve deutet darauf hin, daB nicht alle Zellen
gleichartig von der umgebenden Lésung beeinfluBt werden.

&, Wiedurch Giftescheinen
§ // die dlteren Hefezellen
R0 durch hochkonzentrierte
g’ Stoffe verhiltnismiBig
w0 stark angegriffien zu
% / werden, wihrend die
f - jiingeren Zellen intakt
< bleiben.

; + 7 3 + ) Bei einer Erweite-
Stunden rung dieser Versuche ist
Fig. 2.

zu untersuchen, inwie-
weit diese Kurve durch einen ,Riickgang der Plasmolyse“
beeinfluBt ist.

Diskussion.

Wir haben nun die Bedeutung der gefundenen Zahlen zu
besprechen. Die Frage, auf die es hierbei wesentlich ankommt,
ist die:

Was geht — chemisch oder physikalisch — vor, wenn
sich die Zelle hohen osmotischen Drucken anpaBt?

Natiirlich kommt die Permeabilitit der Plasmahaut in
erster Linie in Betracht. Man wird also die Ergebnisse der
plasmolytischen Beobachtungen darnach zu beurteilen haben,
ob der im &uBeren Medium gelste Stoff eindringt oder nicht.

Hieriiber wissen wir beziiglich der Hefe eigentlich noch
recht wenig. Anhaltspunkte liefert bekanntlich die Overton-
sche Theorie, aber zweifellos kommen auBer der Lipoidléslich-
keit noch andere Faktoren zur Geltung. Fast die einzigen zu-
verldssigen Angaben iiber die Permeabilitit der Hefezellen ver-
dankt man Paine?), der kiirzlich in Hardens Laboratorium in
dieser Richtung Versuche angestellt hat.

3) Proc. Roy. Soc. B. 84, 289, 1912.
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Uber die Methodik dieses Forschers ist folgendes zu erwihnen.

Eine bekannte Menge gewaschener und geprefter Bierhefe
wurde in einem bestimmten Volumen der zu untersuchenden
Fliissigkeit suspendiert und in derselben etwa 20 Stunden in
der Kilte aufbewahrt, nach welcher Zeit das osmotische Gleich-
gewicht zwischen Zelle und Losung erreicht war. Die Sus-
pension wurde zentrifugiert, bis der fliissige Anteil von sus-
pendierten Hefezellen befreit war. Die klare Fliissigkeit wurde
dann abgegossen und der zuriickbleibende Hefeteig abgepreft.
Es wurden folgende Bestimmungen gemacht, und zwar zu An-
fang und zu Ende des Versuchs: Der gesamte Trockenriick-
stand einerseits der Fliissigkeit, andererseits der gepreB8ten Hefe,
ferner die geloste Substanz in der Fliissigkeit, und wenn mdg-
lich in der Hefe. Die quantitativen Versuche haben gezeigt,
daB die Diffusionsfahigkeit des Athylalkohols von derjenigen
der organischen Salze durchaus verschieden war. Bei der Ein-
filhrung der Hefe in verdiinnten Alkohol, dessen Konzentration
5 bis 209/, betrug, war das Verhiltnis der Konzentration inner-
halb der Zellen zu derjenigen auBerhalb der Zellen praktisch
konstant und unabhéngig von der absoluten Konzentration.
Alkohol diffundiert ganz leicht in die Zelle, aber das Verhilt-
nis ist nicht gleich 1, sondern betrigt nur etwa 0,85. Alle
untersuchten Salze wurden von der Hefe aus ‘miBig konzen-
trierten Lésungen aufgenommen, Natriumchlorid und Ammonium-
sulfat auch aus verdiinnten Losungen. Wihrend aber beim
Alkohol die eingetretene Menge nach 3 Stunden dem Maximum
der Aufnahmefibigkeit entsprach, war der ProzeB bei den Salzen
sehr langsam. Natriumchlorid trat aus #/, -Losung in 3 Stunden
ein. Nach 20 stiindiger Einwirkung einer »/,,-Natriumphosphat-
l6sung war der Eintritt von Phosphor in die Hefe nicht nach-
weisbar; erst bei Verwendung einer konzentrierten (0,3 molaren
Losung) war das Resultat deutlich positiv.

_ Leider ist der Bericht iiber die wertvollen Versuche von
Paine nicht von Angaben iiber den plasmolytischen Zustand
der Hefe begleitet.

Wir sind geneigt, nach unseren bisherigen Versuchen und
fritheren Angaben der Literatur anzunehmen, daB3 die Anpas-
sung der Hefe an ungewdhnliche osmotische Drucke in
erster Linie darin besteht, daB sich die Permeabilitit
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der Plasmahaut der Hefe &ndert. Durch das Eindringen
der die Hefe in hoheren Konzentrationen umgebenden Stoffe, an
die sich die Hefe ,anpaB8t“, wird die betreffende Differenz der
osmotischen Drucke innerhalb und auBerbalb der Zellmembran
aufgehoben. DaB ein solches allmidhliches Eindringen schwer
permeabler Stoffe stattfindet, geht aus der Untersuchung Paines
hervor.

Es muB ferner betont werden, da8 auch Stoffe, fiir welche
die Zellmembran unter normalen Verhaltnissen impermeabel ist,
unter geeigneten Bedingungen doch in das Zellinnere gelangen
oder dasselbe verlassen kénnen?); hierfiir liefern besonders Salze
und mehrwertige Alkohole gute Beispiele. Glycerin ruft in
Konzentrationen, welche die Normalitat iibersteigen Plasmolyse
hervor, dringt aber zweifellos allmihlich in die Hefezelle ein.

Den Beziehungen beim Stoff- besonders Salzaustausch durch
die Hefezellen ist besondere Aufmerksamkeit zu widmen. Durch
Versuche, die Herr Kand. Lundequist und Frl. Kand. Berggren
vor einiger Zeit angestellt haben, ist nachgewiesen, daB die
Hefe bei der Kultur in stark chlornatriumhaltigen Néhrl6sungen
bedeutende Mengen Phosphorsiure verliert. Ein derartiger Aus-
tausch von Salzen entspricht den Befunden von Hamburger?)
und seiner Mitarbeiter an roten Blutkoérperchen.

Die Nachpriifung der wertvollen osmotischen Versuche Ham-
burgers an roten Blutkérperchen, J. Loebs, Hobers u. a. an
anderen tierischen Zellen®) diirften an Hefezellen, wo iiber die

1) Solche Anderungen der Permeabilitit der Plasmahaut bei hohe-
ren Organismen sind den Pflanzenphysiologen wohl bekannt. ,Es ist
wohl zu beachten“, schreibt Pfeffer (Pflanzenphysiologie Bd.1, 8. 86),
»daB die Plasmahaut ein lebendiges und vom Organismus abhingiges
Organ ist, dessen sich der Protoplast zur Regelung des Verkehrs mit
der AuBenwelt bedient . .. Voraussichtlich werden transitorische oder
bleibende Variationen der Plasmahaut héufig dazu benutzt, um die Auf-
nahme (oder Ausgabe) eines bestimmten Korpers zeitweilig einzuleiten
oder zu unterdriicken.“ Eine Erhéhung der Permeabilitit durch Salze
hat Fluri nachgewiesen. Auch in Blutkérperchen und speziell in Hefen
kommen solche Permeabilititsbeeinflussungen vor (Lundberg, Zeitschr.
f. Giarungsphysiol. 2, 223, 1913).

f) Vgl. Hamburger und Bubanovié, Kon. Akad. v. Weten-
schapen, Amsterdam, 1910, S. 258.

%) Vgl. Hober, Uber den Mechanismus des Stoffwechsels bei den
Zellen. Ergebnisse d. wissensch. Medizin. Leipzig 1910.
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Chemie des Stoffwechsels relativ viel bekannt ist, fiir die Bio-
logie der Hefe manches neue Ergebnis bringen.

Die Verinderungen der Saftkonzentrationen durch Poly-
merisationen, Depolymerisationen und andere chemische Ver-
dnderungen der normalen Inhaltstoffe der Zelle (van Ryssel-
berghe) diirften bei der Hefe gewiB ebenfalls in Betracht kommen,
aber, sofern nicht eine von Hamburger?!) beobachtete un-
gleiche Permeabilitat der Plasmahaut in der Hefe statthat,
wohl erst in zweiter Linie.

Als dritte Phase bei der ,Anpassung“ der Hefe hoch-
konzentrierter Losungen wird man solche Verinderungen an-
nehmen, die eine Fillung von ZelleiweiB verhindern. In dieser
Hinsicht fehlen aber Anhaltspunkte noch fast vollstindig.

Zusammenfassung.

1. Es wurde fiir eine untergirige Bierhefe die Abhiéngig-
keit des Plasmolysegrades von der Konzentration von Glycerin-
l6sungen fiir eine gewisse Plasmolysedauer festgestellt.

2. Eine ,,Anpassung®“ der Hefe an Glycerinlosungen wurde
quantitativ gemessen. Diese Anpassung der Hefezellen an un-
gewohnliche osmotische Drucke ist vermutlich auf eine Ver-
dnderung der Permeabilitit der Plasmahaut zuriickzufiihren.

3. Der zeitliche Verlauf der Plasmolyse von Hefe in
259/ iger Glycerinlosung wurde gemessen; er folgt angenihert
einer logarithmischen Kurve, was auf dem ungleichen Verhalten
jingerer und #lterer Hefezellen gegeniiber duBeren osmotischen
Drucken beruhen diirfte.

4. Die von uns untersuchte Hefe entwickelt sich in Rohr-
zucker enthaltender Nahrlosung rascher als in Gegenwart von
Traubenzucker.

1) Diese Zeitschr. 11, 443, 1908.



Kritische Erorterung der Frage der todlichen Minimal-
dosis und ihrer Beziehung zum Zeittaktor.

Von
Georges Dreyer und E. W, Ainley Walker.

(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie und Bakteriologie der
Universitit Oxford.)

(Eingegangen am 27. Dezember 1913.)

In einer fritheren Arbeit?) ist festgestellt worden, daB zur
Eichung von Toxinen und Antitoxinen nicht mehr Tiere von
willkiirlich gewahltem Gewicht, wie es bis jetzt geschehen ist,
benutzt werden miissen, sondern daB innerhalb einer gegebenen
Spezies Tiere von verschiedener GroSe und ausgedehnter Ge-
wichtsskala herangezogen werden konnen. Die einzige zu be-
achtende Vorbedingung ist die, daB die verabfolgte Dosis im Ver-
hiltnis zur Korperoberfliche und zum Blutvolumen des in Betracht
kommenden Tieres berechnet wird. Zu diesem Zweck haben

wir die Anwendung der Formel D= vorgeschlagen, in

d
Wor
der D die Dosis im Verhéltnis zur Tieroberfliche, W das Tier-
gewicht, d die wirkliche Menge der gegebenen Substanz ist.
Mit Hilfe dieser Formel 1Bt sich ebenso leicht und bequem die
»Oberflichendosis“?) (D) fiir eine beliebige, wirklich verabreichte
Droge (d) berechnen wie die Menge des Priaparates (d), die
gegeben werden mufB, um eine Dosis (D) im Verhiltnis zur
Oberfliche des betreffenden Tieres zu erlangeu. Doch spielt
bei der mit Hilfe von Tierversuchen vorgenommenen Eichung
von Toxinen, Antitoxinen und Arzneimitteln noch ein anderer,
hochst wichtiger Faktor eine Rolle, némlich die Zeit des tdd-

) G. Dreyer und E. W. Ainley Walker, Proc. Roy. Soc. B.
Nr. 595, 87, 1913—1914. :

") Die im Verhiltnis zur Korperoberfliche (und zum Blutvolumen)
berechnete Dosis.
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lichen Verlaufes. Mit Riicksicht auf dieses Moment war es
bis jetzt allgemein iiblich, nicht nur Tiere von ad libitum
gewihltem Gewicht zu benutzen, sondern auch eine Zeit, inner-
halb welcher der Tod erfolgt, nach freiem Ermessen zu be-
stimmen, um derartige untereinander vergleichbare Resultate zu
erhalten. Diese gegenwiirtig einzige genaue Methode verdanken
wir den bahnbrechenden Forschungen Ehrlichs. Sie bildet die
Grundlage fiir das Studium der Probleme, die mit der Wirkung
von Giften und den Schutzeinrichtungen des Organismus dagegen
verkniipft sind. Wie weit jedoch diese Vergleichsmethode in
Wirklichkeit davon entfernt ist, ein zuverlissiges MaB fiir die
relative Toxizitdt abzugeben, wird aus den folgenden Betrach-
tungen hervorgehen, die unserer Meinung nach schon lange ein
vertieftes Studium erheischt haben.

Nimmt man zwei Proben von Diphtherietoxin und bestimmt
die Mengen jedes dieser Toxine, die ein Meerschweinchen vom
Standardgewicht in der Einheitezeit toten und deshalb als
dquivalente Dosen gelten konnten, so findet man, daB gleiche
Vielfache oder Bruchteile dieser Mengen in ihrer Wirkung auf
den Tierkérper nicht mehr gleichwertig sind. Folglich ist eine
auf diese Weise bestimmte Aquivalenz nur eine rein zufillige
und in keiner Hinsicht eine wirkliche. Wihlt man andere
Zeiten der todlichen Wirkung, so werden die experimentell
gefundenen dquivalenten Dosen in einem durchaus verschiedenen
Verhiltnis zueinander stehen.

Bei unserem Beispiel der zwei Proben Diphtherietoxine
erhalten wir die folgenden Resultate fiir die &quivalenten Dosen in
verschiedenen Zeiten.

Tabelle I
Vergleich der Wirkungskraft von den Diphtherietoxinen B und C.
= | Toxin B Toxin C Verhiltnis
Tmth{i: "|Dosis im Ver-{Dosis im Ver- zwisch. Aquiv.
chen von | haltnis zur | héltnis zur Dosen
250 g 0";'517)2‘“’ 0";"}‘5‘3‘“ Dosis von B
in Stunden cem cem Dosis von C
36 3519 3233 1,09
48 2860 2241 1,28
60 2682 1867 1,41
72 2522 1672 1,51
96 2413 1472 1,64
120 2359 1366 1,78
144 2327 1303 1,79

Blochemische Zeitschrift Band 60. 8
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Man sieht sofort, daB das Verhéltnis der #quivalenten
Dosen der zwei Gifte bestindig in dem MaBe zunimmt, wie
die Zeit bis zum Tode wachst. Werden fiir die Standardzeit
mit todlichem Ausgang 96 Stunden angenommen, so ist die
gleichwertige Menge des Toxins B etwa 65°, groBer als die
von Probe C. Fixiert man aber die Zeit auf 36 Stunden, so
ist die dquivalente Dosis von Toxin B nur ungefiahr 9°/, groBer
als die von Toxin C. Bei 6 Tagen, innerhalb deren Exitus
erfolgt, ist die Dosis von Toxin B fast 80°/, stirker als die
von Toxin C. Es steht uns aber noch ein anderer Weg offen.
Wir konnen, anstatt zwei verschiedene Giftstoffe an einer be-
stimmten Tierart auszuproben, im AnschluB an die Beobach-
tungen von Wolfgang Ostwald und Dernoschek!) an der
kleinen Crustacee Gammarus, die durch Eintauchen in See-
wasser von wechselnder Konzentration vergiftet wurde, die
Wirkung ein und derselben toxischen Substanz auf das ménn-
liche und weibliche Tier vergleichend untersuchen. Wir erhalten
nach dieser Methode folgende Ergebnisse,

Tabelle II.
Aus Wo. Ostwalds Untersuchungen an Gammarus.

Konzen- |Zeit bis zum |Zeit bis zum| Verhiltnis
tration von | Tode beim | Tode beim | der Zeiten
Seewasser | mannl. Tier | weibl. Tier 3
%/o0 Min. Min. Q
58,7 36 36 1,00
472 48 46 1,04
40,1 79 53 1,49
35,4 120 71 1,56
33,0 147 86 1,711
28,3 326 185 1,76
25,9 lebt 328 oo

Aus Tabelle II geht somit hervor, daB fiir dieselbe Kon-
zentration der giftigen Losung das Verhiltnis zwischen den
einzelnen Zeiten mit letalem Verlauf fiir beide Geschlechter
progressiv wichst, je schwicher die Konzentration des Toxins
wird. So ist z. B. bei einer Konzentration von 58,7 die Zeit
bis zum Tode bei beiden Geschlechtern die gleiche, wihrend
eine 40,1°/ ige Losung fast 50°/, mehr Zeit zur Totung des

1) Wo. Ostwald und A. Dernoschek, Zeitsohr. f. Chem. u. Ind.
d. Kolloide 6, 297, 1910.
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ménnlichen als des weiblichen Tieres erfordert; bei einer Kon-
zentration von 28,3 sogar iiber 75°/,.

Bestimmen wir also die Zeiten mit todlicher Wirkung fiir
eine Tierart und vergleichen dann die dquivalenten Dosen von
zwei Toxinen, die in diesen Zeitraumen tddlich wirken, oder
vergleichen wir bei verschiedenen Konzentrationen eines und
desselben Giftes die Zeiten bis zum Tode bei weiblichen und
ménnlichen Tieren derselben Spezies — in beiden Fillen
kommen wir zu der Erkenntnis, daB die bis heute angewandte
Standardmethode kein wahres MaB8 der relativen Giftigkeit
darstellt.

Diese Folgerung ergibt sich notwendig aus der Tatsache,
daB bei verschiedenen Zeiten bis zum Tode das Verhiltnis
zwischen den dquivalenten Dosen der Toxine schwankt. Ebenso
inkonstant ist bei wechselnden Konzentrationen der toxischen
Losung das Verhiltnis der Zeitrdume der letalen Wirkung zuein-
ander. Da diese Schwankungen scharf ausgeprégt sind, bedarf
dieser Punkt, das leuchtet wohl ohne weiteres ein, keiner Er-
orterung mehr.

Es muB also eine andere Berechnungsart gefunden werden,
die es erlaubt, die Toxizitit ganz unabhéngig von jeder will-
kiirlich gewidhlten Zeit des todlichen Verlaufes oder einer
speziellen, zum Vergleich bestimmten Dosis zu ermitteln. Auf
Grund eines sehr umfangreichen Materials ist es einem von
uns (G. D.) nach langem Studium gelungen, die folgende Formel
fir die Beziehung zwischen Konzentration oder Menge der
Dosis und der Zeit, die bis zum Eintritt des Todes oder irgend-
einer anderen gewiinschten Wirkung auf Tiere einer bestimmten
Spezies erforderlich ist, aufzustellen. Sie lautet:

1 1
Dy—ea D, —«a

Darin sind D, und D, ,Oberflichendoses“, d. h. pro-
portional zur Korperoberfliche ausgedriickte Mengen, ent-
sprechend den Zeiten T, nnd 7',, in denen der Tod des Tieres
(oder ein anderer beabsichtigter Effekt) erfolgt, « eine Zahl,
deren Wert von der speziellen benutzten Tier- und Giftart
abhingt, k£ eine Konstante, die fiir das jedesmalige Toxin und
die angewandte Tierspezies zu bestimmen ist.

=k(T,—T,).

g*
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In Worten ausgedriickt, besagt die Formel einfach, daB
jedem Zeitzuwachs eine bestimmte Abnahme in der
Wirkung der Dosis entspricht (D —a)

Diese Gleichung haben wir an sehr umfangreichen Be-
obachtungsreihen von verschiedenstem Charakter angewandt
und gefunden, daB wir in ihr eine &uBerst befriedigende Be-
rechnungsmethode haben. Wie weiter unten ausgefiihrt werden
wird, laBt sich auch jeder einzelne Versuch in einer langen
Serie mit gleicher Giiltigkeit berechnen. Man ist weder an
ein bestimmtes Gewicht noch an eine eigens gewahlte Dosis und
Zeit der todlichen Wirkung gebunden.

Bevor wir in unserer Auseinandersetzung weitergehen,
scheint es am Platze, die GroBe a kurz zu erdrtern. Bei der
Bestimmung der minimalen letalen Dosis irgendeiner toxischen
Substanz (oder derjenigen, die eine andere Wirkung ausiibt)
gelangt man schlieBlich, indem man die Dosierung allméhlich
verindert, zu einer Menge, die geringer als die kritische Dosis
ist und wirkungslos erscheint. Das Tier stirbt nicht, oder
wenn irgendeine andere Reaktion erwartet wird, so bleibt
sie aus.

Wie nahe die GréBe von o, wie sie durch unsere Methode
bestimmt wird, der Gr6B8e der minimalen tddlichen oder andere
Wirkungen erzeugenden Dosis kommt, héngt nicht nur vom
Charakter der jeweiligen zu priifenden Substanz ab, sondern
auch vom Charakter des gewiinschten Effekts — sei dieser nun
Tod oder irgendein anderes Symptom toxischer Einwirkung.
Auf die genaue Bedeutung von « kommen wir noch zuriick.

Welche Tragweite fiir die Toxizititslehre die Auffindung
des Verhiltnisses zwischen der Konzentration oder Menge der
Dosis einerseits und der entsprechenden Zeit bis zum Tod
andererseits haben wiirde, ist von mehreren Forschern auf
diesem Gebiete schon lange eingesehen worden, namentlich von
Arrhenius?!), Warren?), Wolfgang Ostwald®) und Wolf-
gang Ostwald und Dernoschek (. c¢). In den Arbeiten

) 8. Arrhenius, Anwendung der physikalischen Chemie auf die
Serumtherapie. Berlin 1904.

%) E. Warren, Journ. of mioroscop. Science, New Series 45, 199,
1900.

) Wo. Ostwald, Arch. f. d. ges. Physiol. 120, 19, 1907.
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von Warren, Ostwald, Ostwald und Dernoschek iiber
kleine Crustaceen, die durch Immersion in verschiedene Salz-
Jésungen getitet werden, finden wir auch Vorschlige fiir
bestimmte Formeln.

Warrens Formel lautet: —%= k(c—mn), in der T' die Zeit

bis zum Tode ist, ¢ die Konzentration der Salzlsung, n eine
von ¢ immer gleiche abzuziehende Zahl, ¥ eine Konstante.
Diese Gleichung bedeutet, daB die Zeit mit tédlichem Verlauf
der um n verminderten Konzentration indirekt proportional
ist. Doch ist dies nicht der Fall.

Die von Ostwald und Dernoschek aufgestellte Formel

heiBt:%,=k(c—n)”'. Sie ist augenscheinlich eine Verallge-

meinerung der von den Autoren kritisierten Warrenschen
Formel. Sie entsteht durch Einsetzen der wechselnden GriBe m
als Exponenten an Stelle von 1. Sie berechnen nun, anstatt mit

Ostwalds urspriinglicher Formel % ==k.c™, seine eigene Be-

obachtungen an Gammarus. Sie zeigen, wieviel befriedigender
die Ubereinstimmung zwischen erzielten und theoretisch berech-
neten Zahlen bei Gebrauch dieser Formel ist als bei derjenigen
von Warren oder sogar der friiheren von Ostwald. Die
GroBe n scheint Warren als die fiir das betreffende Tier
(Daphnia) nor male Salzkonzentration anzusehen, wihrend Ost -
wald und Dernoschek ihren Wert durch Berechnung finden.
Letztere Autoren legen aber anscheinend dem wahren Sinne
von #n in ihrer Formel keine rationelle Bedeutung bei.

Einer von uns (E. W. A. W.) beschiftigte sich im Jahre
1901') mit dem noch unaufgeklirten Problem, in welchem Ver-
hiltnis die zur Neutralisierung einer todlichen Minimaldosis im
Korper eines Tieres notige Menge von Antitoxin oder Antikdrper
zu derjenigen steht, welche die Wirkung vom Mehrfachen dieser
Dosis aufhebt. Als Resultat seiner Untersuchungen konnte er
zeigen, daB eine gewisse wirkungslose Dosis () immer von der
ndtigen Menge Antitoxin abgezogen werden muB. Da zurzeit aber
dem Zeitfaktor keine Aufmerksamkeit geschenkt wurde, hatten die

1) E. W. Ainley Walker, Lancet 2, 1030, 1901 und Journ. of
Hygiene 2, 85, 1902.
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nach diesem System erlangten Versuchsergebnisse nur fiir eine
beschrinkte Reihe von Mehrfachen der tidlichen Minimaldosis
Giiltigkeit.

Nach der vom anderen von uns beiden (G.D.) ausgearbei-
teten Formel hingt die GroBe ¢ von der Schnelligkeit des
tédlichen Verlaufs ab, nicht nur von dem Umstand, daB der
Tod eintritt oder nicht.

Wir wollen nun an der Hand von Beispielen zeigen, welchen
praktischen Wert diese Formel nicht nur in ihrer Anwendung
auf unsere eigenen experimentell gefundenen Resultate, son-
dern auch fiir eine grofie Anzahl bereits verdffentlichter Be-
obachtungen auf den verschiedensten Forschungsgebieten hat.
In allen von uns gepriiften Féllen, wo ein durch geniigend
umfangreiche und zahlreiche Einzelbeobachtungen zur Berech-
nung geeignetes Material vorlag, ist die Formel anwendbar
und driickt die Versuchsergebnisse in &uBert befriedigender
Weise aus.

In Tabelle III, IV und V sind drei Reihen eigener, mit Diph-
therietoxin ausgefiibrter Versuche aufgefiihrt, in denen Toxin B
in Wirklichkeit Toxin A war, das etwas spiter (ungefihr nach
3 Monaten) gepriift wurde, wihrend die Versuche mit Toxin C
alte, schon veroffentlichte sind?).

In allen Tabellen stehen die verabfolgten Mengen im Ver-

d
wor
W das Gewicht des Tieres in Gramm und d die wirklich
eingegebene Dosis ist?).

Die in Tabelle III verzeichneten Ergebnisse zeigen ein-
deutig, daB die von uns vorgeschlagene Formel die experimen-
tellen Befunde fiir Versuchsgruppen in sehr gliicklicher Weise
veranschaulicht. Obgleich die benutzten Tiere einen Gewichts-
umfang aufweisen, der sich zwischen 200 und 530 g bewegt,
betriigt der Unterschied in den nach der Formel berechneten
und den tatsichlich beobachteten Zeiten der tddlichen Wirkung
im Durchschnitt nur 0,389/

hiltnis zur Oberfliche nach der Formel D — in der

) G. Dreyer, Experimentelle Untersuohungen iiber die Toxonen des
Diphtberiegiftes. Kopenhagen 1900.
%) Dreyer und Ainley Walker l. c.
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Tabelle IV.
Diphtherietoxin A, Meerschweinchen subcutan injiziert.
(Eigene Versuche.)

1 1 . _ _
Di—a— Dy =t (To—T)). k> 10'=3880, a = 1140, (T, =83,
D, — 1640).

[] [+ —— .
@ S ;= ;E -
32| S legals |85, |5 s(sd iy
= © K E N E Q IN &.ﬂ 8y 8...5 = o
g | B gg X | g% & B8lm e 288
) R _8 -} o| =2 -} o B S
sl | & o _|elP8| S E RBESI®3 gﬂ.s.n
z & = Aol eS| Qoo g0 ™8 nE w8
2 . ] < N B Gl = Ng o85Sm0 2°‘§
s | B = @ g S (B 2T 9.2 8 |88
: = 38 0|2 |27 (3 FeiseFlRET
Z|l g |om A A |@ |AE |@ I wz B3
1] 161587 [00127] 2165 |220] 1201 | 220 | 208 | 1,85
2|12 | 450 [00107] 2380 | 84
3| 13| 205 {00080 2710 |170
4| 9280 |00078] 2790 |192|f 1359 | 160 161 | 062
5|17 | 592 |00143| 2415 |192
6|18 | 642 [0,0170| 2650 [125 . _
7|15 | 317 |00108| 3345 | 45| 1640 85 83 | 241
Durchschnitt 1,46

man ein MaB von relativer Stirke, wenn man die GroBen der
drei verschiedenen Konstanten %, die von der GroBe der
wirksamen Toxinmengen abhiéngig sind, vergleicht. Diese Kon-
stanten variieren in dem Sinne, daB in toxischen Substanzen
derselben Art das schwichere Toxin ein gréBeres k in der
Formel aufweist, wihrend beim stirkeren der Wert fiir & ab-
nimmt. Dieser Vergleichsmodus ist der einzige, der nicht nur
vom Gewicht des Tieres (einer gegebenen Spezies) und von
der Dosierung, sondern auch vom Zeitfaktor unabhiéngig ist.
Er driickt die relative Stdarke der drei Toxinproben aus. Sie
verbalten sich zueinander wie k4 : kp: kc. Zusammenfassend kénnen
wir sagen, da beim Vergleich von zwei Giftproben, z. B. zwei
Diphtherietoxinen P und Q, in denen der Wert & fiir P doppelt
so groB ist wie der fiir @, fiir jeden gegebenen Zeitzuwachs
in der Reziprozitit der wirksamen Dosis im Falle von P das
Doppelte des Zuwachses in der Reziprozitit der wirksamen
Dosis von Q ist.

Die wirksame Dosis ist in jedem Falle durch die GriBe
(D—a) bestimmt.
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Tabelle V.
Diphtherietoxin C, Meerschweinchen suboutan injigiert.
(Versuche von Dreyer.)

1 p@,—T). k><10'=816, a— 1045, (T, =89,
Dy—a D,—a
D, — 1514).
S |ed o g : %
2l | S1552 )8 |53 |3 gl88 slefe
= S 2 = N Ee N &_g Ng o8 -
g B 2 g8 X | = g5 5 g5888%
£ 3 |8 2., 886 |g a3|agag~
s8] B | 2 (28 8|58 | 208 FEE5° 505 a2 2
z 5 =5 SN =53 QX n°.;‘°3= E,O.oag‘g
$lE | BT ®ST|Tos |3F s 888|582
"f £ 188 1 |3 .§-§a g BegeH i g'g,u
E ccm SE QA |@ Q?;'; &2 I cﬁé 'Eg
8 | 250 [0,0060{ 1123 180
7 | 250 [0,0070 1311 180 (3 1268 148 160 7,50
17 | 265 (0,0076] 1371 84

18 | 260 [0,0076| 1391 | 60

12 | 250 00075 1404 | 132
250 |0,0075| 1404 | 180

11 | 250 |0,0075| 1404 | 96 |¢ 1415 | 107 107 | 0,00

38 | 270 [0,0080] 1427 | 65

15 | 250 (0,0078| 1461 | 108 |}

10 14 | 250 |0.0078] 1461 | 72 |

1116 | 200 00078 461 | 72
6 | 260 [0,0080| 1466 | 18

13| 10 | 250 |0.0080] 1498 | 2 |{ 1514 89 89 | 0,00

© 00 =3 P Ut SO DD =
[
(3]

141 9 | 250 10,0085 1591 84

16| 2 | 270 |0,0090| 1604 65 |)

16] 5 | 250 |0,0090, 1686 64

17} 1| 270 |0,0100] 1781 72 }1739 67 67 | 0,00
183 4| 270 {0,0100] 1781 64 Durohschnitt _1,88

Um auf die Bedeutung von « in der Formel zuriick-
zukommen, so stellt sie die ,unwirksame“ Fraktion der Dosis
dar, d. h. diejenige Dosis, die allein nicht ausreicht, um Tod
oder einen anderen verfolgten Zweck zu bewirken. Folglich
éndert sich ihre GroBe mit der Widerstandskraft des Geschlechtes
und der Spezies des Versuchsobjektes. Sie ist hcher bei dem
giftfesteren und kriiftigeren Typus und niedriger bei dem mehr
empfindlicheren. Bei ein und derselben Giftsubstanz ist «
groBer, je kleiner die Toxizitit der bestimmten angewandten
Probe ist. So wurde bei den drei schon genannten Proben
von Diphtheriegiften gefunden, daB fiir Probe C, die wirksamste,
a einen Wert von 1045 hatte, fiir die etwas weniger aktive
Probe A 1140 und fiir die bei weiten schwéchste Probe 2200.
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Tabelle VI
Synthetisches Adrenalin, Miusen suboutan injiziert.
(Versuche von Sohulte.)

1 1
m—m=k(To—Tl). k>< 103 =48, ax = 900, (T°—30,7,
D,=16177).

o @ s l'..-g [ . S -« | gg&
Elz |5 |S33 |8 |55, |8 3|85 8=4
ElE |8 g8 X |a sfggésa_ﬁ&"-‘-’?"

L-F-1 282|225 |88 : gl 54
sl &R o _lr|°3 E.n,ua.a.a E;" N85

5 B |~ g% S AEEH:

o | £ % [SooE|s8|sSE 250 018 Bet
1T E 188 0 |5 | 98F B S PN

™
—
o

19,05/ 13,58] 1622 | 35
19.47/ 1384 1632 | 92
277|19,80/ 1407 1641 | 11
22.58/16,03| 1699 | 10
9365/ 1679| 1717 | 32
25.00 1775 1749 | 4
176 | 14,37/ 1226 1800 | 17
959 1471/12,50| 1803 | 14
253 |18,05(15,34| 1919 | 41
10 | 256 |19.17) 16:20] 1940 | 33
11 | 245 | 20005 17.04 1970 | 20
12 {173 | 1257/ 12.38] 2002 | 24
13 | 248 | 22560/ 19.21] 2035 | 23
14 1741320 1312|2045 | 22
15 |177]13776 1368 2075 | 23
16 | 1711450 14.41] 2100 | 18
17 |249|1831] 1812 2285 | 19
16 343 | 20,04 2000|2920 | 7
20 | 246 | 22,59| 22,33| 2360 | 12 |f 2357 | 188 | 182 | 330
21 |244{1522(1720, 2420 | 38
22 1247|1778/ 20,11] 2530 | 10
28 1175 17,00/ 19,58| 2538 | 19
24

25

[
-3
—

1677 30,7 30,7 0,00

(-]
=7
[# ]

© 00 =IN T CODND -
DD DD
(=B
Ut on

1886 25,0 25,0 | 0,00

2051 22,0 22,0 | 0,00

g S ——

172} 20,98 23,80; 2668 11 2634 14,3 159 10,10
250 | 22,37{25,31| 2700 13 Durchsohnitt 2,68

In Tabelle VI werden die Versuche von W. H. Schultz?)
mit einem synthetischen Adrenalin (Athyl-amino-aceto-Brenz-
catechin) an Mausen einer Priifung unterzogen. Wir entnehmen
seinen Versuchsreihen (Tabelle XIV) 25, ungefihr zur gleichen
Zeit angefithrte Untersuchungen vom 5. und 16. Januar 1909) an
Tieren, die frither mit diesem Priparat nicht behandelt worden

') W. H. Sohultz, U. 8. Treasury Department Hygienic Laboratory
Bull. Nr. 55. Washington 1909.
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waren. Sie sind gemaB der ,Oberflichendosen“ geordnet und
in 5 Gruppen mit gemittelten ,Oberflichendosen und den
zur T6tung notwendigen Zeiten mit letalem Ausgang geteilt.
Aus diesen Daten ist die Konstante k berechnet und damit
die theoretische Zeitdauer bis zum Tode fiir jede Gruppe
ermittelt. Die .Differenz zwischen der berechneten und der
praktisch gefundenen Zeit bis zum Tode betrigt im Durch-
schnitt nur 2,68°/,. Die oben vorgeschlagene Formel paBt
also auch in Anbetracht dieser Ergebnisse sehr zweck-
maBig fiir Versuche mit synthetischem Adrenalin, wo die t4d-
liche Wirkung in &uBerst kurzer Zeit (Minuten) eintritt, im
Gegensatz zu den langen Zeitrdumen (bis zu einigen Tagen) bei
Diphtherietoxin.

Der Wert dieser dargelegten Berechnungsmethode kommt
durch einen Vergleich der Berechnungen von Madsen und
Noguchi?) an filtrierten und unfiltrierten Proben von Kobra-
gift gut zur Geltung. Sie beriicksichtigt, wie schon betont,
nicht nur die GroBe und Oberfliche des Versuchstieres, sondern
auch die zum Eintreten eines gewiinschten Effekts (Tod) nétige
Zeit. Und zugleich liefert sie Resultate, die (innerhalb einer
bestimmten Tierart) ganz unabhingig sowohl von der Lebens-
dauer wie von der GroBe des betreffenden Tieres sind.

Madsen und Noguchi schlossen aus ihren Versuchen
mit Kobragift, daB die Toxizitdt nach Filtration durch einen
Chamberland-Filter nicht erheblich abnehme. Dieses Ergebnis
stand in entschiedenem Widerspruch zu ihrer weiteren Beob-
achtung, daB Crotalusgift nach éhnlicher Filtration um 50°/,
in seiner Toxizitit herabgesetzt wird.

In Tabelle VII und VIII haben wir Daten iiber Kobra-
gift (aus Tabelle XIX und XXIX der Autoren) mit unserer
Formel berechnet. Unsere Ergebnisse lehren, daB die Giftigkeit
des Kobragiftes durch den Filtrationsproze8 bedeutend ab-
genommen hatte, da die ,Oberflaichendosis“ des filtrierten
Giftes, die ein Meerschweinchen mit Sicherheit tdtet, 50°/,
groBer als die des unfiltrierten ist. Aus den Tabellen ersieht
man auch, daB die beobachteten Zeiten bis zum Tode mit den
nach unserer Formel berechneten befriedigend iibereinstimmen,

1) Th. Madsen und H. Noguochi, Kgl. Danske Videnskabernes
Selskabs Forhandlinger 1908, Nr. 4, 8. 233.
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Tabelle VIL

Unfiltriertes Kobragift, Meerschweinchen subcutan injiziert.
(Versuche von Madsen und Noguochi.)

1

D,—a” D,—a

=k(T,—T,). k=110, &==185, (T,=1,70, D,=1418).

——— e e———
Dosis (D) im Ver- '
. A Sieni Beobachtete| Berechnete
N | per. | Wirkliche baltnis 2. Oberfliche | den bis|Stunden bis
I. | gewio osis (d) D=5->><10° | zum Tode | zum Tode
we. =T beob. | = T ber.
g mg mg
1 650 0,05 47,1 oo —
2 650 0,10 94,1 552 —_
3 650 0,15 141,2 0o —
4 650 0,20 188,3 36,0 —_
5 650 0,25 235,6 18,48 18,90
6 650 0,30 282,4 12,00 10,30
7 650 0,50 471,0 3,568 4,14
8 650 0,75 706,0 2,05 2,71
9 650 1,00 943,0 3,57 2,16
10 650 1,50 1418,0 1,50 1,70
Tabelle VIII
Filtriertes Kobragift, Meerschweinchen subcutan injiziert.
(Versuche von Madsen und Noguochi.)
1 1
D= D—=— k(Ty—T,). k=130, x=270, (T,= 3,98, D, = 546).
Dosis (D) im Ver-
Tier |Wirkliche | biltnis %. Oberfliche | Beobachtete) Berechnete
Nr ewicht | Dosis (d) d tunden bis/Stunden bis
g D =t < 10 zum Tode | zum Tode
we =T becb. | = T ber.
g mg mg
1 580 0,10 109,0 oo —
2 470 0,15 179,0 o o} —_
8 550 0,20 213,0 oo —
4 480 0,20 234,0 oo —
5 530 0,25 272,8 17,0 -
6 450 0,25 308,0 oo —_
7 460 0,30 362,6 18,0 —
8 560 0,40 421,0 6,18 6,29
9 450 0,40 4930 4,65 4,64
10 530 0,50 546,0 3,98 3,98
11 450 0,50 616,0 2,58 3,42
12 580 1,00 1023,0 3,67 2,21
18 460 1,00 1210,0 1,98 2,01
14 620 1,50 14617,0 1,70 1,88
15 600 2,00 2000,0 1,72 1,64
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namentlich wenn man bedenkt, daB wir es hier mit Einzel-
beobachtungen und nicht mit Versuchsgruppen zu tun haben.
Die anscheinend bestehenden Unstimmigkeiten wiirden weg-
fallen, wenn die Versuche in der iiblichen Weise zusammen-
gestellt wiren.

Das vorgehend dargelegte Beweismaterial liBt es nun
vielleicht unnétig erscheinen, da wir zur Prizisierung der An-
wendungsweise der mitgeteilten Formel noch mehr Einzelberech-
nungen von Versuchen anfiihren, die sich mit Fragen der Giftig-
keit und Dosierung befassen. Wir wollen aber doch nicht un-
erwihnt lassen, daB die Formel sich ausgezeichnet bewihrt
hat in allen verdffentlichten Arbeiten, die wir, wenn geniigende
Angaben vorlagen, damit durchgerechnet haben. Unter den
Untersuchungen, die wir von diesem Gesichtspunkte aus einer
Priifung unterzogen haben und die eine mathematische Be-
rechnung mit der Formel zulassen, sind folgende: Knorrs
Versuche mit Tetanustoxin, das Miusen subcutan injiziert
wurde?), Elliott, Sillar und Carmichaels Versuche mit sub-
cutan injiziertem Kraitgift (Kaninchen)?®), Versuche von Fraser
und Elliott mit dem Gift von Enhydrina valacadica, das
Kaninchen unter die Haut gespritzt wurde®), natiirliches Adre-
nalin an Miusen, Schultz*); Sulfat von Physostigma, Sub-
cutaneinspritzung bei Kaninchen, Fraser®); Kaffein, subcutan
Meerschweinchen und Ratten eingespritzt, Salant und Rieger?®);
Kobaltnitrat, subcutan bei Meerschweinchen, Bock?); und
Kaliumchlorid, Kaninchen intravenés eingespritzt, Hald$).

Diese Tatsachen berechtigen uns zu dem SchluB, da8, so-
weit wir bis jetzt iiberblicken kénnen, die Formel in bezug auf

1) A. Knorr, Habilitationsschrift. Marburg 1895.

% R. H. Elliott, W. C. Sillar und G. 8. Charmichael, Phil,
Trans. B. 1987, 327, 1905.

5) J. R. Fraser und R. H. Elliott, Phil. Trans. B. 197, 249, 1905,

49 W. H. Schultz, L c.

% J. R. Fraser, Trans. Roy. Soc. of Edinburgh 28, 529, 1872.

%) W. Salant und J. B. Rieger, U. S. Dept. of Agric. Bureau of
Chem. Bull. Nr. 148. Washington 1912.

7 J. Book, Oversigt over det Kgl. danske Videnskabernes Sels
kabs Forhandlinger 1904, Nr. 4, S. 159.

%) P. T. Hald, Kaliums Virkning pas Blodomlebet. Dissert. Keben-
havn 1904.
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Dosierung und Todeszeit auf warmbliitige Tiere allgemein an-
wendbar ist.

DaB sie auch nicht im Stiche 1dB8t, wenn es sich nicht
nur um letale Effekte, sondern auch um gewdhnliche pharma-
kologische und toxische Wirkung im allgemeinen handelt, er-
hellt aus den Versuchen von Schultz (L. ¢.) iiber die pupillen-
erweiternde Wirkung von synthetischem Adrenalin am aus-
geschnittenen Froschauge. Diese Versuche haben wir in
Tabelle IX analysiert und berechnet. Wie ersichtlich, sind
die Abweichungen zwischen den beobachteten Zeiten des Autors
und den nach unserer Formel ermittelten, auer in einem Falle,
prozentisch sehr klein und ergeben mit EinschluB der einen
aus der Reihe fallenden Zahl eine Durchschnittsdifferenz von
nur 2,73°.

Tabelle IX.

Mydriatische Wirkung von synthetischem Adrenalin auf das aus-
geschnittene Froschauge.

(Versuche von Schultz.)

1 1
D_o——_&—ﬁ;——a_ k(To— l)‘ k >< 108 = 805, =22, (1:, =20,
D, = 500).
D —relative |Zeit z. Auslosung|Berechnete Zeit z.|Differens in 9/,
Dosis, d. i. Kon-|d. mydriatischen|Auslds. d. mydria-| zwischen
Nr. | zentration der Effekts tischen Effekts | 7' berechnet
angewendeten | = 7' beobachtet | = 7' berechnet und
Lésung Min. Min. T beobachtet
1 1000 21 18,8 11,70
2 500 20 20,0 0,00
8 200 24 23,8 0,84
4 40 50 50,4 0,99
5 8 232 231,7 0,13
Durohschnitt 2,73

Ein weiteres Beispiel fiir die Anwendungsfihigkeit der
Formel bezog sich auf die Priifung einer Giftlsung, in die
eine Crustacee (Gammarus) getaucht wurde. Die Beobachtungen
sind den Arbeiten von Wo. Ostwald und Dernoschek) ent-
nommen. Diese Autoren abstrahierten aus ihren Untersuchungen

die bereits erwihnte Formel %:k(c—n)"‘, die auf einer Be-

trachtung des Adsorptionsphéinomens basiert. Wie aber spater
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Tabelle XI.
Untersuchungen an und Berechnungen fiir Gammarus.

Immersion in Seewasser. (Versuche von Ostwald und Dernoschek.)
Weibliche Tiere.

L Dy = K(T—T}). k><10°=1055, =23, (T;=30,5, Do=58,7).

p—

D,—a D,—
Siaa| Bug |BEEE| (28| 8833 4 03
2218 SVE 8E2 Beis|cygl ekl
2 : -] i =
AR R
Qagg Kiale ;‘E& ug& :.:E.. ﬂgu
% Min | S350 M | S E gl Min

1 58,7 36 805 +55 34,7 +1,3

2 47,2 46 431 +29 4.9 +1,1

3 458 50 414 +26 50,0 0,0

4 42,5 50 52,6 —26 54,4 —4,4

5 40,1 53 59,4 —64 60,1 -1

6 37,7 67 68,4 —14 67,6 —-0,6

7 35,4 717 80,4 —84 71,3 -038

8 33,0 86 98,7 —12,7 92,1 —6,1

9 30,6 127 128,7 —-1,7 116,3 +10,7

10 28,3 185 182,8 +22 162,83 +22,7

11 25,9 328 8308 —-28 333,1 =51

Verfolgt man auBerdem im einzelnen, auf welche Art und
Weise sie zu ihren Resultaten gelangen, so sieht man, daB das
» in ihrer Formel fiir die widerstandsfdhigeren ménnlichen Tiere
eine kleinere Zahl ist als fiir die weiblichen, némlich 23,88 und
24,559/,

Unserer Meinung nach kann n (¢ bei uns) nur dann eine
rationelle Bedeutung haben, wenn es den ,unwirksamen“ Teil
der Dosis darstellt, und der muB notwendigerweise groBer fiir das
kriftigere Geschlecht sein. Nach unserem Verfahren besitzt
andererseits «, wie logisch zu erwarten, einen héheren Wert
fir die Mannchen als fiir die Weibchen, 24,6 fiir die ménn-
lichen Gammarus gegeniiber 23,0 fiir die weiblichen.

Aus diesen Versuchen mit Gammarus geht wieder klar
hervor, daB die relative Giftigkeit von Seewasser fiir die beiden
Geschlechter durch einen direkten Vergleich der Lebens-
dauer der Tiere mit einer bestimmten Konzentration der
Losung nicht genau festgestellt werden kann. Das ergibt
sich schon aus der Tatsache, daB das Verhiltnis dieser Zeiten
zueinander kein konstantes ist, sondern bei Anderungen in
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der Stirke der Losung bedeutend variiert. So sterben bei
einer 58,7°/ igen Konzentration ménnliche und weibliche
Tiere in 36 Minuten (%= 1,00), bei einer solchen von 40,1%/,,

2
sterben die minnlichen in 79 Minuten und die weiblichen in

63 Minuten (% = 1,49), und schlieBlich bei einer Konzentration
3
von 28,3%°/, gehen die Minnchen in 326 Minuten ein, die Weib-
chen nach 185 Min. (;1—,‘= 1,76). Wird die Losung auf 25,99/,
]

herabgesetzt, so sterben die Weibchen in 328 Minuten ab, die
Minnchen dagegen bleiben leben.

SchluBfolgerungen.

1. Bei Warmbliitern muB8 die Dosierung (D) von Giftpripa-
raten, wie in einer friiheren Arbeit!) bewiesen worden ist, im Ver-
d
wo
berechnet werden. Darin ist D die ,Oberflichendosis des
angewendeten Priparates, Toxins oder Antitoxins, d die wirklich

verabfolgte Menge und W das Tiergewicht in Grammen.

2. Es lag bisher noch keine Methode vor, die einen
wahren Vergleich der relativen Giftigkeit verschiedener Sub-
stanzen (oder verschiedener Proben ein und derselben Substanz)
gestattet. Die bis heute angewandten Methoden sind von der
Wahl eines willkiirlich angenommenen Tiergewichts und einer
willkiirlich festgesetzten Zeitdauer bis zum Eintritt des Todes
abhingig. Infolgedessen fehlt ihnen eine rationelle Basis zur
exakten Messung und Eichung von Drogen, Toxinen und Anti-
toxinen. .

biltnis zur Korperoberfliche gemidB der Formel D=

1 1
Dy—a D,—a
=k (T,—7T,) kann man leicht und bequem solche Messungen
anstellen. Darin bedeuten D, und D, die Konzentrationen
der Priparate oder ,,Oberflichendosen“, entsprechend den Zeiten
T, und T;, in denen die todliche (oder irgendeine andere ge-
wiinschte) Wirkung fiir das Tier erfolgt; « ist eine die ,unwirk-

same“ Dosis der verwendeten Substanz darstellende Zahl;

3. Mit Hilfe der hier vorgeschlagenen Formel

!) Dreyer und Ainley Walker, L c.
Biochemische Zeitschrift Band 60. 9
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k ist schlieBlich eine Konstante, die erst fiir die betreffende
Substanz und Tierspezies bestimmt werden muB.

4. Die Formel besagt, daB jedem gleich groBen Zeitzuwachs
eine bestimmte Abnahme in der wirksamen Dosis (D — @)
entspricht.

5. Es wird gezeigt, daB diese Formel fiir alle die ver-
schiedenen Versuchsresultate, auf die sie angewandt wurde, ein
sehr prignantes Ausdrucksmittel ist.

6. Mit Hilfe dieser Formel kann man nicht nur etwa
erwiinschte Vergleiche ausfithren, sondern auch Tiere von jeder
GréBe und im Bereiche einer sich in sehr weiten Grenzen be-
wegenden Gewichtsskala innerhalb einer Tierart, ohne sich an
eine bestimmte Tétungszeit zu binden, zur Eichung von toxi-
schen, antitoxischen und dergleichen Substanzen benutzen.

7. Auf diese Weise wird eine groBe Ersparnis sowohl an
Zeit wie an Tiermaterial bewirkt, da nun, unabhingig von der
wirklichen Lebensdauer und dem Gewicht des jeweiligen Tieree,
gleiche Bedeutung allen auf experimentellem Wege gefundenen
Ergebnissen zugeschrieben werden kann.

8. Die erhaltenen Resultate werden auch groBere Giftigkeit
und ausgedehntere Anwendungsbreite anzeigen, als es bis jetzt
unter den Bedingungen der willkiirlich gewihlten Zeiten bis
zum Tode und des festgesetzten Einheitsgewichtes der Versuchs-
tiere moglich war.



Beitriige zum arteigenen Verhalten der roten Blut-
korperchen.

I. Himolysen bei gleichzeitiger Einwirkung von Neutral-
salzen und anderen cytolysierenden Stoffen.
Von
Rudolf Hober und Otto Nast.

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Kiel.)
(Eingegang-n em 27. Januar 1914.)

Einleitung.

Es ist eine lange bekannte Tatsache, daB sich der Spezies-
charakter bei den hdoheren Tieren in der eigenartigen Form
und GroBe der einzelnen roten Blutkérperchen in &hnlichem
Ma8 dokumentiert wie in der #uBeren Gestalt des ganzen
Tieres; ein Kamel kann man etwa gerade so gut an seinen
elliptischen Blutkorperchen erkennen, wie an seinem Hocker.
Den arteigenen Abmessungen entspricht die arteigene chemische
oder physikochemische Beschaffenheit. Dariiber belehrt nicht
erst der Nachweis der Artspezifitit der EiweiBkorper mit Hilfe
der ,biologischen Reaktion“, sondern die bekannten verschie-
denen Krystallformen des Hamoglobins besagen bereits das-
selbe. Zu der Arteigenheit der einzelnen chemischen Verbin-
dungen von komplizierter Struktur wie der der EiweiBkorper
gesellen sich die arteigenen Gemische der einfachen chemi-
schen Baustoffe in den Blutkérperchen; aus den bekannten
Aschenanalysen von Abderhalden ist zu ersehen, da die
Salzmischung in den roten Blutkorperchen von Art zu Art
charakteristisch differiert. Und damit hingt dann wieder die
Variabilitit in der Form der Dissoziationskurven des Oxy-
himoglobins von Tier zu Tier zusammen; denn durch die Unter-
suchungen von Barcroft und Camis?) ist festgestellt, daB ein

1) Barcroft und Camis, Journ. of Physiol. 89, 118, 1909.
g*
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und dieselbe Oxyhamoglobinlésung in der artspezifisch ver-
schiedenen Weise dissoziiert, je nachdem das Salzgemisch der
Blutkérperchen von der einen oder der anderen Tierart zu-
gesetzt ist. Hiermit betreten wir nun schon das Gebiet phy-
siologischer Artunterschiede, das etwa gegen das Gebiet der
rein morphologischen und der rein chemischen Artunterschiede
abzugrenzen wire — freilich nur insofern, als wir im allge-
meinen nicht vollig analysierte Funktionen lebender Gebilde
als physiologische den rein chemischen und rein physikalischen
Eigenschaften gegeniiberstellen. Von der arteigenen Salzmischung
ist u. a. wohl auch eine andere physiologische Eigenschaft der
roten Blutkorperchen abhiingig, von der in dieser Abhandlung
die Rede sein soll, nimlich die Resistenz gegen cytolysierende
Agenzien.

Wenn man sich die Frage vorlegt, welche Bedeutung die
Binnensalze der Zellen fiir deren Leben haben, so wird man
verschiedene Maglichkeiten ins Auge fassen. Die Aktionsstrome
als AuBerungen von Ionenbewegungen werden als mégliche Be-
dingung fiir den noch ganz unaufgeklirten Vorgang der Fort-
leitung der Erregung zu diskutieren sein. Bernsteins Hypo-
these eines elektroosmotischen Druckes konnte vielleicht auch
mit erwogen werden!). Der eine von uns (H.) ist auf Grund
friiherer Untersuchungen zu der Annahme gekommen, daB die
Binnenelektrolyte durch Einwirkung auf die verschiedenen
Zellkolloide eine bestimmte Protoplasmakonsistenz garantieren.
Rywosch?) hat namlich gefunden, daB die Resistenz der Blut-
korperchen gegen Hypotonie und die Resistenz gegen Saponin
in folgender Reihenfolge abnimmt:

Hypotonie: Meerschweinchen > weie Ratte > Hund >
graue Ratte > Kaninchen > Schwein > Maus > Katze >
Rind > Ziege >> Hammel.

Saponin: Hammel > Ziege >> Rind > Katze > Maus >
Schwein >> graue Ratte > Hund >> weiBe Ratte >> Kaninchen
> Meerschweinchen.

Vergleicht man die beiden Reihen, so bemerkt man sofort
den Antagonismus: je resistenter eine Blutkérperchensorte gegen

1) Bernstein, Elektrobiologie. Braunschweig 1912.
%) Rywosch, Arch. f. d. ges. Physiol. 116, 229, 1907.
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Saponin ist, um so empfindlicher ist sie gegen Hypotonie, und
umgekehrt. Port!) hat dann weiter darauf aufmerksam ge-
macht, daB die gleiche Reihenfolge der Tiere herauskommt,
wenn man sie nach dem Gehalt der Blutkérperchen an an-
organischer Phosphorsiure nach den Analysen von Abder-
halden ordnet:

Hammel 0,275 Phosphorsdure Hund . . . 1,298 Phosphorsiure
Ziege . . 0,279 ) Schwein. . 1,653 n

Rind . . 0,350 " Kaninchen 1,733 "
Katze. . 1,186 "

Daraus schloB Port, daB die Resistenz der Blutkérperchen
mit den Binnenphosphaten irgendetwas zu tun haben miisse.
Der eine von uns?) hat sodann die Vermutung ausgesprochen,
daB das vermittelnde Glied zwischen Resistenz und Phosphor-
cduregehalt der EinfluB der Phosphate auf die Protoplasma-
kolloide darstelle, und zwar auf Grund folgender weiterer Zu-
sammenhénge: Wiahrend in annidhernd isotonischen Losungen
der neutralen Alkalisalze Blutkorperchen zundchst unveréndert
bleiben, gehen sie nach léngerer Zeit unter Loslassung ihres
Farbstoffs zugrunde, aber je nach dem Salz nach verschieden
langer Zeit. Vergleicht man Salze mit gleichem Kation unter-
einander, so findet man®), daB die Hémolysiergeschwindigkeit
zunimmt nach der Reihe der Anionen:

80, < C1<Br, NO,<J, SCN;

vergleicht man Alkalisalze mit gleichem Anion, so findet man
die Kationenreihe:

Li, Na<Cs<<Rb<K.

Dies gilt sowohl fiir die Blutkérperchen vom Rind, als
auch fiir diejenigen von Schwein, Hammel, Katze, Kaninchea¥).
Da nun diese selben Ionenreihen nach Hofmeister, Pauli
und Hober auch beim EinfluB der Salze auf den Ldésungs-
zustand von EiweiB und Lecithin und auf die Konsistenz von

) Port, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 99, 259, 1910.

%) Hober, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 3. Aufl.
1911. 8. 401.

%) Hober, diese Zeitschr. 14, 209, 1908.

‘) R. Chassin, Neue Versuche iiber Hamolyse durch Salze. Diss.
Ziirich. 1910.
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Gelatinegallerte zur Geltung kommen, so kann man annehmen,
daB die Salzwirkung eine Wirkung auf die Kolloide der Blut-
korperchen ist, und da8 die Hiamolyse eintritt, wenn die Blut-
korperchensubstanz iiber ein gewisses MaB hinaus aufgelockert ist.

Weiter wurde von Port, Miculicich?), Teruuchi?) be-
obachtet, daB, wenn man die Wirkung der Salze auf die Blut-
korperchen mit dem EinfluB von Saponin oder von Vibriolysin
kombiniert, die Anionen in der der genannten entgegen-
gesetzten Reihenfolge verstirkend wirken, so daB8 nun das
SO,-Ion die Himolyse am meisten, das J- und SCN-Ion am
wenigsten fordern. Auch die Kationenreihe wird eventuell um-
gedreht. Auch diese Tatsachen legen wiederum nahe, daB die
Hiamolyse auf einem Angriff auf die Kolloide beruht. Denn
von Posternak, Pauli und dem einen von uns ist gezeigt
worden, daB die Abstufung in der relativen Wirksamkeit der
genannten Ionen auch gegeniiber Eiweil und anderen Kolloiden
umgedreht werden kann, wenn man die elektrische Ladung der
Kolloide andert. Hierzu eignen sich besonders H*- und OH"-
Ionen, aber auch mehrwertige Metall- oder Siureionen sowie
Kolloide, die selbst Ladungen zu fithren pflegen, konnen dafiir
verwendet werden. Nun ist es sehr charakteristisch, daB das
in den Versuchen von Port, Miculicich und Teruuchi wir-
kende zweite Agens, das die Umdrehung der Ionenreihe ver-
ursacht, kolloid ist; denn sowohl Saponin wie Vibriolysin bilden
kolloide Losungen. Nichtkolloide Stoffe, wie Urethan oder
Alkohol, die ebenfalls die Hamolyse verstirken, bewirken da-
gegen in den Versuchen von Miculicich keinerlei Anderung
in der gegenseitigen Wirkungsstirke der Ionen im Vergleich zur
Norm. Wohl aber verindert dann wiederum Natronlauge, also
OH-, in den Versuchen von Teruuchi die Abstufung der
Anionenfolge.

Auf Grund dieser Versuche hatte der eine von uns den
vorher angefiihrten Versuchen von Rywosch folgende Deutung
gegeben: Die Resistenz der Blutkorperchen gegen eine hypo-
tonische Salzlosung ist um so gréBer, je gréBer der Gehalt an
Binnenphosphat, weil die Phosphationen, &hnlich wie die SO,-

1) Miculicioh, Centralbl. f. Physiol. 24, 523, 1910.

f) Teruuohi, Communication de I'Institut Sérothér. de I'Etat danois
3, 1909.
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oder Tartrationen, im allgemeinen die Konsistenz der Proto-
plasmakolloide erhdhen; behandelt man aber die Blutkérperchen
mit Saponin, so wird die Ladung der Protoplasmakolloide in
der Art geiéndert, daB die fallungskriftigsten Ionen, wie die
Phosphat- oder Sulfationen, nun die groBte Losungsfihigkeit
erhalten; daher zeigen diejenigen Blutkorperchen, die am meisten
Phosphat enthalten, nunmehr die geringste Resistenz.

Es wird also den Binnenelektrolyten zum Zweck der Deu-
tung all dieser Versuche die bestimmte Funktion beigelegt, den
Zellen eine gewisse von Art zu Art verschiedene Starre zu
garantieren. Durch die im folgenden zu beschreibenden Ver-
suche wird diese Ansicht eine weitere Stiitze erhalten.

Versuche.

Im Anschlu8 an die Versuche von Port, Miculicich und
Teruuchi wurde der EinfluB von Alkalisalzen mit demjenigen
verschiedener typischer cytolysierender Agenzien kombiniert.
Es zeigte sich bald, daB fiir den Effekt maBgebend ist, von
welcher Tierart die Blutkérperchen stammen.

Die einfache Versuchstechnik war die folgende: Es wurde
eine Serie von Salzlosungen hergestellt, deren Konzentration so
lange variiert wurde, bis bei sorgfiltiger Kryoskopie mit dem
Apparat von Dekhuyzen?) die Gefrierpunkte nur noch um
wenige teausendstel Grade voneinander abwichen. In gleiche
Quanta Losung wurden dann die gleichen Quanta Blutkorper-
chen einpipettiert, die durch einmaliges scharfes Zentrifugieren
und Abhebern des Plasmas erhalten waren. Dann wurde in
jedes Gemisch so viel Hémolyticum-Losung einpipettiert, da8
die Héamolyse bei Zimmertemperatur in einigen Minuten bis
einigen Stunden zustande kam. Bei Versuchen, in denen die
Himolyse sich in einigen Minuten vollzog, muBte natiirlich der
Zeitpunkt der Mischung fiir jedes einzelne Rohrchen beachtet
werden; in den im folgenden wiedergegebenen Protokollen ist
daher ofter angegeben, in welcher Reihenfolge die Suspensionen
der Blutkérperchen in den verschiedenen Losungen mit Hémo-
lyticum beschickt wurden.

’) Dekhuyzen, diese Zeitschr. 11, 346, 1908.
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I. Die Wirkung der Alkali-Kationen.
Zur Ermittlung der relativen Wirksamkeit der Kationen
dienten Losungen der Chloride.
1. Versuche mit Saponin. Als Saponinpriparat wurde
Saponin pur. albissimum Merck verwendet. Die Hauptergeb-
nisse lassen sich in folgende Tabelle zusammenfassen:

Pfeed. . . . . Li<Na<Rb<K
Schwein . . . Na< Li <Rb<K
Kaninchen , . Na< Li <<Rb<K
Meerschweinchen Li < Na < Rb <K
Hund . . . . Li<Na<K <Rbund Li<< K <Na<Rb
Katze . . . . Li=Na=Rb=K
Ziege . .. .Li>Na>Rb>K
Mensch . . . . Li>Na>Rb>K
Rind. ... .L>Na>Rb>K
Hammel . . . Li>Na>Rb>K

Danach sind unter den untersuchten Blutkdrperchenarten
zwei Hauptgruppen zu unterscheiden; die eine umfaBt die
Korperchen von Pferd, Schwein, Kaninchen und Meerschwein-
chen, mit der Reihenfolge der Kationenwirksamkeiten: Li<'Na
<Rb< K, die andere umfaflt Ziege, Mensch, Rind und Hammel
mit der Reihenfolge: Li>>Na>Rb™>K; die Kérperchen von
Hund und Katze reprisentieren dann Ubergangsglieder zwischen
den beiden Hauptgruppen.

Es sind nun noch einige besondere Bemerkungen an die
summarische Mitteilung der Ergebnisse anzukniipfen.

Es wurde bemerkt, daB, wenn die Hamolyse in den reinen
Salzlésungen zustande kommt, die Kationen in der Reihenfolge:
Li<<Na<Rb< K wirksam sind. Wenn nun diese Reihe durch
den weiteren Zusatz eines zweiten Hémolyticums umgedreht
werden kann, so ist es selbstverstindlich, daB diese Umdrehung
erst zustande kommen wird, wenn der Zusatz eine gewisse
Grenzkonzentration iiberschritten hat. So wurde z. B. folgendes
gefunden:

Blutkdérperchen vom Menschen.

0,05 ccm Saponin (0,2%/,ig) + 0,1 ccm Blutkdrperchen

-1~ 2 cem Salzlosung: Li, Na<Rb<7K;



Beitrige zum arteigenen Verhalten roter Blutkérperchen. I. 137

0,07 ccm Saponin (0,2°/,ig) -+ 0,1 ccm Blutkdrperchen
+ 2 ccm Salzlésung: Li =—Na=Rb=K;

0,1 ccm Saponin (0,2°,ig) + 0,1 com Blutkérperchen
+ 2 ccm Salzlésung: Li > Na > Rb > K.

Daraus ist aber nicht etwa der SchluB zu ziehen, daB8
nun in jedem Fall durch reichlichen Zusatz von zweitem Himo-
lyticum die urspriingliche Ionenreihe umgedreht werden kann,
Sondern bei den in der ersten Gruppe vereinigten Tieren lautet
auch bei der raschesten Himolyse, die noch beobachtet werden
kann, die Reihenfolge stets ebenso wie auch in den reinen
Salzlésungen: Li<CNa < Rb < K. Folgende Beispiele mogen
das Verhalten illustrieren:

Blutkérperchen vom Pferd.
1. 0,05 ccm Saponin (0,2°/,ig) 2. 0,05 ccm Saponin (0,2%,ig)
4 0,16ccm Blutk. - 2ccm Salz- - 0,1 cem Blutk. - 2 cem Salz-

16sung. losung.
10223'bis24’Saponinzusatzerst ~ 9b 56’ bis 58’ Saponinzusatz in
zu Li, dann Na, Rb, K Reihenfolge LiNaRbK
10232’ Li << NaRbK 10203’ LiNaK << Rb
10242’ Li < NaRbK 10204’ LiNa <K <Rb
10467 Li < NaRbK 10006’ LiNa <K < Rb
11237 Li < NaRbK 10215’ LiNa <K < Rb

8h20’ Li < Na<Rb <K
4b00’ Li<<Na <Rb<K

Blutkérperchen vom Schwein.
1. 0,056 ccm Sapotoxin (1°/,ig) 2. 0,1 ccm Sapotoxin (1°/,ig)
-+ 0,2 ccm Blutk. -} 5 cem Salz- - 0,2 cem Blutk. 4 5 ccm Salz-

16sung. 16sung.
6206’ Beginn 3023’ Beginn
6235’ alle gleich 4206’ LiNa < RbK
8840’ Li<<Na<Rb=K 4213’ LiNa<Rb<K
9850’ Li <<Na<<Rb<<K 48232’ LiNa < Rb <K

3. 0,2 ccm Sapotoxin (1°/,ig) + 0,2 cem Blutk.
-+ 5 ccm Salzlésung.
3247 Beginn
3852’ LiNa < Rb < K
3857" LiNa<Rb <K
4807 LiNa < Rb <K
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Es ist also bei gewissen Blutkorperchensorten die urspriing-
liche Ionenreihe absolut nicht in die inverse Reihe umzukehren.

Die Ubergangsstellung von Hund und Katze doku-
mentiert sich in folgendem: Bei den Blutkorperchen der Katze
war es @berhaupt nicht moglich, eine bestimmte Hamolysier-
regel herauszufinden; im wesentlichen wirkten alle vier Salz-
1osungen gleich stark, d. h. manchmal verlief die Hamolyse im
Sinn der Reihe: Li Na < Rb K, manchmal im Gegensinn, aber
immer wenig ausgesprochen und ohne sichere Beziehung zur
Relation zwischen Blutkorperchen- und Hadmolyticummenge.
Bei den Hundeblutkérperchen ergaben sich insofern unregel-
miBige Verhiltnisse, als bei hoheren Saponinkonzentrationen
an die Stelle der Reihe: Li < Na < Rb <K die Reihe: Li <
K < Na < Rb trat, und zwar so, daB die zweite Reihe inner-
halb eines Versuches allmihlich aus der ersten entstand; z. B.:

Blutkorperchen vom Hund.
0,15 ccm Saponin (0,2°/,ig) -+ 0,1 ccm Blutk. - 2 ccm Salzlésung.

4b34’ bis 35’ Saponinzusatz in Reihen-
folge Li NaRbK

4038’ Li< Na <K < Rb

4040’ Li<Na<K <ZRb

4h45’ Li < NaK < Rb

4h48’ Li<< K < Na<Rb

5800’ Li <K <Na<Rb

6210 Li<<K < Na<Rb

6250’ Li < K < Na < Rb

2. Versuche mit Sapotoxin. Zu den Versuchen wurde
Sapotoxin von Merck verwendet. Die Hauptergebnisse sind in
der folgenden Tabelle zusammengefaBt:

Pferd . . . . . . Li<Na<<Rb<<K
Schwein . . . . . Li < Na<<Rb<<K
Kaninchen. ., . ., Li<Na<Rb<K
Meerschweinchen . Li< Na<Rb <K
Hund . . . . . . LisNaSRbs=K
Katze , . . . . . LisNasSRbzK
Ziege . . . . .. Li>Na>K>Rb
Mensch . . . . . Li>>Na>Rb K

Rind ., . . .. . Li>Na>RbK

Hammel ., . ., . Li>NaRb>K
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Die Tiere gruppieren sich also nach dem Ver-
halten ihrer Blutkdrperchen genau so wie bei den
Versuchen mit Saponin.

Die Zwischenstellung der Blutkdérperchen von
Hund und Katze duBert sich diesmal in folgender Art:

Die Héamolyse bei den Korperchen der Katze setzt in
allen Losungen fast zu gleicher Zeit ein, so daB Abstufungen
oft kaum zu konstatieren sind. Die Versuche verliefen z.B.
in folgender Art:

Blutkdrperchen der Katze.

1. 0,05 ccm Sapotoxin (0,33°/,ig) + 0,1 ccm Blutk.
—+ 2 ccm Salzlosung.
3b 256’ bis 26’ Sapotoxinzusatz in Reihen-
folge LiNaRbK
3835’ K Rb > NaLi
3241’ alle fast gleich stark hiamolysiert
3b48’ do.
3b57 do.
410’ Rb > K NaLi
4227 Rb > K > NaLi, Hamolyse fast total.

2. 0,15 ccm Sapotoxin (0,33°/,ig) + 0,1 ccm Blutk.
-+ 2 ccm Salzlosung.
6202’ bis 03’ Sapotoxinzusatz in Reihen-
folge K Rb Na Li
6206’ Li > Na > Rb > K, kaum verschieden
6210’ totale Hamolyse.

In diesen zwei Versuchen kommt also je nach der relativen
Menge von Sapotoxin die regulire und die inverse Kationen-
reihe heraus; aber die Unterschiede zwischen den einzelnen
Wirkungen sind erheblich undeutlicher als sonst.

Auch an den Blutkérperchen vom Hund war es schwer,
Wirkungsdifferenzen der Ionen herauszubekommen; auch der
folgende kompliziertere Verlauf der Hamolyse ist charakte-
ristisch:
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Blutkorperchen vom Hund.
0,05 ccm Sapotoxin (0,33°/,ig) + 0,1 com Blutk.
~+ 2 cem Salzlosung.
9h 51’ bis 52’ Sapotoxinzusatz in der
Reihenfolge Li NaRbK
1000’ K > Rb, Na, Li
10203’ K> Rb, Na > Li
10206’ K > Na > Rb > Li
10023’ Na>LiK >Rb
10826’ Na >Li > Rb, K
3820’ Na, Li > Rb, K

Also wihrend des Versuches dreht sich allm#hlich die
Ionenreihe um.

Das bisherige Ergebnis lautet demnach: Die Kom-
binationen Saponin-—Alkaliionen und Sapotoxin—
Alkaliionen haben den gleichen Effekt: Die Hémo-
lyse der Blutkérperchen von Pferd, Schwein, Kanin-
chen, Meerschweinchen wird von den Kationen in der
reguliren Reihenfolge: Li<Na</Rb<K beeinflult,
die Himolyse bei Ziege, Mensch, Rind, Hammel er-
gibt die inverse Reihe: Li>>Na>Rb>K; Zwischen-
glieder bilden Katze und Hund.

Sucht man nach einer Erklirung hierfiir, so findet sie
sich unseres Erachtens in den Beziehungen zu den Binnen-
elektrolyten. Nach Abderhalden differiert der Salzgebalt der
Blutkérperchen, soweit Untersuchungen bisher vorliegen, in
der folgenden charakteristischen Art:

P h;;?;or- Kali |Natrium
Rind . . .. 0,350 0,722 2,232
Hammel . . . 0,365 0,741 2,257
Ziege . . . .| 0279 0,679 2,174
Hund .. .. 1,298 0,273 2,839
Katze . . . . 1,186 0,258 2,705
Pferd . . . . 1,687 | 4130 | —
Schwein . . . 1,653 4,957 —_
Kaninchen . . 1,733 5,229 —_

Danach bilden, gerade so wie bei der Hamolysierfahigkeit,
Pferd, Schwein, Kaninchen eine Gruppe fiir sich, Rind, Hammel,
Ziege eine andere Gruppe, und Hund und Katze nehmen eine
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Zwischenstellung ein, weil sie sich im Phosphatgehalt mehr der
einen, im Alkaligehalt mehr der anderen Gruppe anschlieBen.
AuBer dieser Beziehung zu den Binnenelektrolyten ist uns keine
Beziehung der aufgefundenen Abstufung in der Hamolysier-
fahigkeit zu anderen Eigenschaften der Blutkrperchen bekannt.
3. Versuche mit weiteren H#amolytica. Ahnliche
Versuche stellten wir mit Kobragift | Lecithin, mit Agaricin,
taurocholsaurem Natrium und Solaninum hydrochloricum an.
Fiir das Kobragift sind wir Herrn Geheimen Rat Ehrlich zu
groBem Dank verpflichtet, die iibrigen Priparate stammten von
Merck; das Agaricin wurde in der Warme unter Zusatz von
Natriumbicarbonat in Losung gebracht. Auch diese Héamo-
lytica sind, das Solanin wenigstens als freie Base, kolloid gelost.
Die Wirkung wurde an je zwei Vertretern der bei den
vorigen Versuchen sich bildenden Gruppen von Blutkorperchen
gepriift, namlich an den Blutkorperchen von Schwein und
Kaninchen einerseits, von Hammel und Rind andererseits.
Das Ergebnis ist in der folgenden Tabelle zusammengefaft.

——

Sohwein Kaninchen Hammel Rind

Kobragift (0,5%,ig) 4|

Leocithin (0,19/,ig) . . [Li<Na<K<Rb|Li<Na<Rb<K|Li<Na<K<Rb|Na<Li<K<Rb
Agarioin (19/,ig) . .|JLi<Na<Rb<K| unregelmiBig |Li<Na<Rb<K|Li<Na<K<Rb
Taurocholsaures  Na-

trium (2%,ig) . . . .| unregelmaBig — unregelmiBig | unregelmiBig
Solaninum hydrochlor.

(0,05%,ig) . . . .. do. unregelmiBig do. do.

Was in der Tabelle mit ,unregelmiBig“ gemeint ist, lehrt
etwa folgende Gegeniiberstellung der Endreihen in den mit Solanin
und mit Sapotoxin an den Schweineblutkérperchen angestellten

Versuchen:

Blutkorperchen vom Schwein.

Solanin: Sapotoxin:
Li<<Na<<K<Rb Li<Na<Rb, K
Rb <Li<<Na <K Li<<Na<<Rb<K
Li<K<Na<Rb Li Na <<Rb<<K
Li<Rb<Na, K Na<<Li<<Rb<<K
Li<Na<<K<Rb Li, Na <Rb, K
Na<<K<Li<Rb Li<<Na<<Rb<K

Na < K < Li < Rb
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Wihrend also bei der Mitwirkung des Sapotoxins ganz
einheitlich Li und Na die Himolyse relativ wenig, Rb und K
relativ stark fordern, stehen die Kationen bei der Kombination
mit Solanin ganz regellos in der Wirkungsreihe bald hier, bald
dort. Auch hiermit kénnen wir wiederum am ersten an die
Erfahrungen bei den hydrophilen Kolloiden ankniipfen, bei
denen nur bei ausgesprochener Ladung in einem Sinne Li und
Na an dem einen Ende der Wirkungsreihe, Rb und K an dem
anderen Ende stehen, wihrend bei weniger definierter Ladung
die unregelmaBigen ,,Ubergangsreihen“ zum Vorschein kommen?).

II. Die Wirkung der Anionen.

Zur Ermittelung der relativen Wirkungsstirke der Anionen
dienten Losungen von Natriumsalzen.

Nach den Untersuchungen des einen von uns wirken bei
Abwesenheit eines weiteren Hamolyticums die Anionen in der
bekannten lyotropen Reihe: SO,< Cl< Br, NO,<J. Bei Gegen-
wart von Saponin oder von Vibriolysin wirken dagegen die
Anionen nach den zitierten Untersuchungen von Port, von
Miculicich und von Teruuchi gegeniiber den Blutkérperchen
von Mensch, Rind und Pferd nach der entgegengesetzten Reihen-
folge: 80, > Cl>Br,NO, >>J. Wir kinnen diese Angaben
bestitigen und erweitern. Unsere Versuche erstrecken sich
wiederum auf die Blutkorperchen von Schwein, Kaninchen,
Rind und Hammel.

Bei Gegenwart von Saponin und Sapotoxin ver-
stirken die Anionen in jedem Fall in der Reihenfolge: SO,
>Cl>Br> N0, >J.

Bei Gegenwart von Kobragift findet man dagegen die
regulire Reihe: SO, < Cl, Br, NO, < J.

Unter der Mitwirkung von Solanin erhilt die Reihe mit
RegelmiaBigkeit die etwas abweichende Form: S80,<J<Cl
< Br, NO,.

Agaricin und taurocholsaures Natrium endlich fithren
wieder zur Sonderung in die beiden Gruppen von Blutkérperchen,

1) Siehe besonders Hober, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol.
2, 85, 1907.
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die wir beim Studium der Kationenwirkungen fanden, deren
einer die Blutkdrperchen von Rind und Hammel, deren anderer
die von Schwein und Kaninchen angehéren.

Bei der Agaricinwirkung #duBert sich. diese Sonderung in
folgender Weise: Die Blutkérperchen von Rind und Hammel
hémolysieren meist entsprechend der reguliren Folge: SO,
< C1<Br, NO, <CJ; die Kérperchen von Schwein und Kaninchen
werden dagegen im Versuchsanfang nach der reguliren, spiter
nach der inversen Reihe beeinfluBit:

Blutkdérperchen vom Hammel

0.1 cem Agaricin (1°,ig) 4 0,25 com Blutkdrperchen

~+ 5 ccm Salzldsung.

3842’ bis 43" Agaricinzusatz in Reihenfolge
SO,, Cl, Br, NO,, J

5205’ 80, < Cl, Br, J<NO,

5830" SO, << Cl, Br, J <NO,

620" 8O, <<Cl, Br, J <<NO,

8230’ SO, << Cl<Br, J £ NO,.

Blutkérperchen vom Schwein.

0,1 ccm Agaricin (1°/4ig) -} 0,26 ccm Blutkdrperchen - 5 cem
Salzlésung.
11257’ bis 58’ Agaricinzusatz in Reihenfolge
80,, Cl, Br, NO,, J
15203’ 80, <<Cl, Br,J <NO,
3820’ 8O, >NO, >Cl, Br>J
4212’ 80, >CL, NO,>Br>J
4247 80,>Cl>NO,>Br>J.

Ahnlich wirkt taurocholsaures Natrium, nur wirkt es
stirker umdrehend, so daB hier die Blutkdorperchen von Rind
und Hammel anfangs nach der reguliren, dann nach der in-
versen Reihe beeinfluBt werden, wihrend die Blutkdrperchen
von Kaninchen und Schwein von vornherein entsprechend der
inversen Reihe: SO, > J > Cl > NO, > Br sich aufldsen. Dies
zeigen folgende Beispiele:
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Blutkdrperchen vom Rind.

0,2 ccm tauroch. Na. (2°/,ig) 4 0,1 ccm Blutkorperchen -} 5 cem
Salzlésung.

10222’ bis 23’ Zusatz des tauroch. Na in Reihen-
folge J, Br, NO,, C, SO,
10849’ SO, < Cl, Br, NO, < J
11806’ SO, < Cl, Br, NO, < J
12506’ NO, < Cl, Br < 50, << J
12416’ NO, < Br < Cl<80,<J
12b45’ NO, < Br, C1 < 80,, J
%00’ NO, < Br, C1 << J < SO,
5415’ NO, < Br, Cl << J < SO,.

Blutkérperchen vom Kaninchen,

0,1 ccm tauroch. Na. (2°/,ig) 4 0,05 ccm Blutkorperchen -} 2 com
Salzl6sung.

4025’ bis 27’ Zusatz des tauroch. Na in Reihen-
folge SO,, Cl, Br, NO,, J

4829’ SO, >J > Cl, Br, NO,

4231’ 80, » J >Cl, Br, NO,

4237" 80, >J > Cl> Br, NO,

4k48’ S0, >J>Cl1>NO, > Br.

Auch die Verhiltnisse bei den Anionenwirkungen erinnern
also an die mannigfachen Abstufungen der relativen Ionen-
wirksamkeiten, denen man bei den organischen hydrophilen
Kolloiden begegnet, wenn man durch H* oder OH~ deren
elektrische Eigenschaften éndert.

SchluB.

Man darf nach all dem wohl in den Ergebnissen dieser neuen
Hiamolyseversuche eine Bestitigung der Annahme erblicken,
daB die Salze die Himolyse beeinflussen, indem sie auf die
Kolloide der Blutkérperchen wirken. Im einzelnen wird man
freilich den Versuchen schwerlich eine klare Deutung geben
konnen; denn falls man an Ladungseinfliisse von seiten der
verwendeten Cytolytica denkt, wird man ja damit zu rechnen
haben, daB in den Zellen Gemische verschiedener Kolloide
vorliegen, die verschieden beeinflut werden kénnen; zudem ist
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bekannt, daB Saponin, Sapotoxin, Kobragift besonders mit den
Lipoiden reagieren, wihrend taurocholsaures Natrium nach den
Untersuchungen von Neufeld und Héndel?) auch die Eiweil-
korper angreift. Hinzukommen die von Tierart zu Tierart auch
wechselnden quantitativen Relationen zwischen den einzelnen
Zellkolloiden?). Verschiedene Versuche, die Einzelergebnisse
weiter aufzukliren, wie Beobachtungen der Kataphorese der
Blutkorperchen wihrend ihrer Hamolyse, Priiffung der Fill-
barkeit der einzelnen Cytolytica durch die Salze, EinfluB der
Cytolytica auf die Oberflichenspannung der Ldsungen, haben
denn auch zu keinen nennenswerten Resultaten gefiihrt. Das
Hauptergebnis unserer Versuche scheint uns zu sein,
daB in den kombinierten Himolysen mit Saponin und
Sapotoxin die Beziehung zu den Binnenelektrolyten
der verschiedenen Blutkérperchen klar zum Ausdruck
kommt, so daB wir in diesem Resultat eine Stiitze der
Ansicht erblicken, da8 die Binnenelektrolyte in der
Tat die Funktion der Konservierung einer bestimmten
normalen Protoplasmakonsistenz ausiiben. Vielleicht
darf man daher von jetzt ab in Fillen einer pathologisch ver-
énderten Blutkorperchenresistenz als Erklirung eine abmorme
Salzmischung in den entarteten Blutkérperchen in den Bereich
der Moglichkeit ziehen und kann eventuell, ohne gleich auf
die miihsamen Aschenanalysen zu rekurieren, zuerst mit Hilfe
der hier probierten kombinierten Saponin-Salzhémolysen nach
einem gewissen AufschluB suchen.

") Neufeld und Hindel, Arb. aus d. Kaiserl. Gesundheitsamt
28, 572, 1908.

*) Siehe u. a. A. Mayer und Schaeffer, Compt. rend. de VAcad.
155, 728, 1912.
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Beitrige zuom arteigenen Verhalten der roten Blut-
korperchen.

II. Kataphorese und Himolyse.

Von
Shuzo Kozawa.

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Kiel)
(Eingegangen am 27. Januar 1914.)

Durch die Versuche, die auf den folgenden Seiten be-
schrieben sind, wurde die Frage gepriift, ob die GroBe der
elektrischen Gesamtladung, welche die roten Blutkdrperchen
fithren, und der zufolge sie z. B. in einem elektrischen Potential-
gefille in Bewegung geraten, von Tierart zu Tierart differiert,
und ob, wenn dies der Fall ist, der LadungsgréBe andere Eigen-
schaften der Blutkorperchen, vor allem ihre Himolysierbarkeit,
symbat sind. Es ist ndmlich in der vorausgehenden Arbeit
von Hober und Nast!) gezeigt worden, daB die Resistenz
der Blutkorperchen, die von Art zu Art verschieden gro8 ist,
unter anderem von den Binnenelektrolyten der Blutkérperchen
abhingt, die gleichfalls artspezifisch gemischt sind, und daB
dieser Zusammenhang wahrscheinlich so zu denken ist, daB die
Elektrolyte auf die Zellkolloide wirken und diesen eine gewisse
Konsistenz verleihen. Nun ist dieser EinfluB der Elektrolyte
auf die Kolloide sicherlich zum Teil elektrischer Natur; auch
dafiir werden in der voranstehenden Arbeit einige Anhalts-
punkte gegeben. So ergab sich die genannte Fragestellung,
und auf Anregung und unter Leitung von Prof. Héber wurde
sie einer Priifung unterzogen.

Auf die Moglichkeit eines Zusammenhanges zwischen Himo-
lyse und elektrischer Ladung der Blutkérperchensubstanz ist

) Hober und Nast, diese Zeitschr. 60, 131, 1914.
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schon einmal durch L. Michaelis und D. Takahashi?) hin-
gewiesen worden. Diese bestimmten namlich erstens, bei welcher
Wasserstoffionenkonzentration Blutkorperchen, die in Gemischen
von Natriumacetat und Essigsdure suspendiert sind, das Hamo-
globin austreten lassen, und fanden fiir die Blutkdrperchen
von Hammel, Pferd, Taube und Maus die gleiche Grenzkon-
zentration von etwa 1.107° [H*]. Zweitens bestimmten sie
den isoelektrischen Punkt der Blutkérperchenstromata; zu
diesem Zweck losten sie die Blutkérperchen mit destilliertem
Wasser auf und setzten die Essigsiure-Acetatgemische hinzu.
Alsdann fillt von einer bestimmten minimalen Wasserstoffionen-
konzentration ab ein farbloser Niederschlag aus, dieser verstirkt
sich zuniichst mit wachsendem H*-Gehalt der Mischung, wird
dann wieder schwicher und nimmt dann abermals zu, indem
er sich mehr und mehr durch zersetztes Hémoglobin rotbraun
fairbt. In dem ersten Fillungsmaximum erblicken Michaelis
und Takahashi den Ausdruck des isoelektrischen Verhaltens
der Stromata; die zugehérige Wasserstoffionenkonzentration liegt
fiir alle untersuchten Blutkorperchen, d. h. fiir die Blutkorper-
chen von Hamme], Schwein, Rind, Kaninchen, Maus und Taube
wiederum bei dem gleichen Wert [H*] = 1-10~%. Danach kime
man zu dem Schlu8, daB H&amolyse eintritt, wenn die Stroma-
substanz isoelektrisch gemacht wird; artspezifische Differenzen
gibe es hierbei aber nicht.

Mit diesem Ergebnis stehen Angaben von Landsteiner?)
in gewissem Widerspruch. Auch dieser bestimmte die Aus-
flockbarkeit der Blutkérperchenstromata verschiedener Tiere
durch Wasserstoffionen, aber mit etwas anderer Methode. Das
Blut wurde nach Sachs®) durch Warme lackfarben gemacht,
aus dem verdiinnten Blut wurden dann die Stromata aus-
geschleudert, in 1°/, Kochsalz suspendiert und dann in Acetat-
Essigsiuregemische eingetragen. Es ergab sich, da8 die Stro-
mata der einzelnen Tierarten in ihrer Fillbarkeit recht erheblich
differieren; ordnet man sie nach dem Beginn der Ausflockung,
so erhilt man, mit der am leichtesten ausflockenden Art be-

Yy Michaelis und Takahashi, diese Zeitsohr. 20, 439, 1910.
%) Landsteiner, diese Zeitschr. 50, 176, 1913.
%) H, Sachs nach Handb. der Technik und Methodik der Immuni-
titsforschung von Kraus und Levaditi X, 1908.
10*
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ginnend, folgende Reihe: Taube >> Ratte, Kaninchen >> Meer-
schweinchen, Katze > Pferd, Gans > Mensch ~> Huhn, Hammel,
Ziege > Rind.

Ich selbst bestimmte die elektrische Ladung der Blut-
korperchenbestandteile auf andere, direktere Weise, nimlich
durch Kataphorese der intakten Blutkérperchen. Wie
Héber?) niamlich gezeigt hat, wandern normale Blutkdrperchen
im -elektrischen Potentialgefille zur Anode und kénnen durch
ausreichenden Zusatz von Wasserstoffionen oder von mehr-
wertigen Kationen umgeladen werden, so daB8 sie zur Kathode
wandern. Artdifferenzen in der Aufladung der Blutkdrperchen
konnten danach so aufgesucht werden, daB fiir jede Korperchen-
art diejenige Konzentration eines der wirksamen Ionen bestimmt
wurde, welche die Blutktrperchen eben isoelektrisch macht.
Sitz und Natur der Ladung sind bei dieser Art Messung zwar
am allerwenigsten definiert; denn nicht bloB die verschiedenen
Kolloide des Stromas und des Zell-,Inhalts“ beteiligen sich an
der Gesamtladung, sondern dazu kommen noch die Ladungen
durch freie Ionen infolge relativ beschrinkter Permeabilitit
der Grenzfliche von Zelle und Umgebung. Dafiir bietet die
kataphoretische Methode aber den Vorteil, daB man mit der
intakten Zelle arbeiten kann.

Zur Bestimmung der Kataphoreserichtung verwendete ich
den von Hober angegebenen Apparat und hielt mich bei der
Handhabung ganz an die vorhandenen Vorschriften. Als um-
ladende Ionen wurden H*- und La**+-Ionen benutzt. Um den
EinfluB der H-Ionen nach Maglichkeit auf die Zelloberfliche
zu beschrinken, verwendete ich nicht Acetat-Essigsiuregemische,
sondern Gemische von Phosphorsiure und primdrem Phosphat.
Da nach den Angaben von Overton w a. viele organische
Sauren, z. B. die Fettsiuren, in lebende Zellen eindringen,
withrend anorganische Siuren dies zunédchst nicht tun, erschien
es wahrscheinlich, daB sich durch die Benutzung der Phosphor-
siure- Phosphatgemische der Ort der Ladungsinderung be-
schrinken und dadurch die Ubersicht iiber die Folgen ver-
einfachen lieBe. Fiir die Richtigkeit dieser Uberlegung lassen
sich vielleicht einige Versuche von D. Dale?) anfiibren. Diese

) Hober, Arch. f. d. ges. Physiol. 101, 627, 1904; 102, 196, 1904.
%) Dale, Journ. of Physiol. 48, 129, 1913.



Beitrige zum arteigenen Verhalten roter Blutkorperchen. II. 149

fand, daB die H-Ionenkonzentration, bei der Paramaecien inner-
halb einer gewissen Zeit zugrunde gehen, je nach der Zusammen-
setzung des benutzten Puffergemisches verschieden groB ist,
nimlich fiir:

Natriumacetat-Essigsdure ., ., . [H*] = 10—
Glykokoll-Salzsdure . . . . ., . [H*]==10—4%®
Natriumecitrat-Citronensiure ., . [H*] = 10—3

Das Gemisch mit der relativ schwachen Fettsiure totet
also bei der geringsten H*-Konzentration, vielleicht weil seine
H-Ionen nicht blo8 die Plasmahaut, sondern von vornherein
auch das Zellinnere angreifen.

Die gebrauchten Phosphatmischungen stellte ich folgender-
maBen her: '/, molekulare Losungen von Phosphorsiure, von
primérem und sekundidrem Phosphat wurden so weit mit Wasser
verdiinnt, daB sie zu den Blutkérperchen ungefihr isotonisch
waren; ihre Gefrierpunktserniedrigung betrug 0,649° Mit diesen
Losungen wurden die in der folgenden Tabelle verzeichneten
Gemische hergestellt, deren H*-Konzentration in der Gaskette
gemessen wurde. i

Priméres Phosphat| Phosphorsiure [H+]
49,5 0,5 10—8.795
490 1,0 10—3.888
48,0 2,0 108,181
47,0 3,0 10~ 3,979
46,0 4,0 10—2770
450 ’ 5,0 10—3871
Priméres Phosphat | Sekund. Phosphat [H+]
10,0 0,0 10 4.268
9,9 0,1 104,588
9,75 0,25 104,979
9,5 0,5 105,261
9,0 1,0 105,631
8,0 2,0 106,072

Zur Beeinflussung der Kataphorese mit Lat** verwendete
ich eine Stammlésung von ca. !/, mol. La(NO,), in 0,95°,igem
NaCl, die in verschiedenem MaBe mit 0,95°/,igem NaCl ver-
diinnt wurde.
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Kataphoreseversuche.

Bei diesen Versuchen wurde eine sehr kleine Menge ab-
zentrifugierter Blutkdrperchen in die verschiedenen Lisungen
iibertragen und sofort die Richtung der Kataphorese bestimmt.

1. Umladung durch Wasserstoffionen. Die Ergeb-
nisse sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben:

3; gl 8 E = 3 5

Besl 2 B8\ B S B Bl %\ 2|3 ¢
O ) =

%.Eé (e | A | 8| & |- | N K ~ 8

B °l & | % -

4263 | —

3,795 -

3,388 + | = | = = —

3,131 + |+ | x| - - -

2,979 + Flxl+ )] -1-1-

2,170 + + + +

2,671 + +

2. Umladung durch Lanthanionen.

8g g 2
o —
IR R R R R
+ & . 3 s () ] g = o g g _g
T e Hp |l A | M| S| ®|S s | & | §
23| o = o ]
= 2
‘/oo - - -
Yoo [ £ | = | = | =1 = | =
Yoo | + + + + - + -
500 + + + + + + - - -
1/333 - - -
250 i xr + +
1/200 l + | +

Die beiden Tabellen lehren iibereinstimmend, daB art-
spezifische Differenzen in der GroBe der Gesamt-
lJadung der Blutkorperchen existieren. Die aus den
Tabellen abzulesenden Konzentrationen, welche die Blutkorper-
chen isoelektrisch machen, sind einigermaBen exakt bestimmt,
soweit die Methodik das zulift. Die Blutkorperchen in der
Kataphoresekammer sedimentieren némlich ziemlich rasch; so-
bald sie sich aber einmal auf den Boden der Kammer gelagert
haben, sind sie natiirlich unbeweglich geworden. Es ist des-
wegen notwendig, sehr rasch zu arbeiten. Tritt irgendeine
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Verziogerung ein, so muB die Kammer frisch gefiillt werden;
in der Zwischenzeit hat sich aber manchmal die Suspension,
die zur Fillung dient, schon verdndert, denn wir werden sehen,
daB die Ladung von der Dauer der Wirkung der ladungs-
dndernden Losung abhingig ist. Fiir die Versuche spricht auf
jeden Fall, daB die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen un-
gefihr iibereinstimmen: in beiden Fillen, sowohl mit H* wie
mit Lat*+ werden die Blutkérperchen von Kaninchen und
Meerschweinchen am leichtesten umgeladen, und die Blut-
korperchen von Hammel, Rind und Schwein am wenigsten
leicht. Auch mit Landsteiners Angaben iiber die verschiedene
Fillbarkeit der Blutkorperchenstromata stimmt die hier ge-
fundene Reihenfolge bemerkenswert iiberein:

Kataphorese(H"): Kaninchen > Meerschweinchen™ Pferd,
Katze, Mensch > Hund > Ziege > Hammel > Rind, Schwein.

Kataphorese (La***): Kaninchen > Meerschweinchen >
Pferd, Katze, Hund >>Mensch, Ziege >Hammel, Rind, Schwein.

Stromafallung: Kaninchen > Meerschweinchen, Katze >
Pferd > Mensch™> Hammel, Ziege ™ Rind.

Um zu priifen, ob die Ubereinstimmmung noch weiter
geht, erginzte ich noch die Messungen von Landsteiner
durch die Priifung der Féillbarkeit von Stromata des Schweins.
Sie wurden, wie in den Versuchen von Landsteiner, nach
der Methode von Sachs dargestellt und in Essigsidure-Acetat-
gemischen suspendiert. Der Vergleich mit den Stromata vom
Rind ergab folgendes:

10¢ H+ 1,6 48 14 42 130 | 400 800
Rind . . . . - - - + ++ -+ |
Schwein . . - - + ++ ++ | |

Die Stromata vom Schwein flocken danach etwas leichter
aus als die vom Rind; aber die gefundenen Werte sind nicht
ganz eindeutig, weil zum Unterschied von den Rinderstromata
die Stromata vom Schwein trotz allen Waschens etwas rotbraun
gefirbt blieben.

Mit den Ergebnissen von Michaelis und Takahashi
stimmen unsere Ergebnisse nicht iiberein. Die Methoden sind
ja freilich sehr verschieden.
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Haémolyseversuche.

Zu diesen Versuchen verwendeten wir dreimal mit Koch-
salzldsung gewaschene Blutkorperchen. In 10 ccm der Gemische
von primdrem und sekundirem Phosphat bzw. primarem Phos-
phat und Phosphorsiure wurde jedesmal 0,1 ccm Blutkérperchen-
brei eingetragen und dann die Probe bei Zimmertemperatur
stehen gelassen. Einige Versuchsbeispiele mogen den Verlauf
schildern:

Wasserstoffionen- "
exponent 8,388 3,795 | 4,263 | 4,588 | 4,979 | 5,261 | 5,621

$8td| ++++| =+ - - - - -
Katze 6 » |4+ + + - - -
24 » | A | | -
8 » | +++ - - - - - -
Rind | 6 » | ++++| + - - - =-1-
24 » |+ |+ - — - -
8 » + - - - — - -
Schweinl| 6 » +++ - - - - - -
24 » |+ - - - - -

Wasserstoffionen-
exponent 3,388 3,795 | 4,263 | 4,588 | 4,979 | 5,261 | 5,621

88td.| ++++| * - e e

Katze {| 6 »n |++4+t+| +4++ + - - - -
2 | -

Meer- (1 8 n |4+ +4++ | + | = | — | — | -
schwein-| 6 » [++ttH |+ | = | — | -
chen |24 » |+ttttltttirrttHHH | £ | -
. A T I D O
‘i;‘;‘:{ R st T I N e
2% |+t | + | -

Wasserstoflionen- | 3408 | 3795 | 4263 | 4,588 | 4,979 | 5,261 | 5,621
exponent

|
|
—
|
]
|
|

8 Std.| +++
Hammel{| 6 » | ++++
24 » |4+ HH

3 » +++ - -
Rind 6 »n |4+4++++ + - - - - —_
24 n |+ttt + - - - -
3 » + - - - - — —
Schwein{ 6 » +++ - - - —_ - -
24 » |44+t -+ - - - - -
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In dieser Art wurde eine groBe Zahl von Versuchen durch-
gefiihrt, die z. B. folgende Reihen ergaben:
. Katze > Rind, Hammel,
. Rind 2 Pferd > Schwein,
. Hund = Ziege,
Rind > Schwein,
Rind > Hammel > Schwein,
Ziege > Rind >> Hammel, Pferd,
. Katze >> Rind ~> Schwein,
Meerschweinchen > Kaninchen > Rind,
Meerschweinchen > Kaninchen — Katze
usw.

Daraus lieB sich die Gesamtreihe kombinieren:

Meerschweinchen > Kaninchen, Katze ~> Hund, Ziege > Mensch,
Rind, Pferd, Hammel > Schwein.

© P NP oS PR

Zeitlicher EinfluB der Wasserstoffionen auf die
Kataphorese.

Vergleicht man, um zu priifen, ob Kataphorese und Hamo-
lyse zusamenhéngen, die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen,
so fillt es auf, daB zur Umladung viel grioBere Konzen-
trationen an H* verwendet werden muBten, als zur Hamo-
lysierung. Das ist aber nur Sache der Methodik. Umladung
wie Hamolysierung sind Vorgiénge, die Zeit brauchen. Fiir die
Hamolyse geht dies schon klar aus den angefiihrten Versuchs-
) protokollen hervor. Man erkennt den ZeiteinfluB darin, daf
man mit einer gréBeren H*-Konzentration in 3 Stunden das-
selbe erreicht, wie mit einer kleineren H*-Konzentration in
6 Stunden. Die H&émolysiergeschwindigkeit ist also abhingig
von der aktiven Masse der H-Ionen. Gerade so ist auch die
Umladung ein Zeitvorgang. Darauf wurde als Fehlerquelle bei
der Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Blutkdrperchen
bereits (S. 1560) aufmerksam gemacht. Hier sollen genauere An-
gaben dariiber folgen.

In der ndchsten Tabelle sind die Zeiten genannt, nach
denen bei ofterer Priifung zuerst das Vorhandensein positiver
Ladung auf den in den verschiedenen Losungen suspendierten
Blutkorperchen bemerkt wurde:
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Waaserstoffionen- | Kanin- | Meer- . . .
exponent chen schw. Katze | Pferd | Ziege |Hammell Rind [Schwein

8,795 5b 5h 24> 24 | 242 oo 0o

8,388 >0 30’ 4» 50 5 [
(schwach)

8,131 >0 >0 >0 2h 2b 28 215

2,979 1b 115 L 130’
(schwach)

Stellt man hiernach noch einmal eine Reihe der Umlad-
barkeit auf, so gelangt man zu der Anordnung:

Kaninchen > Meerschweinchen >> Katze ~> Pferd ~> Ziege
> Hammel > Rind > Schwein.

Die Reihe stimmt im wesentlichen mit den vorher er-
haltenen iiberein.

Zusammenhang von Hiamolyse und Kataphorese.

Vergleicht man nun die fiir Himolyse und Kataphorese
giltig gefundenen Reihen, so ist ein gewisser Parallelismus
unverkennbar. Stellen wir nochmals die Ergebnisse einander
gegeniiber:

Rasche Umladung durch H*:

Kaninchen > Meerschweinchen > Pferd, Katze, Mensch

> Hund > Ziege > Hammel >> Rind, Schwein.

Allmihliche Umladung durch H*:
Kaninchen > Meerschweinchen >> Katze > Pferd >> Ziege
> Hammel > Rind > Schwein.

Hémolyse durch H*:
Meerschweinchen > Kaninchen, Katze > Hund, Ziege
> Mensch, Rind, Pferd, Hammel > Schwein.

Am Anfang der drei Reihen stehen also Kaninchen, Meer-
schweinchen und Katze, am Ende Hammel und Rind, dann
Schwein. Die Ordnung der verschiedenen Zwischenglieder ist
freilich unregelmiBig, namentlich die Stellung fiir Pferd und
Mensch inkongruent. Trotzdem gibt die Ubereinstimmung der
Endglieder den Reihen ein #hnliches Geprige.

Es wird dadurch die Vermutung nahegelegt, da Hémolyse
und Ladung in ursichlichem Zusammenhang stehen, und im
speziellen wird man die Deutung des Zusammenhangs in der
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schon von Michaelis und Takahashi angegebenen Richtung
suchen, daB die Hiémolyse als Folge eines Zusammen-
flockens von Zell-, speziell Plasmhautkolloiden im
isoelektrischen Punkt aufzufassen ist. Michaelis und
Takahashi sind zu der Ansicht freilich durch Versuche ge-
kommen, die mit meinen Ergebnissen durchaus nicht iiberein-
stimmen. Denn weder finde ich, daB die Hamolysierbarkeit
durch die aktiven Ionen, noch daB die Verinderlichkeit des
Sinnes der elektrischen Aufladung der Blutkorperchen von Tierart
zu Tierart die gleiche ist.
Die eben genannte Vermutung wire nun genauer zu priifen,
d. b. es miiBte nachgesehen werden, ob die Blutkérperchen
wirklich im isoelektrischen Punkt maximale Instabilitdt be-
sitzen. In dieser Hinsicht lieB sich folgendes konstatieren:
Bei meinen zahlreichen Versuchen habe ich niemals ge-
funden, daB Blutkérperchen, die der Wirkung von H-Ionen
ausgesetzt wurden, langere Zeit positiv geladen sein konnten,
ohne sich aufzulésen. Die Hamolyse begann meistens schon,
wenn noch negativ geladene Blutkorperchen unter dem Mikro-
skop in der Kataphoresekammer zu sehen waren, so da man
auf nichte weiter schlieBen kann, als daB bei Anndherung an
den isoelektrischen Punkt durch Zusatz von H* die Himolyse
einsetzt. Von einer Maximumwirkung war nichts zu bemerken.
Anders bei den Versuchen mit La-Ionen! Es ist leicht
zu konstatieren, daB Blutkorperchen selbst 24 Stunden in voll-
kommener Weise ihr normales Aussehen behalten konnen, auch
wenn sie durch La*** umgeladen sind. Das hat nichts mit
der Agglutination zu tun, die bei Zusatz der La-Ionen zustande
kommt. Denn durch ofteres, kraftiges Umschiitteln kann man
es leicht erreichen, daB die Blutkdrperchen nicht zusammen-
klumpen. Umladung durch Lat*** bewirkt also nicht Hamolyse.
Wohl aber lieB sich feststellen, daB bei mittlerer La**+-
Konzentration kriftige Himolyse einsetzt, wihrend zu gleicher
Zeit in den Gemischen mit kleinen und mit groBen La**++-
Gehalten die Himolyse gleich Null oder fast gleich Null ist.
Bei Schweineblutkérperchen wurde z. B. konstatiert, daB nach
einstiindiger Wirkungsdauer in Losungen mit ca. [, bis
1500 mol. La (NO,), reichlich Himolyse eingetreten war, wihrend
in Losungen mit ca. !/ .., und mit ca. */, bis /.. mol. die
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Hémolyse nur schwach war. Ich kann nicht behaupten, daB
die Blutkérperchen genau im isoelektrischen Punkt am in-
stabilsten sind, aber nach diesen eben genannten Versuchen ist
der Zusammenhang zwischen Hamolyse und isoelektrischem
Verhalten doch recht wahrscheinlich geworden.

Warum bei der H*-Wirkung die Hémolyse so viel leichter
zustande kommt, als bei der La***-Wirkung, ist schwer zu
sagen. Es kénnte wohl damit zusammenhingen, daB die H-
Ionen zum Teil in anderer Weise auf die EiweiBkérper ein-
wirken als die La-Ionen. Die EiweiBkorper verhalten sich ja
nicht bloB wie Suspensionskolloide, sondern auch wie hydrophile
Kolloide, die den echt geldsten Stoffen nahestehen, und speziell
wie Ampholyte. Die Ampholytnatur schlieBt ja aber einen
besonderen EinfluB der H- (bzw. OH-) Ionen auf die Loslichkeit
in sich. Soweit also der Ampholytcharakter der EiweiBkorper
bei der Hamolyse in Frage kommt, inkludiert er eine Emp-
findlichkeit gegen H*, dagegen nicht gegen La***.

Da meines Wissens nichts bisher dariiber bekannt ist, ob
EiweiBkérper bei einer ganz bestimmten Konzentration an
dreiwertigen Kationen maximal ausflocken, so habe ich dies
untersucht. Eine 0,25°/ ige Losung von Casein in 0,33 norm.
Natriumacetat wurde aufs Zehnfache mit verschieden konzen-
trierten Losungen von Lanthannitrat verdiinnt. Das Ergebnis
war das folgende:

La-Konz. /100 ./mln/’” ™/ 400! ™ /00 m/ozs! "/xooo! ™/1an0 | ™/2500 | ™/5000 -/:oooo!m/eoooo‘-/um
nach ca. 1 Std.| — | — N + | ++ | + - - —:—l—
oo I | = = = = =4 [+ + - - ! =
A N e e e i o A S A I S

Durch dieses Ergebnis erhdlt der Versuch, die Hamolyse
in der genannten Art auf Ausflockung von Zellkolloiden im
isoelektrischen Punkt zuriickzufiihren, eine weitere Recht-

fertigung.
SchluB.

Die hier mitgeteilten Experimente wurden urspriinglich
in der Absicht unternommen, die in der vorangehenden Ver-
offentlichung von Hober und Nast beschriebenen Hémolysen
weiter aufzukliren. Es wurde dort gezeigt, daB die artspezifisch
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verschiedene Hémolysierbarkeit bei der gleichzeitigen Einwirkung
von Saponin oder Sapotoxin und von neutralen Alkalisalzen
auf Blutkdrperchen wahrscheinlich von der verschiedenen Salz-
mischung im Innern der Blutkérperchen abhéngt, und es
wurde die Vermutung ausgesprochen, daB die Binnenelektrolyte
den Zellkolloiden vielleicht eine ganz bestimmte elektrische
Ladung erteilen, deren Anderung durch die kolloiden Haemo-
Iytica Saponin und Sapotoxin die unmittelbare Ursache der
Himolyse darstellte. Wire diese Vorstellung ausreichend, so
hitte bei den hier beschriebenen Versuchen die gleiche Reihen-
folge in der Hiémolysierbarkeit von Tier zu Tier gefunden
werden miissen, wie dort. Das ist jedoch durchaus nicht der
Fall, und es ist auch begreiflich, daB es nicht der Fall ist.
Denn bei Gelen von hydrophylen Kolloiden, denen wir die
Blutkorperchen wohl bis zu einem gewissen Grade an die Seite
stellen konnen, sind ja die mechanischen Eigenschaften auch
keineswegs bloB8 eine Funktion der Ladung der auf sie ein-
wirkenden Elektrolyte. Die hier festgestellten artspezifischen
Unterschiede in der Groe der Gesamtladung sind also nur
neben anderen Momenten fiir die Resistenz der Blutkorperchen
von Bedeutung.

Zusammenfassung.

1. Die Untersuchung der Kataphorese von Blutkérperchen
verschiedener Tierarten, die in Phosphorsiure - Phosphat-
Mischungen suspendiert sind, lehrt, daB diejenige Wasserstoff-
inonenkonzentration, bei der Bewegung weder zur Anode noch
zur Kathode zustande kommt, eine von Art zu Art verschie-
dene ist. Die Blutkérperchen von Kaninchen und Meer-
schweinchen werden durch die geringsten, die Blutkérperchen
von Hammel, Rind und Schwein durch die groBten Wasser-
stoffionenkonzentrationen entladen, die Blutkdrperchen von
Katze, Pferd, Mensch, Ziege, Hund nehmen eine Mittelstel-
lung ein.

2. Ungefihr die gleichen Artdifferenzen findet man, wenn
man die Entladung der Blutkérperchen durch Lanthanionen
vornimm¢.

3. Auch die Hamolyse in Phosphatgemischen erfolgt bei
artspezifisch verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen, und
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die Reihenfolge der Tiere beziiglich ihrer Empfindlichkeit gegen-
iiber den hamolytischen Eigenschaften der Ionen ist ungefihr die
gleiche, wie ihre Empfindlichkeit gegen deren umladende
Eigenschaften. '

4. Es gibt gewisse mittlere Lanthankonzentrationen, bei
denen die Blutkérperchen am leichtesten himolysieren, wihrend
geringere und gréflere Konzentrationen weniger schidlich sind.
Ebenso gibt es mittlere Lanthankonzentrationen, bei welchen
EiweiBkorper maximal ausflocken.

5. Es liegt nach all dem nahe, die Hémolyse als Folge
des Ausflockens der Zellkolloide im isoelektrischen Punkt auf-
zufassen.

Zum SchluB sei es mir gestattet, Herrn Professor Dr. Bethe
fir die gastliche Aufnahme in seinem Institut, sowie Herrn
Professor Dr. Hober fiir die Anregung und stete Unterstiitzung
bei der Arbeit meinen besten Dank auszusprechen.



Uber die Bildung des Glykokolls aus Oxalsiure.
Von
Walther Lbb.

(Aus der biochemischen Abteilung des Virchow-Krankenhauses zu Berlin.)
(Eingegangen am 26. Januar 1914.)

Vor einiger Zeit!) berichtete ich iiber die Bildung von
Glykokoll aus Kohlensiure, Wasser und Ammoniak unter dem
EinfluB der stillen Entladung. Das Formamid, das selbst direkt
aus Kohlenoxyd und Ammoniak durch die Wirkung der Ent-
ladung entsteht, liefert iiber das oxaminsaure Ammonium
durch Reduktion unter Mitwirkung des Wassers das Glykokoll
Die Reaktionsfolge wird durch folgende Gleichungen ver-
anschaulicht:

1. CO,=CO + O;
IL. CO -+ NH, — HCONH,;
III. 2HCONH, - H,0 — NH,0C.COONH, + H,;
IV. NH,0C.COONH, - 2H, = NH,H,C.COONH, -+ H,0.

Es war zur Zeit der Veritffentlichung jener Arbeit ge-
lungen, das Vorhandensein einer Aminosidure einwandfrei fest-
zustellen und durch die Eigenschaften ihrer Naphthalinsulfo-
verbindung, Krystallform und Schmelzpunkt nahezau jeden
Zweifel auszuschlieBen, daB es sich um Naphthalinsulfoglycin
handelte. Zur Analyse reichte die Substanzmenge noch nicht
aus. Nach Durchfithrung langwiéhrender Versuche in der ge-
schilderten Anordnung ist es nunmehr gelungen, geniigendes
Material fiir eine Stickstoffbestimmung zu beschaffen. An der
zweimal aus Wasser umkrystallisierten Substanz wurde durch
die Analyse die Zusammensetzung der Verbindung bestatigt.

1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 684, 1913.
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Angewandte Substanz: 0,0918 g.

Verbrauch an ®/,-H,80, = 8,5 ccm = 0,0049 g N = 5,33/,..

Berechnet: 5,28/,

Eine Mischung der Substanz mit besonders hergestelltem
Naphthalinsulfoglycin bewirkte keinen EinfluB auf den Schmelz-
punkt des letzteren.

Die Entladungsreaktionen liefern, abgesehen von den gas-
formigen Produkten, meist sehr schlechte Ausbeuten. Wenn
dieselben bei der Glykokollsynthese auch die Sicherheit der
Resultate nicht beriihren, so erschien es mir doch wiinschens-
wert, eine Bestitigung auf andere Weise zu erhalten. Die
Bildung und der Nachweis der Oxaminsdure aus dem wasser-
haltigen Formamid und des Oxamids aus dem wasserfreien
Formamid ist so eindeutig, daB hier eine weitere Stiitze durch
rein chemische Reaktionen, die zwar an und fiir sich geniigen-
des Interesse bieten, aber in den bekannten Oxydationen der
Ameisensiure zu Oxalsdure in gewissem Sinne schon vorliegen,
nicht erforderlich erschien. Jedoch steht die direkte Reduktion
der Oxaminsiure zu Glykokoll als vereinzelte Tatsache da.
Zwar ist es schon gelungen, ein Saureamid, wie z. B. das
Acetamid zum Amin zu reduzieren, aber nur in wasserfreiem
Losungsmittel. Bei der Reduktion eines Siureamids vom
Typus der Oxaminsiure erscheint a priori eine Abspaltung
von Ammoniak und eine vielleicht folgende Reduktion der
Carboxylgruppe wahrscheinlicher. Weniger merkwiirdig ist die
Tatsache, daB nur eine Seite des Molekiils, und zwar die mit
der Amidgruppe verbundene, reduziert wird. Durch die Unter-
suchungen von Tafel und seinen Mitarbeitern iiber die elek-
trische Reduktion schwer reduzierbarer Substanzen wissen wir,
daB in Verbindungen mit symmetrisch verteilten Carbonylgruppen
meist nur eine reduziert wird. So entsteht z. B. aus dem
Succinimid das Pyrrolidon:

CH, — CO CH, — CH
\ ] 2
ONH=| ONH.

CH, — CO CH, — CO

Bei meinen ersten chemischen Versuchen, sowohl in
wasserfreien Medien, wie auch in saurer und alkalischer Losung
gelang es mir nicht, Oxaminsiure zu Glykokoll zu reduzieren.
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Als aber die Reduktion elektrolytisch in schwefelsaurer Losung
an Kathoden mit hoher Uberspannung ausgefiihrt wurde, konnte
mit voller Sicherheit die Bildung von Glykokoll nachgewiesen
werden. Dieser Vorgang war unter den gewahlten Versuchs-
bedingungen zun#chst iiberraschend. Denn die Séurekonzen-
trationsverhéltnisse und auch die Temperatur waren solche,
die zweifellos ungemein schnell eine Abspaltung der NH,-Gruppe
veranlassen muBten, die in dem Glykokoll selbst erhalten ge-
blieben ist. Um den Vorgang aufzukléren, lag es demnach
nahe, direkt von der Oxalsiure auszugehen und durch Zusatz
von Ammoniumsulfat die Verhdltnisse sogleich herzustellen,
die durch Verseifung der Oxaminsiure in schwefelsaurer Losung
entstehen muBten. In der Tat zeigte sich, daB in einer
schwefelsauren Oxalsiurelosung in Gegenwart von Ammonium-
sulfat durch geeignete elektrische Reduktion Glykokoll ge-
bildet wird. Das Hauptprodukt der Reduktion ist Glyoxyl-
siure. Auch bei der bekannten Bildung der letzteren aus
Oxalsiure verhalten sich die beiden Carboxylgruppen ver-
schieden. Ist erst eine Gruppe reduziert, so wird das ganze
Molekiil gegen weitere Reduktion ungemein widerstandsfihig.

Fiir den chemischen Mechanismus der Glykokollbildung
aus Oxalsiure ist die wahrscheinlichste Vorstellung die folgende:
An der Kathode gelangen neben Wasserstoffionen die Am-
moniumionen zur Entladung. Der Wasserstoff reduziert die
Oxalsiure zur Glyoxylsiure, das Ammonium zerfdllt in Am-
moniak und Wasserstoff. Das Ammoniak tritt mit der Aldehyd-
gruppe der Glyoxylsiure zur Oxyaminoessigsiure zusammen
und diese wird nun weiter zu Glykokoll reduziert:

CHO CH(OH)NH,
l + NH,= | B
COOH COOH
CH(OH)NH, CH,NH,
+H=] " 4+HO.
COOH COOH

Wenn auch die Bildung der Aminoessigsiure unter den
gewihlten Bedingungen nur in geringem Umfange auftritt, so
ist das Ergebnis doch als eine volle Bestitigung und Ergén-

zung der Entladungsreaktionen zu betrachten.
Biochemische Zeitsehrift Band 60. 11
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Es lag nahe, zu untersuchen, ob die Bildung von Aminoséuren
aus Dicarbonsiuren in Gegenwart von Ammoniumsulfat eine
allgemeine Reaktion ist. Ich priifte Malonsiure und Bernstein-
siure. Das Resultat war insofern iiberraschend, als Malon-
gdure unter den fiir Oxalsiure brauchbaren Bedingungen keine
nachweicbare Spur einer Aminosiure lieferte, wihrend die
Bernsteinsiure wenigstens insofern der Oxalsdure analog war,
als sie unter ganz bestimmten, aber recht schwierig zu treffen-
den Bedingungen in sehr geringer Menge zu der entsprechen-
den Aminosiure, der y-Aminobuttersiure, reduzierbar ist. Auch
hier diirfte der Vorgang verlaufen, wie bei der Oxalsiure:

COOH, COH C(OH)NH, CH,NH,
|

I |
CH, CH, CH, CH,

I =3 = == I
CH, CH, CH, CH,

| | l
COOH COOH COOH COOH.

Schon hier mochte ich aber erwihnen, daB es mir fiir
die Bernsteinsiure nicht gelang, die entscheidenden Bedingungen
vollstindig sicher festzulegen; bei mehreren Versuchen, an-
scheinend immer unter den gleichen Bedingungen, blieb die
Aminosiurebildung aus, ohne daB es mir gliickte, die Ursache
fiir dieses Versagen zu finden.

Experimenteller Teil.

Die elektrische Reduktion der Oxal- und Bernsteinséure
in Gegenwart von Ammoniumsalzen zu den Aminosiuren ge-
hért zu den empfindlichsten elektrolytischen Prozessen, die mir
bis jetzt begegnet sind. Sie reiht sich den von Tafel!) und
seinen Schiillern studierten Reduktionen schwer reduzierbarer
Korper an und erfordert die peinlichste Behandlung des
Elektrodenmaterials. Nachdem durch eine Reihe von Vorver-
suchen festgestellt war, daB die gewiinschte Reduktion nur in
saurer Losung an Elektroden mit hoher Uberspannung erziel-
bar ist, wandte ich mich auf Grund der Tafelschen und
eigener Erfahrungen sofort den Quecksilber- und Bleikathoden

1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 88, 2209, 1900.
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zu. Die von Tafel beobachtete Wirkung der geringsten Spuren
von bestimmten Verunreinigungen des Kathodenmaterials zeigte
sich auch bei meinen Versuchen in iiberraschender Weise. Be-
sonders vermogen kaum analytisch nachweisbare Mengen von
Kupfer die Wirksamkeit der Elektroden véllig aufzuheben. Die
durch die elektrolytische Gasentwicklung gegen die Klemm-
schrauben gefiihrten sauren Nebel geniigten oft, um eine Spur
Kupfer in die Losung zu bringen und die Reduktion zu ver-
hindern. Auch Platin wirkt schiddlich, so daB man zweckmiBig
von der Verwendung von Platinanoden absieht, weil Spuren von
Platin auch in den Kathodenraum gelangen kénnen. Um MiB-
erfolge moglichst zu vermeiden, wurden deshalb reinste Blei-
oder Quecksilberkathoden gewihlt. Als Anode kam nur
reinstes Blei zur Verwendung, das vor Beginn der Reduktion
elektrolytisch mit einer Schicht Bleiperoxyd iiberzogen war.
Die Bleikathoden wurden aus moglichst reinem Blei in Holz-
formen gegossen und nach der Tafelschen Vorschrift be-
bandelt, nachdem vorher aus schwach salpetersaurer Losung
von reinstem Bleinitrat eine Schicht von schwammigem Blei
elektrolytisch auf der Oberfliche niedergeschlagen worden war.
Die Bleianoden aus oberflichlich peinlich gesiuberten reinen
Bleiplatten oder gegossenen Bleizylindern wurden ebenso be-
handelt wie die Kathoden. Das Queckrilber wurde vor seiner
Verwendung im Vakuum frisch destilliert. Beziiglich der ge-
eigneten Stromzufiihrung sei auf die Tafelschen Vorschriften
verwiesen. )

Wenn es trotz aller dieser VorsichtsmaBregeln nicht ge-
lang, die von Tafel an den von ihm untersuchten Substanzen
erreichten Ausbeuten zu erzielen, so kann das sowohl daran
liegen, daB es mir trotz vieler Variationen der Kathodensdure-
konzentration nicht gelang, die optimale zu finden (bereits
durch geringe Konzentrationsschwankungen wird der elektro-
lytische Effekt maBgebend beeinfluBt), ferner daran, daB meine
Einrichtung nicht gestattete, die fiir schwer reduzierbare Korper
giinstigen, sehr hohen Stromkonzentrationen bzw. Stromdichten
herzustellen, die Tafel auBerordentlich gute Dienste geleistet
haben; es mag aber auch daran liegen, daB die Natur der von
nmir untersuchten Kombinationen die ungiinstige Verteilung der
Reduktion beziiglich der Aminosdurebildung unabhingig von

11
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den #uBeren Bedingungen zwangsmafBig veranlaBte. Ich er-
wihne diese Moglichkeit deshalb, weil ich es nicht fiir aus-
geschlossen halte, daB, wenn man den mir fernerliegenden
priparativen Zweck zum Selbstzweck einer Untersuchung
machen wiirde, vielleicht weit bessere Ausbeuten erzielen
kann,

Dieselbe Sorgfalt, wie die Reinigung der Elektroden, er-
fordert die der pordsen Toncylinder, welche die Kathodenldsung
enthilt. Die von der Berliner Porzellanmanufaktur hergestell-
ten Zellen wurden zuerst durch mehrtigiges Einstellen in ver-
diinnte Natronlauge von den in dieser lislichen Stoffen befreit,
sodann wurde Wasser und weiter verdiinnte Salzsiure léngere
Zeit durchgesogen, schliefilich wieder destilliertes Wasser, bis
die saure Reaktion vollstindig verschwunden war. Sodann
wurden die Cylinder, in Filtrierpapier eingewickelt, bei 100°
getrocknet. Die Temperatur der Elektrolyse scheint von ge-
ringem Einflu auf ihren Verlauf zu sein. Die Ausbeuten
waren bei Kiihlung mit kaltem Wasser fast die gleichen, wie
ohne Kiihlung, wobei die Temperatur etwa 50° betrug.

Als Stromquelle diente eine 110-Volt-Leituug; die Intensi-
tit wurde durch einen Glithlampenwiderstand geregelt. Das
Maximum der verwendbaren Stromstirke war durch die
6-Ampére-Sicherungen in dem Leitungsnetz auf diesen Wert
beschrénkt.

Die vielfach ausgefiihrten Stromausbeutebestimmungen
gebe ich hier nicht wieder, da sich natiirlich nicht entscheiden
liBt, welcher Anteil auf die primire Reduktion der Carboxyl-
gruppe zur Aldehydgruppe, welcher Anteil auf die weitere
Reduktion der durch Einwirkung des Ammoniaks auf die Al-
dehydgruppe entstehenden Oxyaminosiure zur Aminosdure
kommt.

Die allgemeine Versuchsanordnung war die iibliche. Die
Anodenlosung, verdiinnte Schwefelsiure von gleicher Konzen-
tration, wie die der Kathodenlésung, wurde in ein weiteres,
starkwandiges Becherglas eingefiillt und darauf geachtet, daB
die Schwefelsiure im Tonzylinder und im AuBengefi gleiches
Niveau besa. Die Anode, meist ein, wie geschildert, vorbe-
handeltes Bleiblech von 5 cm Breite und 20 cm Linge, wurde
in das &uBlere Gefil gestellt und auBerhalb des Glases im
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spitzen Winkel nach unten gebogen, so daB von der unten
angebrachten Klemmschraube keine Verunreinigung in den
Elektrolyten gelangen konnte. Auf den Boden des Ton-
zylinders wurde entweder eine Schicht reinen Quecksilbers ge-
bracht, in das ein in Glas eingeschmolzener Platindraht zur
Stromzufiihrung eintauchte, so da8 der Platindraht nicht mit
dem Elektrolyten in Berithrung kam, oder es wurde ein durch
einen durchbohrten Gummipfropfen getragener Bleicylinder,
der fast bis zum Boden der Tonzelle reichte, benutzt. Nach
jeder Elektrolyse muBte der Bleizylinder mit Sand abgerieben
und die ganze Vorbehandlung wiederholt werden.

Die ersten Versuche stellte ich mit dem Oxaminsiure-
dthylester, dem Oxaméthan, an.

A. Die elektrische Reduktion des Oxaméthans.

Wihrend Oxaméthan in verdiinnter schwefelsaurer Lisung
an priparierter Bleikathode nur in geringem Umfang zu Glyko-
koll reduziert wird, gelingt diese Umwandlung, wenn man
durch Zusatz von Ammoniumsulfat fiir einen UberschuB von
Ammoniak an der Kathode sorgt, dabei aber in stets saurer
Losung reduziert. Es bewihrt sich bei dieser Elektrolyse die
Quecksilberkathode noch besser als die Bleikathode.

5 g Oxamdthan werden in 150 ccm Wasser unter Zusatz
von 20 ccm gesittigter Ammoniumsulfatlosung und 20 ccm
konzentrierter Schwefelsiure gelést. Die Kathodenlésung kommt
in ein starkwandiges Becherglas von 9 cm Durchmesser, auf
dessen Boden die Kathode aus reinstem Quecksilber liegt.
Schwefelsiure von derselben Konzentration bildet in einem
Tonzylinder die Anodenlésung, in die die Bleisuperoxydanode
eintaucht. Mit 1,8 Amp. wurden 25 Ampérestunden elektroly-
siert. Die vom Ammoniak vollstindig befreite, neutralisierte
Reaktionslosung zeigte sehr starke Naphthoresorcinreaktion (Gly-
oxylsiure), deutliche Ninhydrinreaktion und enthielt nach der
Formoltitration 0,14 g Glykokoll. Dementsprechend war die
Ausbeute an Naphthalinsulfoglycin, das sofort rein war und
nach einmaligem Umkrystallisieren in den charakteristischen
verzweigten Nadeln vom Schmelzpunkt 155° erhalten wurde.

In 50°/,iger Schwefelsiure gelingt die Reduktion auch
ohne Zusatz von Ammoniumsulfat mittels der Bleikathode.
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Nach einer 19stiindigen Elektrolyse mit 2 Amp. wurden aus

b g Oxaméthan, gelost in 70 ccm 50°/,iger Schwefelsiure, 0,15 g
Glykokoll erhalten.

B. Glykokoll aus Oxalsiure.

Die Erfahrungen, die Tafel und Friedrichs?!) bei der
Reduktion der Oxalsiure in schwefelsaurer Losung an Blei-
und Quecksilberkathoden gemacht haben, konnte ich bei meinen
Versuchen verwerten und bestidtigen. Die genannten Verfasser
erhielten als ausschlieBliches Reduktionsprodukt die Glyoxyl-
séure, wihrend frithere Untersuchungen?) an anderem Kathoden-
material nur die Bildung von Glykolsiure ergeben hatten.
Auch beobachteten Tafel und Friedrichs schon, da Malon-
sdure sich im Gegensatz zu Oxalsdure nicht reduzieren liBt,
was mit meinen vergeblichen Versuchen, Malonsdure in Alanin
iiberzufiihren, iibereinstimmt. Sie fanden freilich die Bernstein-
siure ebensowenig reduzierbar. Nach meinen Ergebnissen ist
sie zwar viel schwerer reduzierbar als Oxalsiure, aber sie ver-
hilt sich gegeniiber der Reduktion nicht so absolut negativ
wie die Malonsaure.

Die Einzelheiten mehrerer Versuche stelle ich tabellarisch
zusammen. Es ist erforderlich, stets mit groBen Stromiiber-
schiissen zu arbeiten. Da es mir lediglich darauf ankam, die
Moglichkeit der Glykokollbildung aufzukliren, so begniigte ich
mich damit, durch einen besonderen Versuch nachzuweisen,
daB man die Elektrolyse bis zum vdlligen Schwinden der Oxal-
sidure durchfiilhren kann, und daB das Hauptprodukt Glyoxyl-
siure bildet. Die letztere 1aBt sich aus der neutralisierten
Kathodenlésung leicht durch essigsaures Phenylhydrazin als
Glyoxylsiurephenylhydrazon isolieren und identifizieren. Zur
Trennung und Bestimmung des Glykokolls wurde in folgen-
der, auch bei den Oxamithanversuchen benutzten Weise ver-
fahren. Die saure Kathodenfliissigkeit wurde mit einem
UberschuB von Natronlauge destilliert, bis das Ammoniak
quantitativ entfernt war. Nach dem Abkiihlen und der ge-
nauen Neutralisation mit verdiinnter Schwefelsiure lieB sich

1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 87, 3187, 1904.

%) Vgl. Balbiano und Alessi, Gazz. chim, 1882, 190, — Avery
und Dales, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 82, 2237, 1899.
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durch die Ninhydrinreaktion qualitativ und durch die Soren-
sensche Formoltitration ungefihr quantitativ das gebildete
Glykokoll bestimmen. Die Ninhydrinprobe gibt meist einen
blauvioletten Farbenton. Die geringe Intensitit desselben
wies bereits auf die durch die Titration bestitigte geringe
Ausbeute hin. Ich verzichtete deshalb auf die Isolierung des
Glykokolls und zog vor, dasselbe als Naphthalinsulfoglycin zu
gewinnen. Beildufig sei bemerkt, daB, um bei der Formoltitration
bei den kleinen Werten, um die es sich hier handelt, einiger-
maBen zuverlissige Daten zu erhalten, die Kohlensiure sorg-
filtig entfernt werden muB. Die neutrale Reaktionslosung
wurde sodann mit 10 ccm 1 n-Natronlauge und einer dtherischen
- Losung von f-Naphthalinsulfochlorid versetzt und unter zwei-
maliger Erneuerung des Zusatzes der Natronlauge nach je
1}/, Stunden, im ganzen 6 Stunden, auf der Maschine ge-
schiittelt. Die vom Ather befreite, alkalische Fliissigkeit gibt
mit verdiinnter Schwefelsdure meist nur eine leichte Trii-
bung; sie wird zweimal ausgeithert, der filtrierte Ather ver-
dunstet, der Riickstand, der hiéufig noch geringe Mengen von
Oxalséure enthdlt, in moglichst wenig verdiinntem Ammoniak
gelost. Die filtrierte und gekiihite Fliissigkeit gibt sodann
nach dem Ansiuern meist sofort einen alsbald krystallinisch
werdenden Niederschlag, der filtriert oder zentrifugiert und
mit kaltem Wasser gewaschen bei der Krystallisation aus
Waasser oder verdiinntem Alkohol die charakteristischen meist
biischel- oder sternférmig angeordneten Nadeln des Naphthalin-
sulfoglycins liefert. Die Substanz ist vollkommen rein. Sie
schmilzt bei 153 bis 154° und gibt bei der Analyse richtige
Werte.
Angewandte Substanz: 0,1402 g.

Gefunden: Verbrauch von 5,8 cem !/, ,-H 80, =—0,00812 g
=5,7, N.

Berechnet: 5,28°/, N.

Bei sorgfialtigem Arbeiten entspricht die Ausbeute an
Naphthalinsulfoglycin genau dem Ergebnis der Formoltitration
und der Intensitét der Ninhydrinreaktion, so da8 man nach
dem Ausfall derselben die Ausbeute an Naphthalinkérper gut
abschitzen kann.
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Tabelle I
Inten-
- s | Ampére-| Bemerkungen
Nr. Kathodenlsung Kathode | sitdt | o unden| und Ergebnisse
Amp.
1 5 g Oxalsdure Hg
75 oom 109),ige Schwefelssure | 450m | 190 | 140 [ Kibusg
25 ocm ges. (NH,),80,-Lisung | Durchmesser yhokofl: B,031 g
2 5 g Ammoniumoxalat Hg -
210 com 109/, H,SO 9 em 195 | 104 g onlung o
15 ccm ges. (NH‘),Sb.-Lﬁsung Durchmesser ykokofl: 1% 8
3 5 g Ammoniumoxalat
75 com Wasser Pb 1.40 12.0 Kiihlung.
20 cem konz. H,SO, 5><10 cm ’ i Glykokoll: 0,06 g
15 cem (NH,),SO, ;
4 5 g Ammoniumoxalat Hg
170 ocm Wasaser Kiihlung.
20 cem konz. H,SO, Durghtz:::aaser 1,50 #,0 Glykokoll: 0,03 g
50 ccm (NH,),SO, :
5 5 g Ammoniumoxalat H
40 ccm Wasser 45 %m 400 798 Kiihlung.
40 ccm (NH,),SO, Durchmesser| ’ Glykokoll: 0,0875 g
20 cem konz. H SO,
6 5 g Ammoniumoxalat H
200 ccm Wasser 9 cxgn 075 124 Ohne Kiihlung.
20 cem (NH,), S0, Durchmesser| ’ Glykokoll: 0,212 g
15 cem konz. H,SO,
7 5 g Oxalsdure Pb Ohne Kiihl
70 ccm 109/,ige Schwefelsiure Stab 3,50 47,2 Glyko‘l,xoll‘:l 0})189' g

40 ccm (NH,), SO,

Nach den bisherigen Ergebnissen wiirde daher die dem
Versuch 6 entsprechende Vorschrift die geeignetste sein, um
die Reduktion der Oxalsiure zu Glykokoll in Gegenwart von
Ammoniumsalzen zu erreichen. Dabei muB ich aber erwiéhnen,
daB die angegebene Ausbeute unter diesen Bedingungen die
beste ist; bei einigen Versuchen ergab die Titration geringere
Werte bis 0,06 g Glykokoll. Jedenfalls diirften eine reichliche
Verdiinnung der Schwefelsiure, die durch die Notwendigkeit,
die Kathodenlésung nicht ammoniakalisch werden zu lassen,
begrenzt ist, und geringe Stromdichte den Reduktionsproze
in dem angestrebten Sinne begiinstigen.
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C. Das Verhalten der Bernsteinsaure.

Die fiir die Oxalsiure ausgefiilhrten, allgemeinen Be-
merkungen gelten auch hier. Nur ist die Reduktion der Bern-
steinsiure um vieles subtiler als die der Oxalsiure, so da8
ich wiederholt bei Wahl anscheinend genau identischer Be-
dingungen eine Reduktion nicht erreichte, wihrend einigemal
die Ausbeute an Aminobuttersdure relativ nicht ungiinstig war.
Es gelang mir nicht, wie schon erwéhnt, bei den Fehlversuchen
‘den storenden Faktor zu finden. Obgleich Tafel und Friedrichs
die elektrische Reduktion der Bernsteinsiure nicht gelang,
bieten doch die Arbeiten von Tafel und Stern?) insofern Be-
ziehungen zu dem von mir untersuchten Problem, als sie von
der Bernsteinsidure auf dem Umweg iiber das Succinimid, das
gie der elektrischen Reduktion unterwarfen, zum Pyrrolidon
gelangten, das beim Kochen mit Alkalien und Sduren unter
Aufspaltung des Ringes in Aminobuttersiure iibergeht:

CH, . CO CH, .CH,,
| SNH= | SNH 4-H,0
CH, .CO CH, . CO
— NH,.CH,.CH, .CH, .COOH.

Die Art der Bearbeitung der elektrolysierten Fliissigkeit
war die gleiche wie bei der Oxalsiureelektrolyse. Der Ein-
tritt einer Reduktion laBt sich unabhéngig von der Bildung
der Aminoséiure an dem positiven Ausfall der Naphthoresorcin-
reaktion, die aber immer nur schwach auftritt, erkennen. Die
Ninhydrinreaktion und die Formoltitration leisten auch hier
zur Orientierung ausgezeichnete Dienste. Die Isolierung der
Aminobuttersiure erfolgte in der Form der bisher in der
Literatur noch nicht beschriebenen Naphthalinsulfoverbindung,
Dieselbe krystallisiert &hnlich dem Naphthalinsulfoglycin in
langen verzweigten Nadeln aus Wasser oder sehr verdiinntem
Alkohol und schmilzt bei 127 bis 128° (unkorrigiert).

Die Stickstoffverbindung ergab folgende Werte:

Angewandte Substanz: 0,0892 g.

Verbrauch: 2,9 cem !/, n-H,;SO, =0,00406 g N = 4,55,

Berechnet fiir C,H,O,N.C, H,80,: N—=4,78°/,

1) Ber. d. Deutach. chem. Gee. 38, 2224, 1900.
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Eine Ubersicht iiber zwei Versuche gebe ich in der folgen-
den Tabelle II.

Tabelle II
Inten-
. .. | Ampére- Bemerkungen
Kathodenl6sung Kathode | sitdt |0~ oo und Ergebnisse
Amp.

5 g Bernsteinsiure
75 com Wasser Pb-Kiihl- 1.4 245 Kiihlung.
20 ocm konz. H,80, | rohr prip. ’ ’ Aminobuttersiure: 0,107 g
20 occm (NH,),SO,

¢ g Bernsteinsiure H
40 oom Wasser g Obne Kiihlung.

40 com (NH),S0,  [p dsem | 22 1 450 | pminobuttersaure: 0,0412
20 oom konz. H,SO,

Zu den Versuchen ist zu bemerken, daB nur dann der
positive Ausfall der Ninhydrinreaktion und das Resultat der
Formoltitration verwertet wurden, wenn es gelang, die Naph-
thalinsulfoaminobuttersiure zu isolieren und umzukrystallisieren.
Weitere Versuche sollen vorldufig nicht angegeben werden.
Zahlreiche Variationen in den Siurekonzentrationsverhéltnissen
und den Strombedingungen, auch die Wahl anderer Sauren,
gaben ungiinstige Resunltate und meist keine Aminosiure.

Tafel konnte, wie bereits erwihnt, an der Bernsteinsiure
im Gegensatz zur Oxalsiure iiberhaupt keine Reduktion er-
zielen. Mit Malonsiure verliefen auch meine Versuche, wie
ich schon hervorhob, in Ubereinstimmung mit Tafels Er-
fahrungen ganz negativ, und die Unsicherheit in meinen Re-
sultaten an der Bernsteinséiure zeigt, daB hier ganz besondere
Schwierigkeiten vorliegen. Jedoch beweisen die mehrfach er-
zielten positiven Ergebnisse, daB spezielle Bedingungen fiir die
Reduktion der Bernsteinsiure zur Aminobuttersiure existieren
und berechtigen auch zu der Hoffnung, daB trotz aller bis-
herigen Fehlversuche auch die Umwandlung der Malonsdure
in f-Alanin gelingt.




Uber die Bedeutung des Wassers bei den Prozessen der
alkoholischen Girung und der Atmung der Pflanzen.

Von

W. Palladin.
(Eingegangen am 29, Januar 1914.)

Obhne Wasser ist das Leben unmdéglich. In trockenen
Samen ist eine geringe Menge von Wasser enthalten. Das
Keimen der Samen, d. h. der Ubergang vom Stadium des
latenten Lebens zum Stadium des aktiven Lebens ist von einer
Aufnahme groBer Wassermengen begleitet. Die in den Zellen
wihrend der Periode ihres aktiven Lebens enthaltene Wasser-
menge betrigt bis zu 90°/, und mehr. Die Zellen bediirfen
fir ihr aktives Leben nicht nur groBer Mengen von Wasser,
sondern es miissen auch die im Wasser gelosten Nihrstoffe
sich in schwacher Konzentration befinden. Aus diesem Grunde
werden die Reeervendhrstoffe in der Gestalt von in Wasser
unldslichen Verbindungen in der Zelle abgelagert. Die Erhohung
der Konzentration des Zellsaftes ruft eine Abschwichung der
in den Zellen vor sich gehenden Lebensprozesse hervor. So
iibt z. B. die Konzentration einer Losung, in der Pflanzen
kultiviert werden, eine &uBerst starke Wirkung auf die Energie
ihrer Atmung aus. Bei der Uberfiihrung in eine geringe Kon-
zentration wird die Atmung rasch erhoht. Bei Uberfithrung
in stirkere Konzentration wird die Energie der Atmung herab-
gosetzt.

8o schieden 100 g etiolierter Bohnenblatter in 6 Stunden
nachstehende Mengen von Kohlensiure aus?):

) W. Palladin und Komleff, Revue générale de botanigue
1902. .
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Konzentration |DauerdesAufent- M;;%L.gg;n::" )
der Saccharose |haltesin der Petr. Kohlensiure Untersohied
o, Konzentration mg %
15 8 Tage 122,7 —
25 3 » 79,4 — 32,5
50 1 Tag 69,7 — 12,2
Wasser 1 » 154,0 --120,9

Starke Losungen halten auch die Tatigkeit der in den
Zellen enthaltenen Fermente auf, wie dies aus dem nach-
stehenden Versuche hervorgeht.

Versuch 1.
(Ausgefithrt durch Herrn W. W. Zlotorowicz.)

3 Portionen zu je 3 g Hefanol, eine jede in 50 ccm Losung.

1. Saccharose 50°/,, 2. Saccharose 30°/,, 3. Saccharose 10°/,.

Temperatur 16 bis 19°%).

1. Saccharose 50°/,

2. Saccharose 309/,

8. Saccharose 10/,

Dauer des
Gesamt- . Gesamt- . Gesamt- .
Versuches |menge der 1Cs(1§1:3e mengeder 1Cs2§:3 o | mengeder 10s(:1'.::1 o
CO, 0, Oy
6 Std. 57,2 95 68,0 11,3 87,2 14,5
6 n 40,0 6.6 644 10,7 77,2 129
6 Std. 10 Min. 38,4 6,2 67,0 10,8 51,8 8,4
6 Std. 83,6 5,6 43,4 7,2 23,8 8,9
6 » 29,8 49 34,0 5,7 13,0 2,2
5 Std. 50 Min 26,4 45 27,6 4,7 10,4 1,7
12 Std 47,4 3,9 30,8 2,6 8,0 0,7
12 » 46,4 3,8 20,0 1,7 2,8 0,2
12 » 85,2 2,9 9,2 0,8 8,2 0,2
12 » 24,0 2,0 5,6 0,5 — —
12 » 17,6 1,5 48 0,4 —_ -
24 » 20,6 0,8 — —_ — —
24 » 136 0.6 - —_ - —_
48 » 14,0 0,3 — — — —_
4442 - 348 | — 277,2 —

Wie dies von Buchner? fiir den PreBsaft nachgewiesen
wurde, bildet Hefanol bei starken Losungen betriichtlich mehr

1) Die Kohlensdure wurde bei allen Versuchen vermittels der Pet-

tenkoferschen Rohren bestimmt.

wurde Toluol hinzugetan.
%) E. Buohner, Die Zymasegirung. 1913. 8. 150.

In die GefiBe mit den Fermenten
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Kohlensiaure als die schwachen, allein es arbeitet bei schwachen
Losungen die ersten Stunden iiber energischer als bei starken.

Die Beobachtungen der Physiologen betreffend die Be-
deutung des Wassers fiir die physiologischen Prozesse befinden
sich in vollstindiger Ubereinstimmung mit den Angaben der
physikalischen Chemie iiber die Eigenschaften des Wassers.
Erstens ruft das Wasser eine Dissoziation der Elektrolyte in
Ionen hervor. Andere Fliissigkeiten besitzen diese Eigenschaft
in viel geringerem MaBe. Allerdings kommt gewissen Fliissig-
keiten die gleiche (Formamid!) oder sogar noch eine stirkere
(Cyanwasserstoffsdure %) dissoziierende Téatigkeit zu als dem
Wasser, allein man wird in dem gegebenen Falle auch noch
mit den giftigen Eigenschaften der erwidhnten Fliissigkeiten zu
rechnen haben. Da mit der zunehmenden Verdiinnung der
wisserigen Losungen der Elektrolyten der Grad ihrer Dissoziation
in Ionen anwichst, die elektrolytische Leitfihigkeit zunimmt,
und auch die chemische Aktivitit eine hohere wird, so ist es
leicht verstandlich, weshalb die vitalen Prozesse nur in schwachen
Losungen energisch vor sich gehen.

Die Dielektrizititskonstante des Wassers ist bedeutend
groBer als die Dielektrizititskonstanten aller iibrigen Fliissig-
keiten. Nur Cyanwasserstoffsiure, Wasserstoffhyperoxyd und
Formamid besitzen eine héhere Konstante als das Wasser. Auch
diese hat eine wichtige physiologische Bedeutung, indem die Sol-
ventien mit den groBten Dielektrizititskonstanten im allgemeinen
iiber die groBte dissoziierende Tatigkeit verfiigen®). Endlich sind
Stoffe nach Dutoit und Aston®) nur dann leitfihig, wenn
das Solvens polymerisiert ist. Von allen untersuchten Fliissig-
keiten weist das Wasser den hochsten Grad von Polymerisation
auf. Ein Molekiill Wasser kann nach Ramsay und Shields®)
in Gestalt von (H;0), dargestellt sein. Briihl®), der den Sauer-
stoff fiir ein vieratomiges Element ansieht, zéhlt aus diesem

) P. Walden, Bull. Acad. Imp. Sc. St. Pétersbourg 1911, S. 1055.

%) Centnerszwer, Zeitschr, f. physikal. Chem. 89, 217, 1902.

%) Nernst, Zeitschr. f. physikal. Chem. 18, 531, 1894.

4) Dutoit und Aston, Compt. rend. 125, 240, 1897.

) Ramsay und Shields, Zeitschr. f. physikal. Chem. 12, 433,
1893.

% Briihl, Zeitschr. f. physikal. Chem. 18, 514, 1895.
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Grunde das Wasser zu den nicht gesittigten Verbindungen
und erklirt durch diesen Umstand seine grofere Beféhigung
zur Polymerisation, seine Dielektrizititskonstante und seine hohe
dissoziierende Fihigkeit. Bach?), der sich dieser Ansicht an-
schlieBt, vermutet, daB in der Zelle bei Anwesenheit von Ionen
von H' und OH’, sowie eines ungesittigten Moleku]s H,=0=
B\ ,/
deren Vereinigung zu labilen Xomplexen /O\H und
HO\
HO”

Da mcht die Molekiile selbst, sondern deren Ionen eine
chemische Aktivitit besitzen, so wird es erklirlich, warum die
Reaktionen zwischen Elektrolyten in wisserigen Losungen sehr
rasch verlaufen, die Reaktionen zwischen organischen Ver-
bindungen dagegen betrichtlich langsamer. Fiir die Beschleu-
nigung dieser Reaktionen sind Katalysatoren (in vitro) oder
Fermente (in Organismen) erforderlich.

Obgleich viele organische Verbindungen zu den Nicht-
elektrolyten gehoren, so ist es doch vom physiologischen Ge-
sichtspunkte aus betrachtet nicht gleichgiiltig, ob dieselben sich
in Wasser 1sen oder in irgendeiner anderen Fliissigkeit, da
die Rolle des Wassers sich nicht auf seine Fiahigkeit beschrinkt,
die Molekiile der in ihm aufgelosten Stofle zu dissoziieren. So
hat schon Bertollet (1803) die Behauptung aufgestellt, die
Losungen seien chemische Verbindungen. Mendelejew lieferte
zahlreiche Beweise dafiir, daB in Wasser geliste Stoffe mit
diesem Hydrate verschiedene Zusammensetzungen bilden. Diese
Hydrattheorie wurde von Jones?) und seinen Mitarbeitern
weiter ausgearbeitet. Zu einer Hydratation sind sowohl Ionen
wie auch ganze Molekiile befihigt. In verdiinnten Ldsungen
#uBert sich die Hydratation im stirksten MaBe®). Es ist mog-
lich, daB hierin eine der Ursachen dafiir enthalten ist, warum
starke Saccharoselosungen nicht nur die Atmung lebender
Pflanzen hemmen, sondern auch die Arbeit der Zymase, wie

O\ moglich ist.

1) A. Bach, diese Zeitschr. 81, 443, 1911.

*) H. Jones, The Elements of Physical Chemistry.

%) Uber die eigenartigen Anschauungen von H. E. Armstrong von
der Rolle des Wassers in Losungen siehe Proceed. of the Royal Booiety of
London. Series A, 87, 604, 1912. .
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dies aus den oben mitgeteilten Versuchen hervorgeht. Es ist
auch sehr wahrscheinlich, daB bei der Hydratation Oxonium-
verbindungen gebildet werden, d. h. solche mit vierwertigem?)
Sauerstoff. So weist z. B. Stieglitz?) nach, daB die Hydrolyse
der Ather von den positiven Ionen des Athers abhingig ist.
Mit Wasser bildet der Ather anfangs eine Oxoniumbase:

H
I
(CH,CO) OCH, + HOH 7= (CH,C0) — O — CH,;;

OH
dieselbe wird ionisiert:

OH
| + —
(CH,C0) — O — CH, x——= (CH,C0) — O — CH, + OH.
| |

H H

Auch das Hydrat der Glucose®) wird in Gestalt einer
Oxoniumverbindung vorausgesetzt. Willstatter!) hat nach-
gewiesen, daB das Anthocyan aus Kornblumen ebenfalls zu
den Oxoniumverbindungen gehért. Es ist dies demnach der
erste Nachweis einer Oxoniumverbindung in der Natur. Uber-
haupt sind gegenwirtig viele Félle einer Bildung von Oxo-
niumverbindungen im Verlaufe von Reaktionen bekannt ge-
worden.

Bei dem Ersatz des Wassers durch andere Loésungsmittel
sind die geldsten Stoffe nicht nur nicht mehr imstande Hydrate
zu bilden, sondern die Losungsmittel gehen, auf Grund der
in dieser Richtung namentlich von Walden und seinen Mit-
arbeitern angestellten Studien, die allerverschiedensten Ver-
bindungen mit den geldsten Stoffen ein. So entstehen z. B. bei
Losungen in Formamid statt der Hydrate Amidate, und statt
Hydrolyse tritt eine Amidolyse ein. Die Untersuchungen von

1) Oder mit dreiwertigem Sauerstoff. A. Werner, Neuere An-
schauungen auf dem Gebiete der anorganischen Chemie. 8. Aufl. 1918
8. 258. .

%) Stieglitz, Amerio. chemio. Journal 89, 29 u. 166, 1908.

) F. Armstrong, Die einfachen Zuckerarten und die Gluco-
side. 1913.

Y) Willstdtter, Annal. d. Chem. 401, 188, 1913.
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Bourquelot!) haben gezeigt, daB die organischen Lésungs-
mittel bei Gegenwart von Fermenten verschiedene Verbindungen
mit den gelosten Stoffen eingehen konnen. So bildet die
Glucose in Gegenwart von Emulsin verschiedenartige Glucoside
mit ihnen. Versuche, das Wasser durch Losungsmittel zu
ersetzen, ergaben fiir die Hefenfermente nachstehende Resultate:

Versuch 2.
(Ausgefiihrt von D. A. Sabinin.)

3 Portionen Trockenhefe von Lebedew zu je 6 g mit
5 g Glucose. 1. 50 ccm Glycerin, 2. 50 cem 50°/,ige Losung
von Glycerin in Wasser, 3. 50 ccm 309/ ige Glycerinlésung.
Wihrend 48 Stunden wurden nachstehende Mengen Kohlen-
sdure bei 16 bis 19° ausgeschieden:

1. Reines Glycerin 2. 50°/,Glycerin 3. 30°,Glycerin
0 133,0 mg 318,0 mg

Versuch 3.
(Ausgefiihrt von N. N. Monteverde).

3 Portionen glykogenarmen Zymins zu je 6 g. 1. 100 ccm
159 ige Saccharoselésung, 2. 75 ccm 15°, Saccharose und
50 cem Glycerin, 3. 50 ccm 15°/, Saccharose und 50 ccm
Glycerin. Temperatur 17,5 bis 18%. Die erste Portion schied
in 20 Stunden iiber 207 mg CO, aus (das Barytwasser in den
Pettenkoferschen Rohren wurde vollig neutralisiert). Von der
zweiten Portion wurden in 20 Stunden 157,3 mg CO, aus-
geschieden. Die dritte Portion schied in 25!/, Stunden nur
37,5 mg CO, aus. Die beiden soeben beschriebenen Versuche
beweisen demnach die schédliche Wirkung groBer Glycerin-
mengen auf die Arbeit der Zymase.

Versuch 4.
(Ausgefiihrt von W. W. Zlotorowicz.)

3 Portionen zu je 6 g Zymin, 5 g Saccharose und 3 ccm
Toluol. 1. 50 cem 50°/,iger (des Volumens) wiisseriger Losung
von Athylenglykol, 2. 50 cem 10°/, Athylenglykol, 3. 50 ccm
Wasser. Temperatur 16 bis 19°,

1) Bourquelot, La synthése des Glucosides & 1’aide de 1’émulsine.
Paris 1913. (Rev. scientif., Janvier 1913.)
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50°
Atiyion | 10% Kthylen- W
glykol glykol
Dauer der
Versuche Gesamt- | Gesamt- . Gesamt- .
CO,
mox(:)g(;a des menge.des 1 St:mu(;e menge des 10521;;3‘»
2 ]

6 Std. | 128,2 20,5 150,0 25,0

8 » 136,8 45,6 159,0 53,0
12 Std. 45 Min. 894,0 80,7 410,3 82,4
8 Std. 97,2 82,4 81,2 27,1
38td. 10 Min 107,2 83,8 76,2 24,0
20 » 156 » |¢ 158 516,3 25,5 803,3 15,0
4 »n 45 » 70,8 14,9 82,8 6,9
4 Std. 58,8 14,7 28,8 7,2
24 »n 216,8 9,0 71,2 3,2
24 » 76,8 8,2 2,0 0,1

24 » | 84 0,3 - -

15,8 1806,3 13820,8
Versuch 5.

(Ausgefiihrt von W. W. Zlotorowicz.)

3 Portionen zu je 3 g Trockenhefe nach Lebedew, 5 g
Saccharose und 3 ccm Toluol. 1. 50 ccm Wasser, 2. 45 ccm
Wasser und 5 ccm Athylenglykol, 3. 40 ccm Wasser und 10 ccm
Athylenglykol. Temperatur 16 bis 19°.

Glykol 10°/, und | Glykol 209/, und
Saccharose 107/, Saccharose 010°/° Sa.coharose°10°/°
Dauer des Goma Gomm Goma

Versuches mt | o, in mt | 0o, in mt | CO, in
menge des : menge des ot Jmenge des bt

Co, 1 Stunde o, 1 Stunde 0, 1 Stunde
158td. 20 Min. - —_ — - 168,4 11,0
15 » 10 , —_ —_ 180,2 11,9 —_ —_
15 Std. 192,0 12,8 —_ — — —_
8 »n 96,4 12,0 106,8 13,3 84,0 10,5
25 » 170,0 6,8 186,68 7.4 195,4 7,8
- 24 » 131,68 55 135,8 5,6 148,8 6,2
72 Std. 590,0 — 609,4 . 596,6 -
48 Std. 119,6 2,5 — - 170,2 3,5
48 » 20,8 0,4 - —_ 86,0 1,5
24 » 2,0 0,1 —_ —_ 23,2 1,0
192 8td. 782,4 —_ —_ —_ 876,0 -

Biochemische Zeitschrift Band 60.
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Versuch 6.
(Ausgefiihrt von W. W. Zlotorowicz.)
3 Portionen zu je 3 g Zymin und 3 ccm Toluol. 1. 50 ccm
Wasser, 2. 45 ccm Wasser und 5 ccm Athylenglykol, 3. 40 ccm
Wasser und 10 ccm Athylenglykol. Temperatur 16 bis 19°.

Wasser Glykol 109/, Glykol 209/,
Dauer des
Gesamt- . Gesamt- . Gesamt- .
Versuches | on00 degl COs in dos]. COs in des| COs in
ge des menge dos menge des
o, |} Stundef e € Stunde| Co, |1 Stunde
6 Std. 17,2 2,8 14,0 2,3 10,8 1,8
21 , 27,0 1,3 28,5 1,4 29,6 14
69 » 5,6 0,08 9,4 0,14 20,4 0,3
96 Std. 49,8 —_ 52,0 — 60,8 —

Wie aus den hier angefiihrten Versuchen (4, 5, 6) her-
vorgeht, hilt das Athylenglykol die alkoholische Girung in
starken Losungen auf. Schwache Losungen schwichen dieselbe
wihrend dér ersten Stunden etwas ab, wihrend die Garung
in den letzten Stunden energischer vor sich geht, und zwar
wahrscheinlich infolge einer Hemmung in der Arbeit des proteo-
lytischen Fermentes.

Versuch 7.
(Ausgefithrt von H. J. Millak.)

2 Portionen zu je 3 g Hefanol, 3,75 g Saccharose und
0,0625 g K,HPO,. 1. 25 ccm Wasser, 2. 25 ccm 50°/,iger
Formamidlosung. Temperatur 16 bis 19°% Von der Wasser-
portion wurden in 23 Stunden 206,4 mg CO, ausgeschieden,
von der Formamidportion in 27 Stunden nur 3,6 mg CO,.

Der Ersatz einer Hilfte der Wassermenge durch Formamid
hat demnach eine véllige Hemmung der alkoholischen Girung
hervorgerufen.

Versuch 8.
(Ausgefithrt von N. N. Monteverde.)

4 Portionen zu je 6 g Zymin und 1 g durch KOH neu-
tralisierte Brenztraubensiure. 1. und 2. je 100 ccm Glycerin,
3. 50 ccm Glycerin und 50 ccm Wasser, 4. 25 ccm Glycerin
und 75 ccm Wasser. Temperatur 17 bis 19°,
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1. Portion: 2. Portion: 3. Portion:|(4. Portion:
Glycerin Glycerin 500/, 259/,
ohne Wasser ohne Wasser Glycerin | Glycerin
CO, CO
Stunden : Stunden : Stunden €0, co,
mg mg mg mg
24 | 2297 3 1,91 2 62,75 | 88,95
Hinzufiigung von | Hinzufiigung von 3 60,87 70,23
10 ccm Wasser 10 ccm Wasser
3 16,88 18 52,92 16 74,91 80,06
18/, 28,58 6 18,29 6 26,71 30,45
20 37,73 20 48,711 42,62
451/, 68,43 47 106,85 47 273,95 | 812,31

Wie aus der nachstehenden Gleichung hervorgeht, ist Wasser
erforderlich:

2CH,COCOOK + H,0 — 2CH,COH - CO,K, + CO,.

In der Tat wurde in der Glycerinlosung eine minimale
Menge Kohlensiure ausgeschieden, und zwar im Verlaufe von
3 Stunden nur 1,9 mg, in dem 4. Versuche dagegen wurden im
Verlaufe von 2 Stunden 88,9 mg CO, ausgeschieden. Auf die
Carboxylase iibt das Glycerin eine schiédliche Wirkung aus;
in Glycerin, dem nach 3 Stunden 10 ccm Wasser hinzugefiigt
worden waren, wurde bedeutend mehr Kohlensdure ausgeschieden
als in dem Glycerin, dem das Wasser nach 24 Stunden hinzu-
gefiigt wurde. Das Hinzufiigen von 25°, Glycerin ruft nicht
nur eine gewisse Verringerung der Kohlensiure hervor (ohne
Glycerin 143,9), sondern auch eine Verlangsamung im Verlaufe
der Spaltung der Brenztraubensiure, die mit Wasser rasch zu
Ende gefiihrt wird.

Versuch 9.

Mehreren Portionen zu je 3 g Hefanol wurde Glycerin
in verschiedenen Konzentrationen beigemengt, sowie je ein
paar Tropfen Methylenblaulésung. Die Gliser wurden, wie
bei allen Versuchen mit Methylenblau, luftfrei verschlossen.
Bei Wasser trat eine rasche Entfirbung des Methylenblaus ein.
Bei Glycerin mit geringen Mengen Wasser war keine Ent-
firbung zu bemerken. Bei betrichtlichen Mengen Wassers trat
die Entfirbung um so rascher ein, je groBer das Quantum

Wasser war.
12*
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Versuch 10.

Mehreren Portionen zu je 3 g Hefanol wurde Pyridin in
verschiedenen Konzentrationen, sowie je ein paar Tropfen
Methylenblaulésung beigemengt. Bei den Portionen ohne Wasser
und bei solchen, wo das Pyridin mit nur geringen Mengen
Wassers verdiinnt war, wurde keine Entfarbung des Methylen-
blaus beobachtet. Bei Gegenwart von groBeren Mengen Wassers
verlief die Entfirbung um so rascher, je mehr Wasser zu-
gegen war.

Glycerin und Pyridin!) hemmen demnach die Arbeit der
Reduktase.

Versuch 11.
(Ausgefithrt von J. G. Platischensky.)

4 Portionen zu je 0,56 g Trockenhefe nach Lebedew
wurden in Glisern von je 15 ccm Inhalt untergebracht. In
alle Gliser wurden je 2 Tropfen 0,5°/,iger Methylenblaulosung
in Formamid getan. In das erste Glas wurde reines Formamid
gegossen, in das zweite 10 ccm Formamid und 5 ccm Wasser, in
das dritte 5 ccm Formamid und 10 ccm Wasser, in das vierte
reines Wasser. Die Gliser wurden mit Pfropfen verschlossen.
In dem vierten Glischen trat nach 2 Stunden véllige Entfarbung
ein. In den iibrigen Gldaschen war nach 4 Tagen fast noch
ger keine Verinderung zu bemerken, und nur in dem dritten
war die Firbung etwas heller geworden.

Versuch 12.
(Ausgefiihrt von E. W. Elladi.)

5 Portionen zu je 3 g Lebedewscher Trockenhefe und
5 ccm 0,6°,iger Losung von Methylenblau in Athylalkohol.
1. 45 ccm Athylalkohol, 2. 40 ccm Athylalkohol und 5 ccm Wasser,
3. 30 ccm Athylalkohol und 15 ccm Wasser, 4. 20 ccm Athyl-
alkohol und 20 ccm Wasser, 5. 45 ccm Wasser.

In der 4. und 5. Portion wird die Entfirbung des Methylens
blaus nach 2 bis 3 Stunden deutlich bemerkbar, und nach einem
Tage tritt fast vollstindige Entfirbung ein. In der 3. Portion
erfolgt die Entfirbung am 3. Tage. In der 1. und 2. Portion

1) Daa Pyridin hemmt auch die Arbeit des Emulins. Gésa Zemplén,
Zeitsohr. f. physiol. Chem. 85, 415, 1913,
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fand keine Entfirbung statt. Die Arbeit der Reduktase wird
demnach durch Alkohol gehemmt?).

Durch die hier mitgeteilten Versuche werden somit folgende
Satze bewiesen:

1. Bei (wenn auch teilweisem) Ersatz des Wassers
durch andere Lésungsmittel (Glycerin, Athylenglykol,
Formamid, Pyridin, Athylalkohol) wird die Arbeit der
Zymase, Carboxylase und Reduktase (Reduktion des
Methylenblaus) stark gehemmt oder sogar ganz auf-
gehalten.

2. Ohne Wasser wird sowohl die Arbeit der Fer-
mente der alkoholischen Gérung wie auch derjenigen
des anaeroben Stadiums der Atmung unmoglich ge-
macht.

Die wichtigste Eigenschaft des Wassers fiir den Atmungs-
prozeB ist endlich seine Fahigkeit, mit Hilfe seiner Ionen die
Oxydationen und Reduktionen hervorzurufen. Ganz besonderes
Interesse bieten, vom physiologischen Gesichtspunkte aus,
die Versuche von Wieland?). Dieser Autor beweist die Mog-
lichkeit einer Oxydation der Aldehyde, bei Abwesenheit von
Sauerstoff, zur entsprechenden Sdure mit Hilfe des Waasers.
Es ist von besonderer Wichtigkeit, da3 zuerst ein Hydrat zur
Bildung gelangt:

/OH
R.COH 4 H,O0= R.HC\OH

»Wenn man feuchten Aldehyd bei AusschluB von Luft

mit Palladiumschwarz schiittelt, so erhélt man Séure und Wasser-
stoff, letzteren an Palladium gebunden.“

OH 0
R.HK  — R.0{
OH 0]
In Gegenwart von Methylenblau wird der sich bildende
Wasserstoff fiir die Reduktion dieses Farbstoffs zu einer Leuko-
verbindung verwendet. Das Wasser ruft demnach gleichzeitig
eine Oxydation und eine Reduktion hervor.

+H,.
H

) Emulsin nach Bourquelot arbeitet gut in starken alkoholi-

* schen Losungen.

") H. Wieland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 2606, 1912.
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Wieland weist darauf hin, ,daB trockenes Silberoxyd mit
wasserfreiem Acetaldehyd {iberhaupt nicht reagiert, wiahrend
bei Gegenwart von Wasser sofort kriftige Oxydation einsetzt.
AuBerdem lieB sich beim Vergleich eines isolierbaren und be-
stindigen Hydrats, des Chloralhydrats, mit dem Chloral direkt
die Probe aufs Exempel machen. Das Hydrat zeigte sich auBler-
ordentlich oxydabel, wihrend das Chloral lingere Zeit nicht
mit Silberoxyd in Reaktion trat.“ Diese Beobachtungen be-
finden sich in vélliger Ubereinstimmung mit &lteren Versuchen,
die zeigten, daB trockenes Chlor nicht auf geschmolzenes me-
tallisches Natrium einwirkt!), da8 Ammoniak und Chlorwasser-
stoff in absolut trockenem Zustande in keiner Weise reagieren?),
daB trockenes metallisches Natrium sich in wasserfreier Schwefel-
siure nicht auflost?) usw. Weiter unten wird noch ausfiihr-
licher auf derartige Fille von ,nasser Autooxydation“ hin-
gewiesen werden.

Alle hier mitgeteilten Tatsachen iiber die Bedeutung des
Wassers fiir verschiedene physiko-chemische Vorgénge stehen
in volliger Ubereinstimmung mit meinen theoretischen Auf-
fassungen von dem Prozesse der Atmung hoherer Pflanzen, wie
sie sich auf Grund der wihrend der letzten Jahre von mir und
meinen Mitarbeitern und Mitarbeiterinnen erlangten faktischen
Daten bei mir herausgebildet haben. Da sich nun diese theo-
retischen Auffassungen mit dem Fortschreiten der Arbeiten
einigermalen gedndert haben, so méchte ich in dem vorliegenden
Aufsatze ein allgemeines Bild von dem Atmungsvorgange bei
den Pflanzen geben, wie ich ihn mir gegenwirtig vorstelle.

Man unterscheidet zwei Stadien in dem Atmungsprozesse:
das anaerobe und das aerobe Stadium. Die wihrend der At-
mung ausgeschiedene Kohlensiure wird von allen Erforschern
der Atmung in anaerobe und aerobe Kohlensiure eingeteilt.
VYon der Tatsache ausgehend, daB wihrend der alkoholischen
Girung eine Umlagerung des Sauerstoffs von dem Wasserstoff
zum Kohlenstoff stattfindet, worauf schon Hoppe-Seyler?)
hingewiesen hat,

) Wanklyn, Chem. News 20, 271, 1869.

¥) Baker, Journ. chem. Soc. 78, 422, 1893.

%) Proc. Chem. Soc. 1894, 86.

9 F. Hoppe-Seyler, Arch. f. d. ges. Physiol. 12, 8, 1876.



Bedeutung des H;O bei der Girung und Atmung der Pflanzen. 183

O OHHOHOH H H H
N L s o
¢—C—C—C—C—0—H=2C0, 4 2H—C0—C—H
2 R I RN 7N\
H HOHH H OH H OH

bin ich zu der Uberzeugung gelangt, daB eine ebensolche Um-
lagerung auch wihrend der Atmung vor sich gehen muf8i. Da
nun in der Glucose nicht die fiir die Oxydation des gesamten
in ihr enthaltenen Kohlenstoffs geniigende Menge Sauerstoffs
enthalten ist, so folgt hieraus, daB die fehlende Sauerstofi-
menge dem Wasser entnommen werden muf8'). Der frei werdende
Wasserstoff hingegen wird durch die Wasserstoffacceptoren ge-
bunden. Solche Wasserstoffacceptoren sind in den Pflanzen
sehr verbreitet und wurden von mir als Atmungspigmente be-
zeichnet?). Indem die Pigmente (R) Wasserstoff absorbieren,
verwandeln sie sich in Leukoverbindungen (R.H,), d. h. in
Chromogene:
C,H,,0, + 6H,0 4 12R=6CO, | 12RH,.

Hieraus zog ich nachstehende SchluBfolgerungen:

3. Wihrend der Atmung der Pflanzen erfolgt eine
Assimilation von Wasser.

4. Das assimilierte Wasser wird bei der anaeroben
Oxydation der Glucose verausgabt.

6. Die anaerobe Oxydation des in der Glucose ent-
haltenen Kohlenstoffs erfolgt zur Halfte auf Kosten
des in der Glucose enthaltenen Sauerstoffs und zur
Hélfte auf Kosten des Sauerstoffs des wiahrend der
Atmung assimilierten Wassers.

6. Die gesamte, wihrend der Atmung ausgeschie-
dene Kohlensaure ist anaeroben Ursprungs.

Die letztere Ansicht war schon frilher von Bach und
Battelli®) ausgesprochen worden, und zwar auf Grund thermo-
chemischer Betrachtungen: ,L’acide carbonique est toujours
éliminé par dédoublement, jamais par oxydation directe. Dans
Poxydation l'oxygéne se porte sur I’hydrogéne, jamais sur le
carbone.“

) W. Palladin, Zeitschr. f. Girungsphysiol. 1, 91, 1912.

%) W. Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 26a, 125, 1908.
3) Bach und Battelli, Compt. rend., 2. Juni 1903.
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Die Richtigkeit meiner Auffassung, wonach die Glucose
unter Anteilnahme von Fermenten in sauerstofffreien Medien
bei Gegenwart von Wasserstoffacceptoren durch das Wasser in
Kohlensiure oxydiert wird, ist in einer soeben erschienenen
neuen, sehr interessanten Arbeit von Wieland erwiesen worden?).
Ihr Verfasser beobachtete eine Ausscheidung von Kohlensiure
bei der Einwirkung von Palladiumschwarz auf Glucose in sauer-
stofffreiem Medium in Gegenwart von Methylenblau als Wasser-
stoffacceptor.

Indem ich ausspreche, daB die Glucose durch Wasser
oxydiert wird, will ich damit nicht sagen, daB das gesamte,
fir die Oxydation der Glucose erforderliche Wasser dieselbe
unmittelbar oxydiert. Ich vermute vielmehr, daB die Addition
des Wassers unter Bildung von Hydraten allmihlich zu
verschiedenen Zwischenprodukten der Spaltung der Glucose
fiihrt, die durch Wasser viel leichter oxydiert werden als die
Glucose. In der Tat hat Wieland in seiner soeben erwéhnten
Arbeit nachgewiesen, daB die Dehydrierung der Gluconsaure
viel rascher vor sich geht als die Dehydrierung der Glucose.
Besonders leicht geht die Dehydrierung der Milchsiure vor
sich, wobei Brenztraubenséure gebildet wird, die auf Grund der
Untersuchungen von Neuberg als ein Zwischenprodukt des
Glucosezerfalls bei der alkoholischen Gdrung (und demnach
auch bei der Atmung) angesehen wird. Auf Grund der von
Jones ausgearbeiteten Hydrattheorie bin ich der Meinung,
daB alle der Einwirkung von Wasser unterliegenden Substanzen
mit diesen Hydrate bilden, und daB dann erst die Dehydratation
nach dem von Wieland aufgestellten Schema vor sich geht.

Da die priméren Stadien der Atmung den priméren Stadien
der alkoholischen Gérung entsprechen, so ergibt sich hieraus,
daB auch wihrend der alkoholischen Garung eine Assimilierung
von Wasser vor sich geht, worauf schon Traube®) und W. Lb?)
sowie andere Autoren hingewiesen haben.

Die anfinglichen Stadien der Atmung und der alkoholischen
Gérung wird man als eine Aufeinanderfolge durch das Wasser
verursachter oxydierender und reduzierender Reaktionen an-

1) Wieland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 3327, 1913.

%) M. Traube, Theorie der Fermentwirkungen, S.105. Berlin 1858.
%) W.Lob, diese Zeitechr. 12, 78, 1908.
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sehen miissen. Obgleich die wichtige Bedeutung der Reduktions-
reaktionen bei der alkoholischen Girung von Grii?) und mir?)
nachgewiesen wurde, und wir darauf hinwiesen, da8 die Re-
duktase an derselben unmittelbar Anteil nimmt, so ist den re-
duzierenden Vorgingen doch bis zur neuesten Zeit nicht die
geringste Aufmerksamkeit geschenkt worden. Erst in allerletzter
Zeit ist von Bach?) und Neuberg!) auf die wichtige Bedeu-
tung dieser Reaktionen in den Prozessen der Atmung und der
alkoholischen Gérung hingewiesen worden. Bach®) hat eine
Theorie von der Arbeit der Reduktase ausfiihrlich ausgearbeitet,
auf Grund deren die Reduktionsprozesse unter Anteilnahme
des Wassers vor sich gehen. In ihrer in dem von mir ge-
leiteten Laboratorium ausgefiihrten Arbeit hat Frl. Korsakow?®)
nachgewiesen, daB selensaures Natrium, indem es Wasserstoff
entzieht, die Kohlensiuremenge wihrend der durch abgetotete
Hefe hervorgerufenen alkoholischen Gdrung herabsetzt. Unter
Anwendung von Methylenblau als Wasserstoffacceptor haben
Palladin, Hiibbenett und Korsakow?) sowie Malczewski®)
verschiedenartige, durch diesen Farbstoff im Atmungsvorgange
lebender und abgetiteter Samen hervorgerufene Verdinderungen
feststellen koénnen. Da der AtmungsprozeB8 bedeutend kom-
plizierter ist als der ProzeB der alkoholischen Girung, so habe
ich mich in meiner darauffolgenden, in Gemeinschaft mit Lvoff
ausgefiihrten Arbeit®) wiederum dem Studium der Wirkung der
Wasserstoffacceptoren auf die Arbeit der Zymase zugewandt.
Als Wasserstoffacceptor wurde der an Chromogen sehr reiche
Saft aus weiBen Zuckerriiben verwendet. Wir fanden dabei,
daB das Pigment, indem es Wasserstoff aufnimmt, die Arbeit
der Zymase unterdriickt.

1) J. GriiB, Zeitsohr. f. d. ges. Brauwesen 27, 688, 1904.

) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 81, 1908.

%) A. Bach, Oxydationsprozesse in der lebenden Substanz. Oppen-
heims Handb. d. Biochem. Ergianz.-Bd. 1818, 133.

4) C. Neuberg und Joh. Kerb, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 486,
2228, 1913.

%) A. Bach, diese Zeitschr. 81, 443, 1911; 88, 282, 1911.

%) M. Korsakow, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 1910, 334.

") W. Palladin, Hiibbenett und Korsakow, diese Zeitschr. 85,
1, 1911.

®) Malozewski, Bull. Acad. Imp. Se. St. Pétersbourg 1918, 639.

?) Palladin und Lvoff, Zeitschr. f. Girungsphysiol. 2, 238, 1913.
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Der vermittels des Atmungspigments oder des Methylenblaus
entnommene labile Wasserstof wird in dem Anfangsstadium
der alkoholischen Girung gebildet, da seine Entnahme nicht
nur von einer Verringerung der ausgeschiedenen Kohlensiure,
sondern auch von einer in gleichem Verhdltnis und in gleicher
Quantitit erfolgenden Verringerung des gebildeten Alkohols
begleitet wird. Hierauf gelangte Lvoff?), der statt der Atmungs-
pigmente Methylenblau verwandt hatte, zu interessanten Er-
gebnissen, indem er fand, daB ein jedes vermittels des Methylen-
blaus entnommene Wasserstoffmolekiil die Spaltung eines Glu-
cosemolekiils in Alkohol und Kohlensiure aufhilt. Man wird
demnach die Abbhingigkeit der alkoholischen Géarung von den
Reduktionsprozessen durch folgende Gleichung ausdriicken
kénnen, in der M das Methylenblau bezeichnet:

2C,H,,0, + M =2C0, + 2C,H,0 + C,H,,0, + M.H,.

Diesen fiir die Bildung von Alkohol und Kohlensiure er-
forderlichen Wasserstoff bezeichne ich als den niitzlichen
Wasserstoff“. Indem man eine betrichtliche Menge von Me-
thylenblau verwendet, kann man die Kohlensiureabscheidung
und die Alkoholbildung génzlich unterbrechen und auf diese
Weise den Zerfall der Glucose in irgendeinem Anfangsstadium
zum Stillstande bringen.

In den Versuchen von Wieland werden sowohl die Oxy-
dations- wie auch die Reduktionsreaktionen auf Kosten des
Wassers, als alleinige Folge der Dehydrierung nur durch den
Katalysator, d. h. das Palladiumschwarz, hervorgerufen. In
Ptlanzen werden derartige Reaktionen durch verschiedene Fer-
mente bedingt. Hierzu gehéren die Zymase (als Sammelname),
Carboxylase, Reduktase und Katalase. Diese fermentativen
Reaktionen werden in den Pflanzen noch durch die Notwendig-
keit der Gegenwart von Kofermenten kompliziert. Derartige
Kofermente sind Phosphate, der Hefekochsaft, sowie nach den
neuesten Untersuchungen von Palladin und Stanewitsch?)
auch Lipoide.

1) 8. Lvoff, Bull. Acad. Imp. Sc. St. Pétersbourg 1818, 501; Zeit-
schr. f. Garungsphysiol. 8, 289, 1913.
") W.Palladin und S. Stanewitsch, diese Zeitschr. 26, 351, 1910.



Bedeutung des H;O bei der Girung und Atmung der Pflanzen. 187

Wir wollen nunmehr zu der Gleichung
C,H,,0, +6H,0=6CO, - 12H,
zuriickkehren.

Wir sehen, daB die totale Oxydation der Glucose auf
Kosten des Wassers von einer Anhdufung groBer Mengen von
Wasserstoff begleitet ist. Das Schicksal dieses Wasserstoffs ist
ein dreifaches. Erstens scheiden einige anaerobe Organismen
einen Teil des Wasserstoffs direkt in das umgebende Medium
ab. Hierzu gehort z. B. die Bakterie der buttersauren Girung:

C,H,,0, = C,H,0, + 2C0, + 2H,.

Fir die Erklirung der Bildung von Fettsduren unter
Ausscheidung von Wasserstoff durch anaerobe Bakterien kann
nachstehender Versuch von O. Loew!) dienen. Dieser Autor
hat gefunden, daB aus einer alkalischen Losung von Form-
aldehyd bei Gegenwart von Kupferoxydul eine groBe Menge
Wasserstoff ausgeschieden wird. Dabei wird Ameisenséiure ge-
bildet. Zweitens verausgabt die Hefe den sich bildenden Wasser-
stoff fiir die Reduktion des Endproduktes der Spaltung der Glu-
cose (Acetaldehyd) und scheidet denselben in Gestalt von Athyl-
alkohol nach auBen ab. Nach C. Neuberg?) wird das Zwischen-
produkt der Glucosespaltung vielleicht durch das Methyl-
glyoxal, CH;.CO.COH, dargestellt, aus dem durch Oxydation
auf Kosten des Wassers Brenztraubensiaure, CH,.CO.COOH,
gebildet wird. ,Nachdem dann die Brenztraubensiure durch
die Carboxylase in Kohlendioxyd und Acetaldehyd gespalten
ist, findet nunmehr die Cannizzarosche Reaktion?3) zwischen zwei
verschiedenen Aldehyden, dem Acetaldehyd und dem Methyl-
glyoxal, statt; dabei werden Athylalkohol und Brenztrauben-
siure gebildet. Aus letzterer erzeugt die Carboxylase stets von
neuem Kohlendioxyd und Acetaldehyd usw. Immer entsteht
und stindig zerfdllt die Brenztraubensiure, sie kann sich
nie anhdufen, so wenig wie das Methylglyoxal4).“ Diese Re-

1) 0.Loew, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20, 144, 1887; 45, 3319, 1912.

%) C. Neuberg, Die Garungsvorginge und der Zuckerumsatz der
Zelle. Jena 1913.

") Uber die biologische Bedeutung der Cannizzaroschen Reaktion
sieche J. Parnas, diese Zeitschr. 28, 274, 1910. — Battelli und Stern,

diese Zeitschr. 29, 130, 1910.
4) C. Neuberg, 1. c. 8.14.
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aktionen gehen demnach unter Anteilnahme des Wassers
vor sich:

CH;.CO.COH O CH,.CO.COOH

CH,.COH  H, CH,.CH,.OH

und der Vorgang der alkoholischen Gdrung besteht aus oxy-
dierenden und reduzierenden Reaktionen auf Kosten des Wassers.

In beiden soeben beschriebenen Fillen konnen die anaeroben
Organismen infolge der Abwesenheit von Sauerstoff den in dem
von ihnen ausgeschiedenen Wasserstoff enthaltenen Vorrat von
Energie nicht ausnutzen, mége dieser Wasserstoff nun in Gestalt
von freiem Wasserstoff oder in Gestalt von Alkohol entfernt
werden. Bei dem Vergiren der Glucose in Kohlensiure und
Alkohol wird demnach betrichtlich weniger Energie gebildet
als bei deren Oxydation in Kohlensdure und Wasser.

1. C,H,,0, + CO, = 6CO, -+ 6 H,0.
2. C,H,,0, = 2C,H,0 4 2C0,,

Im ersteren Falle wird die gesamte Verbrennungswirme der
Glucose (709 cal) ausgeschieden werden. Im zweiten Falle wird
man von den 709 cal die Verbrennungswéarme von 2 Molekeln
Alkohol abziehen miissen?).

709 cal — 2-326 cal = 57 cal.

Wir sehen demnach, wie unvorteilhaft es fiir die Pflanzen
wiire, der Mdoglichkeit beraubt zu sein, den zu ihrer Verfiigung
stehenden Wasserstoff zu oxydieren. Beriicksichtigt man, daB
die Verbrennungswiirme von 1 g Wasserstoff 34,6 cal betrigt,
die Verbrennungswirme von 1 g Kohlenstoff dagegen nur 8 cal,
8o wird es klar, daB wiihrend der Atmung die bedeutendste
Energiemenge von dem Wasserstoff, nicht aber von dem Kohlen-
stoff geliefert wird?).

Aus diesem Grunde wird im dritten Falle, wihrend der
Atmung bei Luftzutritt, der gesamte bei der Oxydation der
Glucose durch Wasser gebildete Wasserstoff von den Atmungs-

) W. Palladin, Die Physiologie der Pflanzen, S. 117. Charkow 1891.
(Russisch.)

%) Zu den gleichen Ergebnissen gelangten auch Bach und Battelli
(Compt. rend. 2. Juni 1903).
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pigmenten (R) aufgenommen, die sich ihrerseits in Chromogen
verwandeln (R.H,)

C,H,,0, - 6H,0 4 12R == 6CO, }- 12RH,.
Auf dieses anaerobe Stadium folgt das aerobe Stadium
12RH, 460, =12H,0 4 12R.

Hieraus geht hervor?):

7. Der wihrend der Atmung hiherer Pflanzen in-
folge der anaeroben Spaltung der Glucose gebildete
Wasserstoff wird zeitweilig durch besondere Wasser-
stoffacceptoren (die Atmungspigmente) aufgenommen.

8. Der gesamte wihrend der Atmung der Pflanzen
sufgenommene Sauerstoff wird ausschlieBlich fiir die
Oxydation des durch die Wasserstoffacoceptoren ge-
bundenen Wasserstoffs verwendet.

9. Das wihrend der Atmung gebildete Wasser ist
aeroben Ursprunges.

Fiir die Entfernung des in den Pflanzen gebildeten Wasser-
stoffs in Gestalt von Wasser ist die Teilnahme von Atmungs-
chromogenen in der Eigenschaft von Wasserstoffacceptoren er-
forderlich. Schon Reinke?) hat der wichtigen Bedeutung der
Chromogene seine Aufmerksamkeit zugewandt. Er bezeichnete
sie als Autoxydatoren. Auf die Atmungschromogene bezieht
sich eine ganze Reihe meiner eigenen Arbeiten, doch wurde
denselben infolge der iibermadBigen Bewertung der Bedeutung
der Oxydase im Atmungsprozesse nur wenig Aufmerksamkeit
geschenkt. Erst in letzterer Zeit hat Bach?) auf Grund-
lage seiner umfassenden Studien iiber die Reduktase die wich-
tige Bedeutung der Atmungschromogene anerkannt. Auch
Wieland*), der sich bei seinen Arbeiten iiber die Oxydation
mit Hilfe von Wasser des Methylenblaus als Wasserstoff-
acceptor bediente, erkannte die wichtige Bedeutung der Pig-
mente fiir den AtmungsprozeB. Ich habe nachgewiesen, daB8

1) W.Palladin, Bull. Acad. Imp. Sc. 8t. Pétersbourg 1912, Sp. 442;
Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 96, 1912,

*) Reinke, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 213, 1882; Botan. Zeitg.
1883, 65.

%) A. Bach, 1 o. 8.180.

4) H. Wieland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 3339, 1913.
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nder molekulare Sauerstoff wird durch Oxydasen (Lactase,
Tyrosinase, Peroxydase} nur auf Chromogen iibertragen. Damit
wird die Rolle der Atmungsoxydasen erschopft“!). ,Zur Nach-
weisung der Atmungspigmente ist eine Steigerung der Oxy-
dationsprozesse oder eine Hemmung der Reduktionsprozesse
erforderlich“?). Es wurde der Nachweis geliefert fiir die weite
Verbreitung der Pigmente® und fiir die Bedingungen ihrer
Bildung*). Da die Atmungschromogene zu den stark wirkenden
aromatischen Verbindungen gehoren®), so werden sie in den
Pflanzen in Gestalt von Prochromogenen abgelagert®). Der-
artige Prochromogene stellen die Glucoside oder die Lipoide
dar?). Endlich ist von mir nachgewiesen worden, daB ,die
Rolle der Atmungspigmente in den Oxydationsprozessen in dem
Entziehen des Wasserstoffs von der zu oxydierenden Substanz“
besteht®). Die Atmungschromogene werden durch Methylalkohol
aus den Pflanzen ausgezogen und nehmen Sauerstoff in alkalischen
Losungen gierig auf®). Es bestehen gegenseitige Beziehungen
zwischen der Chromogenmenge und der Peroxydasenmenge?!®).

Die an Chromogen reichen Pflanzenteile enthalten viel
Peroxydase und umgekehrt. Fiir die Klarlegung der Physio-
logie der Chromogene und Pigmente und deren Beziehungen
zu der Peroxydase sind die Arbeiten nachstehender Autoren
von besonderem Interesse: Bartlett!!), Combes?!?), Fit-

1) W. Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 26a, 125, 1908.
") W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 207, 1908.
%) W. Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 26a, 378, 1908.

‘) W. Palladin, ebenda 26a, 389, 1908.

%) W. Palladin, diese Zeitschr. 18, 151, 1909.

% W. Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 27, 101, 1909.

) W. Palladin, diese Zeitschr. 27, 442, 1910.

*) W. Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 80, 104, 1912; Zeit-
schr. f. Giarungsphysiol. 1, 91, 1912.

%) W. Palladin und Z. Tolstaja, diese Zeitsohr. 49, 381, 1913.

1) W. Palladin und P. Iraklionoff, Rev. gén. de botan. 28,
225, 1911.

1) H. H. Bartlett, U. 8. Department of Agriculture. Bureau of
plant industry. Bulletin Nr. 264. Washington 1913.

1) R. Combes, Annales des Sciences naturelles. Botanique, 9 série
9, 275, 1909; 16, 1, 1912. Revue générale de botanique 22, 177, 1910.
Compt. rend. 150, 1532, 1910; 153, 886, 1911. Association frangaise pour
Pavancem. d. sc. 40 session, 2, 464, 1912.
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ting?), Grafe?), Keeble?), Majima!), Tammes, Wee-
wers®), Wheldale®), Nierenstein’) und Willstatter®). Bei
Beginn meiner Studien iiber die Atmungschromogene war mir
deren Rolle im AtmungsprozeB nicht vollsténdig klar. Ich nahm
an, daB dieselben als Ubertriger des Sauerstoffes auf die zu
oxydierenden Stoffe dienen®) oder Sauerstoffspeicher sein kénn-
ten?), Spiterhin habe ich mich aber in ganz bestimmter
Weise dafiir ausgesprochen, daB dieselben, gleich dem Methylen-
blau, die Rolle von Wasserstoffacceptoren fiir die Entfernung
des Wasserstoffs aus den Pflanzen in Gestalt von Wasser aus-
iiben!!). In den am Ende des gleichen Jahres erschienenen
Studien von Wieland?!?) iiber den Chemismus der Oxydations-
prozesse habe ich eine volle Bestitigung meiner Ansichten
iiber die Rolle der Atmungschromogene finden kénnen.

Die Chromogene arbeiten im Protoplasma im alkalischen
Medium. Die im Zellsaft vorhandenen Pigmente (Anthocyane)
konnen keinesfalls als einfache Oxydationsprodukte der At-
mungschromogene angesehen werden, wenn auch die Atmungs-
energie wihrend ihrer Bildung gesteigert wird !*). Unter normalen
Bedingungen wird das aus dem Atmungschromogen hervor-

1) H. Fitting, Zeitschr. f. Botanik 4, 81, 1911.

") V. Grafe, Sitzungsber. Wiener Akad. Math. Naturw. Kl. Abt. 1
118, 1038, 1909; 120, 765, 1911.

3) F. Keeble und E. F. Armstrong, Journ. of genetics 2, 277,
1912. — F. Keeble, S. F. Armstrong und W. N. Jones, Proceedings
of the Royal Society 86, 308, 1913.

4) R.Majima, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4390, 1907; 42, 1418,
3634, 1909; 45, 2727, 1912.

%) Th. Weewers, Betrachtungen und Untersuchungen ib. d.
Nekrobiose usw. Amersfoort 1912.

%) M. Wheldale, Journ. of genetics 1, 133, 1911. Bioch. Journ.
17, 87, 1913.

") N. Nierenstein, Ber. d. Deutach. chem. Ges. 44, 3487, 1911; 45,
499, 1912,

*) R. Willstatter, Annal. d. Chem. 401, 188, 1918.

?) Aus diesem Grunde habe ich dieselben als Phytohimatine be-
zeichnet, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 26a, 131, 1908.

1%) W.Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 221, 1908.

1) W, Palladin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 80, 104, Marz 1912.
Zeitechr. f. Girungsphysiol. 1, 91, Mai 1912.

") H. Wieland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 2606, 1912,

1) R.Combes, Revue générale de botanique 22, 177, 1910.
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gegangene Pigment sofort von neuem zu Chromogen redu-
ziert. Die im Zellsaft vorhandenen Anthocyane dagegen neh-
men augenscheinlich keinerlei Anteil an dem ProzeB der
Atmung. Wenn die Anthocyane das Ergebnis einer einfachen
Oxydation der Atmungschromogene darstellen und am At-
mungsprozesse teilnehmen wiirden, so miiSten die Blumen so-
wie die farbigen Blitter im sauerstofffreien Medium entfarbt
werden. In meinem Laboratorium von Frl Tolstaja ange-
stellte Versuche mit verschiedenen farbigen Blittern und
Blumen haben indessen gezeigt, daB diese letzteren selbst nach
sehr langdauerndem Aufenthalt in einer sauerstofffreien Atmo-
sphire ihre Farbe nicht verinderten, solange sie am Leben
blieben. Die Bildung der Anthocyane ist ein sehr verwickel-
ter Vorgang. So kénnen Pigmente nach Chodat!) durch
gleichartige Oxydation des Chromogens und seiner Verbindung
mit verschiedenen Aminosiuren erzielt werden. Combes?) er-
hielt bei der Einwirkung von Wasserstoff in statu nascendi auf
eine aus griinen Blittern von Ampelopsis ausgeschiedene
gelbbraune Substanz ein Pigment, welches mit dem Pigment
aus den Herbstblattern von Ampelopsis iibereinstimmt. Nach
Tswett?) in Apfeln sowie in einigen anderen Objekten sind
alkohollgsliche, vielleicht tannoide Stoffe vorhanden, die durch
starke Mineralsiduren in Gegenwart von Formaldehyd oder Acetal-
dehyd in einen anthocyanihnlichen Farbstoff verwandelt werden.
Nach den Versuchen von Willstitter?) stellt das Anthocyan
aus Kornblumenblittern (Cyanin) ein Glucosid dar. Die Antho-
cyane bilden sich demnach infolge einer Synthese des Chromo-
gens mit der Glucose und vielleicht auch mit den Zerfallspro-
dukten der EiweiBstoffe (Chodat). Die Atmungspigmente da-
gegen bilden das Resultat einer einfachen Oxydation der
Chromogene.

Fiir uns ist die weite Verbreitung des Anthocyans in den
Pflanzen von Wichtigkeit, und zwar als ein Beweis fiir die
weite Verbreitung der chromogenen Gruppen in denselben.

1) Chodat, Archives des sciences physiques et naturelles (4) 88,
350, 1912; 84, 315, 1912; 85, 1, 1913.

8) Combes, Compt. rend. 157, 1002, 1913.

) M. Tswett, diese Zeitschr. 58, 225, 1913.

4) Willstiatter, Annal. d. Chem. 401, 189, 1913,
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10. Die Anthocyane nehmen keinen unmittelbaren
Anteil an dem Atmungsproze8.

Auf Grund der Arbeiten von Spina!) sind auch bei
den Tieren Pigmente vorhanden, welche die Rolle von
Wasserstoffacceptoren fiir die Entfernung des Wasserstoffes
in Gestalt von Wasser spielen. Spina hilt dieselben irr-
tiimlicherweise fiir Ubertriger des Sauerstoffes auf die zu
oxydierenden Substanzen. Auch die bei den wirbellosen Tieren
stark verbreiteten Chromogene (das sog. ,farblose Blut“)?)
dienen aller Wahrscheinlichkeit nach als Wasserstoffaccep-
toren. Die nicht gesittigten Phosphatide der Nieren und
namentlich des Gehirnes dienen nach Frinkel als Ubertriger
des Sauerstoffes. ,Man kann solche Substanzen, die in den Ge-
weben Oxydationen und Reduktionen durchfithren, aber gar keine
enzymatischen Funktionen haben, Intermediérkdrper nennen3).4

Die Oxydation des durch die Atmungspigmente gebunde-
nen Wasserstoffes auf Kosten des Sauerstoffes der Luft geht
bei Anteilnahme der Peroxydase vor sich‘). Ich habe schon
lingst darauf hingewiesen, daB die oxydierende Eigenschaft der
an dem Atmungsprozesse teilnehmenden Peroxydasen eine sehr
geringe ist. Ihre Bedeutung beschrinkt sich nur auf die Ent-
nahme des Wasserstoffes von dem Atmungschromogen und auf
dessen Oxydation zu Wasser. So wird z. B. das Hydrochinon
nur bis zum roten Chinon oxydiert

C,H,0, + 0 =C,H,0, + H,0.

Hieraus folgt:

11. Die Peroxydasen stellen wasserbildende Fer-
mente dar.

12. Die Peroxydasen stellen pigmentbildende

Fermente dar.

1) A. Spina, Experimentelle Beitrige zu der Lehre von der inne-
ren Atmung der Organe. Prag 1889.

%) O.von Fiirth, Vergleichende chemische Physiologie der niede-
ren Tiere. Jena 1903.

%) 8. Frankel, Dynamische Biochemie. 8. 34. Wiesbaden 1911.

4) Ich bezeichne die oxydierenden Fermente als Peroxydasen auf
Grund der Angsben von Chodat und Bach, die nachgewiesen haben,
daB die Oxydasen eine Mischung der Peroxydase mit fremden Substanzen

(Oxygenasen) darstellen.
Biochemische Zeiteohrift Band 60. 13
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13. Die Atmungspigmente stellen Vermittler dar
zwischen den Produkten der anaeroben Spaltung der
Glucose und den Peroxydasen, indem letztere nur
aromatische Verbindungen von bestimmtem Baue oxy-
dieren kénnen.

Untersuchungen iiber den Mechanismus der Oxydation
mit Hilfe oxydierender Fermente haben gezeigt, daB die einen
derselben (die Laccase) aromatische Verbindungen von be-
stimmter Zusammensetzung ohne Hinzufiigung von Wasser-
stoffhyperoxyd oxydieren. Andere dagegen (die Peroxydase)
oxydieren diese Verbindungen nur bei Gegenwart von Wasser-
stoffhyperoxyd, Auf Grund dieser Beobachtung sind Bach
und Chodat der Ansicht, daB die Oxydasen (vom Laccase-
Typus) aus Peroxydase und einem zusammengesetzten orga-
nischen Hyperoxyd (Oxygenase) bestehen, die das bei Versuchen
in vitro hinzugefiigte Wasserstoffhyperoxyd ersetzen. Die er-
wihnten Autoren haben mit Erfolg versucht, die Oxydase in
Peroxydase und Oxygenase zu zerlegen?).

Nach der Theorie von Engler-Bach nimmt der zu oxy-
dierende Korper ein-ganzes Molekiil Sauerstoff auf, indem er
ein Hyperoxyd bildet (Oxygenase im AtmungsprozeB):

A+ 0,=A0,.

Ein solcher Oxydationsmodus wird als trockene Autoxy-
dation bezeichnet. Er ist fiir viele chemische Prozesse nach-
gewiesen worden. Nach der Theorie von M. Traube?) geht die
Autoxydation ebenfalls mit Teilnahme des Wassers unter Bil-
dung von Wasserstoffhyperoxyd vor sich:

A+ 0,4+ H,0=A0 4 H,O0,.
Von einer ganzen Reihe von Forschern?®) ist die Bildung

von Wasserstoffhyperoxyd wihrend des Vorganges der ,nassen
Autoxydation“ nachgewiesen worden*). Die Theorie von Engler-

') Chodat und Bach, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 86, 606, 1904.

*) M.Traube, l.c.— Schonbein, Journ.f. prakt. Chem.81, 16, 1860.

%) W. Mauochot, Uber Sauerstoffaktivierung (Verhdl. phys. med.
Ges. Wiirzburg. N. F. 89, 1908). Uber die Bedeutung des Wassers:
Boussingault, Ann. chim. phys. (3) 85, 36; Berthelot, Compt. rend.
125, 277, van’t Hoff-Cohen, Chem. Dynamik, 2 Teil, 8. 277.

4) F. Haber, Zeitschr. f. physikal. Chem. 84, 513,1900. — F. Haber
und F. Bran, L o. 35, 81, 1900.
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Bach und diejenige von Traube schlieBen einander mnicht
aus: bei den einen Reaktionen haben wir es mit trockener
Autoxydation, bei den anderen mit nasser Autoxydation zu
tun. In Pflanzen hingegen haben wir es nur mit nasser Au-
toxydation zu tun.

Die vegetabilischen Chromogene werden oxydiert nur bei
Gegenwart von Wasser. So wird nach den von N. A. Bessanoff
in meinem Laboratorium ausgefiihrten Versuchen Hématoxylin,
C,.H,,0,, nur bei Gegenwart von Wasser, in Himatein, C,,H,,0,,
oxydiert. Eine alkoholische Losung von Hématoxylin wird
nicht an der Luft oxydiert. Die Oxydation beginnt erst nach
Hinzufiigung von Wasser. Die Geschwindigkeit der Oxydation
hidngt von der Menge des hinzugefiigten Wassers ab. Auch
Keeble') hilt die Anteilnahme des Wassers bei der Oxydation
der Chromogene fiir notwendig. Nach der Theorie von Traube
miissen die Chromogene unter der Einwirkung des Wassers
zunichst Hydrate bilden, worauf sie durch den Sauerstoff der
Luft unter gleichzeitiger Bildung von Wasserstoffhyperoxyd
oxydiert werden. Die Theorie von Bach und Chodat muB
dahingehend abgeéindert werden, daB die Oxydation unter
Anteilnahme des Wassers vor eich geht.

14. Die Oxydation der Chromogene mit Hilfe der
Peroxydase (zur Entfernung des Wasserstoffes) ver-
léuft nach dem Schema der nassen Autoxydation.

Es muB ferner noch die Natur der von diesen Autoren
Oxygenenase genannten ritselhaften Substanz klargestellt
werden. Es frigt sich, ob dies in der Tat ein zusammen-
gesetztes Hyperoxyd ist, das vielleicht unter Mitwirkung von
Wasserstoffhyperoxyd gebildet wird, oder aber nur eine den
Oxydationsproze8 beschleunigende Substanz. So weisen Haber
und Bran? darauf hin, daB durch den Sauerstoff der Luft
schwer oxydierbare und fiir Wasserstoffhyperoxyd unempfind-
liche Kérper bei Gegenwart von Substanzen, die fiir Wasser-
stoffhyperoxyd empfindlich sind, leicht zu oxydieren beginnen.
So oxydiert arsenigsaures Natrium leicht bei Gegenwart von
Schwefelnatrium, Benzaldehyd bei Gegenwart von Indigo. Ob-

1) Keeble, Armstrong und Jones, Proc. of the Roy. Soc. 86,
308, 1913.
% 1 o.
13*
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gleich der Indigo fiir Wasserstoffhyperoxyd unempfindlich ist, so
wird er bei Gegenwart der wihrend der Oxydation des Benz-
aldehyds gebildeten Benzoesiure (als Katalysator) doch emp-
findlich fiir dasselbe’). Endlich ist auch eine Oxydation ohne
Teilnahme helfender Substanzen méglich, da die Oxydation
in dem Protoplasma mit alkalischer Reaktion vor sich geht,
wiihrend nach den Untersuchungen von Palladin und Tolstaja?)
die Atmungschromogene in alkalischen Medien ohne Teilnahme
von Peroxydase gierig Sauerstoff aufnehmen.

Da bei den héheren Pflanzen die Ausscheidung von Kohlen-
siure von einer Bildung von Wasserstoff begleitet ist, der von
besonderen Wasserstoffacceptoren (den Atmungschromogenen) ge-
bunden wird, so folgt hieraus, daB Kohlensiure in sauerstoff-
freier Atmosphire nur so lange ausgeschieden werden kann, als
der sich bildende Wasserstoff eine Verwendung finden wird.
In an Chromogenen armen Stoffen (Erbsensamen) wird der Wasser-
stoff bei anaeroben Bedingungen fiir die Reduktion der Zwischen-
produkte der Glucosespaltung (Acetaldehyd) verwendet und
die anaerobe Atmung verwandelt sich in eine alkoholische
Gérung. In an Wasserstoffacceptoren reichen Organen wird
withrend der anaeroben Atmung nur wenig oder gar kein
Alkohol gebildet, indem ein mehr oder weniger betricht-
licher Teil des Wasserstoffes von den Wasserstoffacceptoren
(moglicherweise nicht nur von den Pigmenten allein) auf-
genommen wird. Wenn der sich wihrend der Anaerobiose
bildende Wasserstoff aus irgendwelchen Griinden nicht zur
Bildung von Alkohol verwendet werden kann, so kann die
Ausscheidung von Kohlenséure nur so lange andauern, bis alle
Wasserstoffacceptoren gesittigt sein werden. Wenn man indessen
Pflanzen, die bei anaeroben Bedingungen die Ausscheidung von
Kohlensdure infolge Sittigung der Wasserstoffacceptoren ein-
gestellt haben, Sauerstoff gibt, so beginnt von neuem eine
intensive und oft sehr stiirmische Ausscheidung von Kohlen-
siure. So wird z. B. bei der Alge Chlorothecium saccharo-

1) Uber Substanzen, dic die Oxydationsprozesse begiinstigen, siehe
auch die Arbeiten: Ed. Schaer, Annal. d. Chem. 823, 32, 1912. — A.Job,
Annales de chimie et de physique. 7 série, 20, 205, 1900; Compt. rend.
136, 45, 1913.

%) W. Palladin und Z. Tolstaja, diese Zeitschr. 49, 381, 1918.
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philum auf Raffinose in den ersten Stunden nach der Anaero-
biose die Kohlensiureausscheidung bis zu 3409/, iiber der Norm
erh6ht!). Man erhilt den Eindruck, als wiare diese Kohlensiure
das Ergebnis einer direkten Oxydation. Allein es ist auch
noch eine andere Erklarung moglich: der Sauerstoff entnimmt
den Wasserstoffacceptoren den Wasserstoff, so da8 die Zwischen-
produkte der Glucosespaltung die Moglichkeit erhalten, sich
weiter in Kohlensdure und Wasserstoff zu spalten, der von
den freigewordenen Wasserstoffaccentoren aufgenommen wird.
Ein gutes Beispiel fiir eine solche Entstehung der Kohlensdure
bietet der Versuch von Bredig und Sommer?). Diese Autoren
haben nachgewiesen, daB Ameisensiure bei Gegenwart eines
Katalysators und von Methylenblau (M) als Wasserstoffacceptor
sich in Kohlensiure und Wasserstoff spaltet, der von dem
Methylenblau aufgenommen wird:
HCO,H +M=CO, 4 M.H,.

Die Kohlensiureausscheidung kann so lange andauern, als
Methylenblau vorhanden ist. Nach Einfiihrung von Sauerstoff
begihnt die Kohlensédureausscheidung von neuem, weil die
oxydierte Leukoverbindung (M.H, |- O =M - H,O) von neuem
die Moglichkeit erhélt, Wasserstoff aufzunehmen.

Die in meinem Laboratorium von Frl. Petraschewsky?)

ausgefiilhrten Bestimmungen des Atmungskoeffizienten (%%)
bei Chlorothecium nach andauernder Anaerobiose haben na;h-

stehendes Resultat ergeben:

CO,
0,
Nach 3 Stunden . . . . . . 0,83
n 1 ] 1,70
n 9 ” 2,50
n 12 2 1,20
n 15 T 0,81

Vor der Anaerobiose war %=0,91. Der Atmungskoef-

fizient wird demnach in den ersten’Stunden nach der Anaerobiose,

1) W. Palladin, Centralbl. f. Bakt. II. Abt. 11, 146, 1903.
?) Bredig und Sommer, Zeitschr. f. physikal. Chemie 70, 34, 1910.
3) L. Petraschewsky, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 22, 323, 1904.
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trotz der starken Kohlensiureausscheidung, geringer als bei
normalen Bedingungen. Wahrend dieser Zeit geht eine energische
Wasserbildung und eine erhShte Befreiung der Wasserstoff-
acceptoren vor sich. Hierauf steigt der Koeffizient bis 2u 2,5,
d. h. es beginnt eine anaerobe Kohlensiureausscheidung trotz
sehr guter Aeration. Dies bedeutet, daB infolge der Befreiung
der Wasserstoffacceptoren eine erhGhte anaerobe Spaltung der
Zwischenprodukte an der Luft begonnen hat.

An abgetiteten Pflanzen angestellte Versuche zeigen auch,
daB der Sauerstoff fiir die Entfernung des Wasserstoffs not-
wendig ist. Man wird im Auge behalten miissen, daB in ab-
getoteten Pflanzen nur die (anaeroben) Anfangsstadien der
Atmung mehr oder weniger normal verlaufen, wéhrend die
End- (Oxydations-) Prozesse entweder ganz eingestellt werden
oder aber in anormaler Weise verlaufen. So scheiden z. B. ab-
getotete Weizenkeime in der Luft wie auch in Wasserstoff
gleiche Mengen Kohlensidure aus. Auf Grund eines solchen
Versuchs?) habe ich den irrtiimlichen SchiuB gezogen, in diesen
Keimen sei keine Peroxydase enthalten.

Spiter von mir angestellte Versuche haben indessen ge-
zeigt, daB die Weizenkeime sehr reich an Peroxydase sind.
Die an Chromogenen reichen, etiolierten Bohnenblatter schieden
im Gegenteil nach dem Erfrieren an der Luft weniger Kohlen-
siure aus als ebensoiche Blatter, die zuvor in einen Wasser-
stoffstrom und erst nach dem Aufhdren der Kohlensiureaus-
scheidung in einen Luftstrom verbracht wurden, wo sie von
neuem beginnen, Kohlensiure auszuscheiden. So haben 100 g
etiolierter Bohnenblitter nach dem Gefrierenlassen folgende
Mengen von Kohlensiure ausgeschieden!):

Stunden Luft Wasserstoff

4 153 92
4 102 26
1 88 48

— —_ Luft
3 Spuren 163
6 —_ 92

15 —_ 53

47 343 474

) W. Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 407, 1908.



Bedeutung des H,O bei der Girung und Atmung der Pflanzen. 199

Diese Tatsache 1Bt sich dadurch erkliren, daB die Chromo-
gene an der Luft rasch in Pigmente oxydiert werden, die in
abgetoteten Pflanzen nicht den der Oxydation bis zu Wasser
unterliegenden Wasserstoff (den schiddlichen Wasserstoff) ent-
nehmen, sondern den Wasserstoff der Anfangsstadien der Atmung
(den niitzlichen Wasserstoff), wie dies in den von mir und Lvoff
angestellten Versuchen iiber die Wirkung des Chromogens der
Runkelriibe und des Methylenblaus auf die alkoholische Gérung
der Fall gewesen ist. In den Versuchen mit Methylenblau ist
die Rolle dieses Farbstoffs auch hierauf beschrinkt. In dem
Falle mit Chromogenen kann deren schidlicher Einflu8 in ab-
getoteten Pflanzen auch noch davon abhéingen, daB sie mit
irgendwelchen Zwischenprodukten der Glucosespaltung eine Ver-
bindung eingehen und dieselben der Moglichkeit berauben konnen,
eine weitere Spaltung bis zur Kohlensidure durchzumachen. End-
lich gelangt ein dritter Fall zur Beobachtung, wenn ndémlich
abgetiotete Pflanzen an der Luft mehr Kohlensiure ausscheiden
als in Wasserstoff. So schieden Erbsensamen (zu je 200 Stiick)
im Verlaufe von 28 Stunden an der Luft 1482 mg Kohlensiure
aus, in Wasserstoff dagegen nur 775,2 mg!). Dieser Versuch
zeigt deutlich, daB der an der Luft erzielte UberschuB von
Kohlensdure nicht das Ergebnis der Oxydation ist, indem die
Samen in Wasserstoff 552,7 mg Alkohol bildeten, an der Luft
dagegen betrachtlich mehr, und zwar 1013,4 mg. Der Sauer-
stoff stimuliert demnach die Alkoholbildung, zu Oxydations-
prozessen hingegen sind abgetitete Erbsensamen beinahe gar
nicht befiahigt. Die Stimulierung des Prozesses der Alkohol-
bildung durch Sauerstoff liBt sich dadurch erkliren, daB der-
selbe auch im gegebenen Falle als Wasserstoffacceptor dient.
In meinem Laboratorium ausgefiihrte Versuche?®) haben dies
bestitigt. In Methylenblaulésung aufgeweichte lebende Erbsen-
samen scheiden im Wasserstoffstrome mehr Kohlensiure aus
und bilden mehr Alkohol als Samen, die keinen Farbstoff er-
halten haben. L. A. Iwanoff?) erklirt die erhéhte Kohlen-

1) W. Palladin und 8. Kostytschew, Zeitsohr. f. physiol. Chem
48, 214, 1906.

%) W. Palladin, E. Hiibbenett und M. Korsakow, diese Zeit-
schrift 35, 1, 1911.

3) L. Iwanoff, Ber. d. Deatsch. botan. Ges. 29, 563, 622, 1911.
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sdureabscheidung durch abgetétete Erbsensamen an der Luft
durch die Uberfilhrung des Zymogens in Zymase mit Hilfe des
Sauerstoffs. Ohne in der vorliegenden Arbeit auf eine solche
Rolle des Sauerstoffs einzugehen, bin ich der Ansicht, daB auf
Grund der in unserem Laboratorium angestellten Versuche iiber
die erhéhte Alkoholbildung bei Einwirkung von Alkohol wie
auch von Methylenblau der Sauerstoff in diesem Falle als
Wasserstoffacceptor angesehen werden mu. Da die Entfernung
des Wasserstoffs mit Hilfe von Methylenblau in Erbsensamen
von einer erhohten Alkoholbildung begleitet ist, so bezeichne ich
diesen Wasserstoff als ,schiddlichen Wasserstoff¥. Durch die
Versuche von Lvoff!) wird das Vorhandensein dieses Wasser-
stoffs auch wihrend der typischen, durch Hefe hervorgerufenen
alkoholischen Garung nachgewiesen: indem er abgetiteter Hefe
wihrend der Selbstgiirung Methylenblau gab, beobachtete dieser
Autor eine erhdhte Kohlensiurebildung.

Ganz besonders typisch und im héchsten Grade interessant,
indem hier die Bedeutung des Sauerstoffs als Wasserstoffacceptor
ganz besonders deutlich hervortritt, ist der Versuch von Wie-
land?) mit lebenden und abgetiteten Essigbakterien (Bacterium
aceti). Es gelang diesem Autor, Alkohol mit Essigbakterien in
Abwesenheit von Sauerstoff in Essigsiure zu oxydieren, indem er
ihnen statt Sauerstoff Methylenblau (oder Chinon) als Wasser-
stoffacceptor gab. Auf Grund dieses Versuchs geht hervor,
daB die Oxydation des Alkohols nicht auf Kosten des Sauer-
stoffs der Luft vor sich geht, wie dies bisher angenommen
wurde:

C,H,0 40, =C,H,0, | H,O,
sondern auf Kosten des Sauerstoffs des Wassers:
1. C;H,0 4- H,0=C,H,0, -}- 2H,
2. 2H,+0, =2H,0.
Der aufgenommene Sauerstoff oxydiert dagegen nur den iibrig-
gebliebenen Wasserstoff.

Eine derartige Erklarung fiir den Mechanismus der Alkohol-
oxydation durch Essigbakterien bringt uns auf den Gedanken,
daB viele (wenn nicht alle) iibrigen Fille der vermutlichen

1) 8. Lvoff, Zeitschr. f. Girungsphysiol. 8, 812, 1913.
%) H. Wieland, Ber, d. Deutsch. chem. Ges. 46, 3327, 1918.
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Assimilierung atmosphirischen Sauerstoffs durch Pflanzen zur
Bildung stark oxydierender Verbindungen (organischer Sduren
aus Kohlenhydraten, Kohlenhydraten aus Ol, Asparagin sus
EiweiBstoffen) auf eine Oxydation auf Kosten des Wassers
zuriickzufiihren sein werden, d. h. auf eine Assimilation des
Sauerstoffs des Wassers, nicht aber des Sauerstoffs der Luft.
Der wihrend dieser Vorginge aufgenommene Luftsauerstoff
dient dagegen nur zur Oxydation des sich bildenden Wasser-
stoffes.

Es folgt hieraus:

156. Der wihrend der Atmung aufgenommene Sauer-
stoff funktioniert nur als Wasserstoffacceptor.

16. Die meisten (wenn nicht alle) gegenwirtig an-
genommenen Fille der Assimilation des Sauerstoffs
der Luft lassen sich auf eine Assimilation des Sauer-
stoffs des Wassers zuriickfiihren.



Die Abhéngigkeit der Oxydasewirkung von Lipoiden. II.

Von
H. M. Vernon.

(Aus dem Physiologischen Laboratorium der Universitat Oxford.)
(Eingegangen am 26. Dezember 1913.)
Mit 7 Figuren im Text.

In einer friiheren Arbeit!) habe ich gezeigt, daB, wenn
zerriebene Niere oder anderes Gewebe !/, Stunde lang mit ge-
eigneten Konzentrationen gewisser Narkotica behandelt wird,
die Oxydationskraft des Gewebes einem Gemisch von «-Naph-
thol und Paraphenylendiamin gegeniiber entweder unveréndert
bleibt oder etwas erhtht ist. Bei steigendem Konzentrations-
grad der Narkotica wird die Oxydase plotzlich gehemmt und
bei der doppelt so groBen Konzentration wie anfangs ginzlich
zerstort. Er ergab sich, daB die oxydaseabtotenden Konzen-
trationen verschiedener Narkotica mit den auf Kaulquappen
narkotisch wirkenden und mit den die Hamolyse herbeifiihrenden
parallel laufen. Aus dieser Ubereinstimmung wurde die SchluB-
folgerung gezogen, daB die Tatigkeit dieser Indophenoloxydase
von Lipoiden abhingig ist.

Battelli und Stern?) haben kiirzlich die Einwirkung von
Leber und Muskel im zerhackten Zustande auf Bernstein-
siure untersucht, deren Oxydation zu Apfelsiure dadurch be-
schleunigt wird. Der Urheber dieser Wirkung soll ein ,Suc-
cinicoxydon“ sein. Dieser Korper ist aller Wahrscheinlichkeit
nach dasselbe Enzym wie die von mir erforschte Indophenol-
oxydase. Wegen seiner Unloslichkeit in Wasser ziehen die

1) Vernon, Journ. Physiol. 45, 197, 1912. Diese Zeitschr. 47, 374,
1912; 51, 1, 1913.
*) Battelli und Stern, diese Zeitschr. 52, 226, 1913.
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Autoren es aber vor, ihn ein Oxydon und nicht ein Enzym
zu nennen. Gegeniiber Narkoticis reagiert er wie die Indo-
phenoloxydase, sowohl in bezug auf die zuerst einwirkenden
wie vollig lihmenden Konzentrationen. Battelli und Stern
stellen sich aber zu meiner Auffassung, daB seine Wirkungskraft
zu den Lipoiden in engster Beziehung steht, in Widerspruch.
Warburg und Wiesel!) geben an, daB verschiedene Narkotica
im HefepreBsaft bei &hnlichen Konzentrationen, welche die
Oxydationsprozesse in lebenden Zellen zum Stillstand bringen,
eine Niederschlagsbildung bewirken. Analog finden Battelli
und Stern, daB bei wiisserigen Ausziigen von Leber und Muskel,
die mit Narkoticis vermischt und zentrifugiert sind, auch bei
ungefihr dem auf das Oxydon einwirkenden Stirkegrad eine
Fillung einsetzt. Wird die Konzentration auf eine solche er-
hoht, die Zerstérung des Oxydons zur Folge hat, so werden
die Losungen vollstindig, unter Bildung einer klaren iiber-
stehenden Fliissigkeit, ausgefallt. Aus diesem Grunde schreiben
nun die Autoren die zerstérende Kraft der Narkotica ihrer
Wirkung auf die unloslichen Gewebsproteine zu. Dieser SchluB
scheint auf den ersten Blick den Versuchsergebnissen diametral
entgegengesetzt zu sein, denn das untersuchte pricipitierende
Agens bezog sich auf die 16slichen Nucleoproteine der Gewebe,
wihrend die Indophenoloxydase oder das Oxydon zweifellos ein
génzlich unléslicher Korper ist. Battelli und Stern behaupten
aber, ohne jedoch ihre Behauptung irgendwie zu begriinden, daB8
sich die léslichen Nucleoproteine wahrscheinlich ,am meisten
den in den Geweben enthaltenen unléslichen Proteinen néhern.

Vergleicht man die Konzentrationen von 16 Narkotica, die
nach Angabe von Battelli und Stern 15 bis 20°/, des aus
Ochsenmuskel stammenden Oxydons bei 15° zerstoren, mit den
von mir gefundenen, welche die Oxydase aus Kaninchenniere
bei 17° hemmen, so weisen sie mit einer Ausnahme Verhiltnis-
zahlen fiir Oxydon zu Oxydase auf, die zwischen 0,9 und 2,7
schwanken. Der Quotient der narkotischen Konzentration, die
zuerst auf eine Emulsion von Schafsleber fillend wirkt — die
von den Autoren genannte ,kritische Konzentration® — und
Muskeloxydonkonzentration bewegte sich zwischen 0,88 und

1) Warburg und Wiesel, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465, 1912.
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2,00 bei 40°% und von 0,66 bis 3,67 bei 15° Sieht man von
0-Kresol und Phenol ab, so geben die iibrigen Narkotica Werte
von 0,88 bis 1,71 bei 40° und von 0,66 bis 1,54 bei 15°, d. h. sind
somit ziemlich konstant. Jedoch ist das Verhaltnis zwischen kriti-
scher zur Oxydasekonzentration keineswegs besténdig, sondern
steigt von etwa 1,00 fiir in hohen Konzentrationen wirkenden
Substanzen (Methylalkohol, Athylalkohol, Aceton) auf Werte von
iiber 2,2 an fiir Stoffe, die in mittlerer Stdrke aktiv sind
(Methylpropylketon, Propylurethan, Isoamylalkohol) und erreicht
Zahlen bis 3,3 und dariiber bei solchen, die schon in schwacher
Konzentration ihre Wirkung entfalten (Phenol, o-Kresol, Chloro-
form). Daher erschien es mir angebracht, genaue Bestimmungen
iiber die Féllbarkeit der Leber- und Nierenaufschwemmungen
mit zahlreichen Konzentrationen typischer Narkotica vorzu-
nehmen, um experimentell gesicherte Anhaltspunkte dariiber zu
erlangen, ob die Ubereinstimmung mit meinen in der vorher-
gehenden Arbeit mitgeteilten Kurven der Oxydasezerstrung
wirklich besteht oder nicht.

Die Fillbarkeit von Gewebsaufschwemmungen. Die
angewandte Versuchsmethode lehnte sich an die von Battelli
und Stern beschriebene an. Kaninchenleber wurde in einem
Moérser mit etwas Sand gut zerstampft, mit 3 Volumina Wasser
versetzt und griindlich durchmischt; nach kurzem Stehen wurde
die Losung 20 Minuten lang zentrifugiert, darauf die milchige,
oben schwimmende Fliissigkeit abpipettiert. Je 4 com davon
kamen in graduierte Zentrifugenréhren. Diese fiillte man mit
Wasser und Narkoticum bis auf 10 ccm auf, schiittelte die
Robren in einem Schiittelapparat 15 Minuten lang bei Zimmer-
temperatur (ca. 16°). Hierauf zentrifugierte man 4 Minuten in
einer Rapidzentrifuge und notierte die Menge des Niederschlags.
Das Maximum desselben belief sich auf 2,4 ccm, wihrend
Kontrollversuche mit Losungen ohne Zusatz von Narkoticum
Priicipitate von nur 0,2 ccm oder weniger ergaben. Diese
Menge wurde von der gesamten Niederschlagsmenge abgezogen
und der Rest in Prozenten des maximalen, von jedem Nar-
koticum ausgefillten Volumen berechnet. Gleiche Versuche
wurden mit Nierenaufschwemmungen angestellt, nur mit der
Abdnderung, daB hier 4 Raumteile Wasser anstatt 3 verwandt
wurden.
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Fig. 1 veranschaulicht einige mit Athylalkohol erzielte Re-
sultate. Die punktierte Kurve, die aus frither mitgeteilten
Versuchen kopiert ist, stellt die durch verschieden starke Alkohol-
losungen in einer halben Stunde zerstorte Oxydasemenge dar.
Die ausgezogenen Kurven verbildlichen die Niederschlagsmengen
aus Leber- und Nierenemulsionen. Ein Vergleich ergibt eine
ziemlich gute Ubereinstimmung. Die Pfeile markieren annihernd
die Konzentrationen, bei denen sich die milchigen Ld&sungen
wegen der vollstindigen Ausfil-
lung der Nucleoproteine kléiren.
Battelli und Stern fanden, daB
die ,,Grenzkonzentration“beinahe
dieselbe Konzentration war, die
vollige Lihmung des Succinic-
oxydons bewirkt. In dem vor-
liegenden Beispiel entspricht sie
fast der Losung, die die Indo-
phenoloxydase inaktiviert.

Eine Anzahl anderer Ver-
suche mit Leberaufschwemmung
ergab sehr #dhnliche Resultate.
Es wurden Emulsionen mit
6 Teilen Wasser und solche mit
11/, Teilen bereitet. Beide Arten
lieferten die gleichen und kritischen Grenzkonzentrationen
wie die im Verhiltnis 1:3 hergestellten, obgleich die Kon-
zentration mit maximalem Effekt in bezug auf das gebildete
Pracipitat nicht dieselbe war. Sie betrug 7,2 m-Alkohol in der
Emulsion 1:1%/,, 8,2 m in der mit 3 Wasserteilen und 10,3 m in
der mit 6 verdiinnten. Die wirklich gewonnenen Niederschlags-
mengen waren 3,1 com, 2,2 com und 1,8 ccm, also gar nicht der
in der Losung enthaltenen Nucleoproteinmenge direkt proportional.
Bei einer Emulsion von 1:3, die vor Gebrauch 24 Stunden lang
unberiihrt blieb, und einer ebensolchen, deren Leber 24 Stunden
vor Herstellung der Emulsion intakt gelassen wurde, konstatierte
man in beiden Fillen eine kritische Konzentration von 4,6 m an-
statt 5,6, und eine Grenzkonzentration von 6,3 m anstatt 9,2, Wahr-
scheinlich war die leichtere Fillbarkeit der Proteine aus diesen
Aufschwemmungen durch postmortale Saurebildung bedingt.

VT TR 7 ol Mol
Fig. 1. Athylalkohol.
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Die Acetonfillungskurve von Leberemulsion stand nur in
méBigem Einklang mit den Oxydasekurven, wie sich aus Fig. 2
ergibt. So lag hier die kritische Konzentration bei 3,0 m,
wihrend Oxydase erst bei 4,0 m zerstort wird. Die Grenz-
konzentration war 4,2 m, also ganz abweichend von derjenigen,
die Oxydase abtitet, ndmlich 7,0 m. Bei ansteigenden Kon-
zentrationen von Aceton wuchs auch anfangs die ausgefillte
Niederschlagsmenge, um dann bedeutend abzunehmen.

- ke A
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Fig. 2.

Beim Ubergang zu den hoheren Ketonen fehlt jede Spur
eines Parallelismus zwischen Nucleoproteinfillung und Oxydasen-
laihmung. Methyldthylketon setzte bei 0,24 m mit der Wirkung
ein, erzeugte die Maximalfallung bei 0,48 m. Seine Grenz-
konzentration lag bei 1,7 m, wihrend die Anfangswirkung auf
die Oxydase bei 0,9 m und bei 2,4 m die villige Vernichtung
des Enzyms eintrat. Die durch Methylpropylketon und Di-
dthylketon bedingten Fillungskurven der Leberaufschwemmung
harmonieren sehr gut miteinander, ebenso wie es fiir die Kurven
der Oxydasenzerstorung fiir diese beiden Stoffe der Fall ist.
Doch ist die Disparitit zwischen Fiallung und Oxydasenver-
nichtung hier noch griBer als bei Methylathylketon. Die Werte
fir die kritische Konzentration sind nach meinen Erhebungen
fiir Methylithylketon und Methylpropylketon (0,24 m und 0,046 m),
ginzlich von denjenigen in Battelli und Sterns Versuchen
(1,64 m und > 0,7 m) verschieden. Den Grund dafiir kann ich
nicht angeben. Selbst die Moglichkeit, daB diese Abweichungen

% Oxydase

410
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notigen iiberein, doch lieferte Nierenemulsion selbst mit
0,9 m-Chloralhydrat keine klare Ldsung. Im ganzen fiigen
sich jedoch die mit Chloralhydrat erlangten Resultate gut in
die von Battelli und Stern aufgestelite Hypothese ein.

In krassem Widerspruch zu letzteren zeugen die Befunde
mit Phenol nicht nur gegen diese Annahme, sondern bringen
auch eklatant zum Ausdruck, was fiir ein komplizierter Vor-
gang die Fidllung von Gewebsausziigen ist. Eine verhéltnis-
maBig geringe Modifikation im Charakter der Losung kann eine
radikale Verinderung ihrer Fillungskurve zur Folge haben.
Aus Fig. 5 ersehen wir, daB eine bedeutende Fillung in der
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Fig. 5. Phenol.

Leberaufschwemmung erst bei einer 0,25 m-Konzentration ein-
tritt, wiahrend die Oxydationskraft der Gewebe schon durch
0,067 m-Phenol beeintrichtigt wird. Ein anderer Versuch,
bei dem ein Auszug mit 3 Wasserteilen in 0,9°/ iger Salzlosung
verwandt wurde, lieferte eine schirfer gekriimmte Kurve mit
einer kritischen Konzentration von 0,2 m. Hingegen war
der Niederschlag einer Emulsion, deren Leber 24 Stunden bei
15° vor der Aufschwemmung aufbewahrt wurde, ginzlich ver-
schieden, so daB sowohl die Gestalt wie auch die Lage der
Fillungskurve sich #nderte. In einem anderen Fall blieb
die Losung vor Gebrauch 24 Stunden stehen. Die diesbe-
ziigliche Kurve verlief dhnlich, obgleich die fillende Wirkung
jaher, schon bei einer Konzentration von 0,12 m einsetzte.
Diese frappanten Verschiedenheiten in den Fallungsergebnissen
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sind immer bemerkenswerter, wenn man sie mit den Werten
der Oxydasevernichtung vergleicht. Diese erleiden keine wesent-
liche Verinderung, wenn die Niere vor ihrer Verwendung lagert.
Die in der Figur gezeichnete, einer friilheren Veriffentlichung
entnommene Kurve stellt die Oxydasenlihmung von frischer
Niere dar. Die mitgeteilten Versuchsergebnisse beziehen sich
auf Niere, die fein zerhackt 24 Stunden aufgehoben wurde,
ehe sie auf ihre Oxydase gepriift wurde. Die postmortalen
Verinderungen in zerhacktem Gewebe sind zwar bedeutend
groBer als in intaktem, beeinflussen aber doch nicht die Oxy-
dasetitigkeit, wiahrend die unbearbeitete, 24 Stunden lang auf-
bewahrte Leber eine solch ausgesprochene Wirkung auf den
Niederschlag der daraus bereiteten Emulsion ausiibte.

Die Nierenaufschwemmung lieferte mit Phenol sehr ab-
norme Resultate. Konzentrationen bis 0,45 m hatten fast
gar kein Féllungsvermégen, die maximale Menge des Nieder-
schlags betrug nur 0,19 ccm. Nach Zusatz von iiberschiissigen
Phenolkrystallen bildete sich ein reichliches Pricipitat (1,9 ccm).
Die Fillungswerte in der Figur sind Prozente der damals be-
obachteten Niederschlagsmenge. Die Grenzkonzentration wurde
tiberhaupt nicht erreicht, sogar nicht bei Gegenwart von
Phenolkrystallen im UberschuB. Ebensowenig in dem Versuch
mit frischer Leberemulsion. Der Leberauszug in Salzldsung
wies dagegen eine Grenzkonzentration von 0,6 m auf, die
24 Stunden lang unbenutzte Emulsion von 0,19 m und die-
jenige der 24 Stunden lang intakt gelassenen Leber von
0,22 m. Selbst zwischen diesen Werten und der die Oxy-
dase ganz zerstérenden Phenolkonzentration (0,12 m) kann
man keine Parallele ziehen.

Erwihnt seien noch Versuche mit Leberaufschwemmung und
verschiedenen Konzentrationen von Isoamylalkohol, auch mit
iiberschiissigem Alkohol, sogar was die zur Losung notige
Menge betrifft. In keinem Fall wurde auch nur eine Spur von
Niederschlag gebildet. Bei der Oxydase dagegen beginnt der
Alkohol bei einer Konzentration von 0,12 m einzuwirken
und zerstort 81°, des Enzyms, wenn die Ldsung gesittigt,
d. h. 0,28 m betrigt.

Wir sehen also, daB eine Analogie zwischen Nucleoprotein-

faillung und Oxydasenzerstrung zwar fiir Athylalkohol be-
Biochemische Zeitschrift Band €0. 14
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steht, dagegen fiir Aceton und Chloralhydrat nur in geringem
Grade und gar nicht fiir die anderen untersuchten An-
aesthetica. Folglich ist es ein reiner Zufall, wenn eine solche
in die Erscheinung tritt und kommt als Alternative fiir die
Lipoidhypothese der Oxydasenlahmung durchaus nicht in
Betracht.

Das Auseinandergehen von Fillbarkeit und Oxydasever-
nichtung wird noch weiter bewiesen durch das von den ver-
schiedenen Narkoticis ausgefillte Niederschlagsvolumen. Aus
der Tabelle geht hervor, daB, wihrend Athylalkohol das Maxi-
mum, nidmlich einen Bodensatz von 2,2 ccm aus der Leber-
emulsion niederschligt, bei den anderen Narkoticis die Menge
annihernd proportional zu ihrer kritischen Konzentration

e Volumen Volumen
Kritische |friusche | g gty | Kritische | d. gefailt.
Konz. von Musi:el- Boden- |Konz. von| Boden-
Leber- emulsion satzes aus{ Nieren- |satzes aus
emulsion (Battelli Leber- | emulsion| Nieren-
(Vernon) | o Stern) emulsion | (Vernon) | emulsion
cem ccm
Athylalkohol . . .| m-5,0 m-6,1 2,2 m-6,1 2,6
Aceton . . . . . 3,0 2,9 2,0 — —_
Athylurethan . . . 18 18 1,8 2,1 1,6
Chloralhydrat . . 0,31 0,33 1,6 0,45 1,6
Methylathylketon . 0,24 1,6 1,6 — —
Diathylketon . . 0,06 —_ 1,4 — —_—
Methylpropylketon 0,045 1 >0,70 0,95 — —
Phenol .. .. . 0,25 0,22 0,39 > 0,30 0,19)

immer geringer wird. Am Ende der Reihe stehen Methyl-
propylketon mit einem Volumen von 0,95 ccm und Phenol
mit nur 0,39 cem. Unter leicht modifizierten Bedingungen
pracipitiert Phenol jedoch fast so viel wie die anderen Nar-
kotica. Wird der Leberauszug mit normaler Salzldsung her-
gestellt, so betrigt der Bodensatz 1,7 ccm, und 2,2 ccm bei
einer 24 Stunden alten. Aus einer Aufschwemmung, wo die
Leber erst 24 Stunden lang vor Bereitung der Losung aufbe-
wahrt wurde, fillte Phenol 1,0 ccm aus.

Die Niederschlagsmengen aus einer Nierenlosung im Ver-
hiltnis 1:4 weisen sogar noch gréBere Schwankungen auf als
diejenigen aus Leberemulsion.
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Die zerstirende Wirkung der Narkotica auf Oxydase im
Verhilltnis zgur Temperatur.

Um fiir meine Hypothese der Abhdngigkeit der Oxydasen-
wirkung von Lipoiden noch weitere beweiskriftige Belege zu
erbringen, habe ich andere, jetzt zu beschreibende Versuchs-
reihen ausgefiihrt.

Einer der stirksten, von Hans Meyer?) ins Feld gefiihr-
ten Beweise fiir die Lipoidtheorie der Narkose ist die grobe
Ubereinstimmung zwischen narkotisierenden Konzentrationen
und Teilungskoeffizienten bei verschiedenen Temperaturen.
Meyer hat nachgewiesen, daB, wihrend Athylalkohol und
Aceton fast doppelt so loslich in Ol bei 36° als bei 3° sind,
ihre narkotisierenden Konzentrationen fiir Kaulquappen bei
der hoheren Temperatur nur die Hilfte von der bei der nied-
rigeren betrugen. Andererseits waren Salicylamid und Benz-
amid noch einmal so 16slich in Ol bei 3° als bei 36° ihre
Konzentrationen mit narkotischer Wirkung dagegen bei 3° nur
halb so groB als bei 36°. Wenn die Wirksamkeit der Indophenol-
oxydase de facto an Lipoide gebunden ist, so muB sie durch diese
Narkotica bei wechselnden Temperaturen in analoger Weise be-
einfluBt werden. DaB8 dem wirklich so ist, dafiir haben
Battelli und Stern in ihren Succinicoxydonversuchen einiges
Beweismaterial gewonnen. Sie haben die Wirkung von Athyl-
alkohol, Aceton und anderer Narkotica auf das Oxydon bei
15° und 40° gepriift und dabei konstatiert, daB die Konzen-
trationen mit Anfangswirkung in jedem Fall bei ersterer Tem-
peratur hGhere waren als bei letzterer, meistens doppelt so groB8.
Sie haben es aber unterlassen, diejenigen Substanzen, die nach
Meyers Befunden den entgegengesetzten Effekt bei Wechsel
der Temperatur zeigen, in den Bereich ihrer Untersuchung zu
zieben.

Battelli und Stern stellten fest, daB die Fallungskraft der
Narkotica Aufschwemmungen gegeniiber durch die Temperatur
in demselben MaBe wie die Zerstérungskraft fiir Oxydon be-
eintrichtigt wird, d. h. daB das Verhéltnis der kritischen Kon-
zentration zur oxydonzerstérenden bei 15° etwa dasselbe wie
bei 40° ist. Uberall trifft das jedoch nicht ganz genau zu.

1) H. Meyer, Aroch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 46, 338, 1901.
14*



212 H. M. Vernon:

So war das Verhiltnis zwischen beiden fiir Athylalkohol 1,24
bei 15° und 0,88 bei 409, fiir Aceton 0,66 bei 15° und 1,02
bei 40°. Bei Phenol: 3,67 bei 15° und 2,00 bei 40°.

In meinen Versuchen habe ich die Einwirkung ver-
schiedener Anaesthetica bei 1% und 36° studiert. In den
Versuchen bei 1° wurde eine abgewogene Menge frisch zer-
hackter Niere in eine kleine Flasche unter VerschluB gebracht,
in einer Mischung von Eis und Wasser !/, Stunde lang auf-
bewahrt; eben dort und ebenso lange auch die narkotische
Salzlosung. Nach schnellem Durchschiitteln der beiden In-
gredienzen wurde die Flasche wieder auf 2 Stunden in das
Eis gestellt.

Die zerriebene Niere wurde dann mit frischer Salzlésung
zur Entfernung des Narkoticums ausgewaschen und ihre Oxy-
dationskraft in der iiblichen Weise bestimmt. Bei Versuchen
bei Zimmertemperatur (17°) lie8 man das Narkoticum !/, Stunde
lang auf die zerkleinerte Niere einwirken im Hinblick auf die
schon eruierte Tatsache'), daB nach 2 oder sogar 3!/, Stunden
die Ergebnisse bei Athylalkohol nur wenig abweichende waren.
Es kann jedoch kein Zweifel dariiber herrschen, daB die Zeit
des Eindringens eines Narkoticums in das zerhackte Gewebe
und folglich seine Wirkung auf die Oxydase durch die Tem-
peratur beeinfluBt wird. Wahrscheinlich verdoppelt sie sich
mit jeder Steigerung um 10°. Um nun einwandfreie vergleich-
bare Resultate zu erlangen, beschrinkte man die Einwirkung
der narkotischen Losung auf nur 8 Minuten bei 36° im Gegen-
satz zu 30 Minuten bei 17° und dehnte sie auf 2 Stunden
bei 1° aus. Die ausgezogenen Kurven in Fig. 6 zeigen die
zerstorende Titigkeit von Athylalkohol unter solchen Be-
dingungen. Bei 1° ist die Gestalt der Kurve fast dieselbe
wie bei 179 obgleich die Konzentration des Alkohols, die die
Oxydase zu schiddigen beginnt, dann erheblich groSer ist
(6,3 m gegeniiber 4,8 m). Bei 36° setzte diese hemmende
Wirkung schon bei einer Konzentration von 2,2 m ein, doch
weist die Kurve der Oxydasenzerstorung bei 3,9 m eine scharfe
Kriimmung auf, so daB wohl diese Konzentration mit den
eben genannten Werten bei 17° und 1° verglichen werden

1) Vernon, diese Zeitschr. 51, 8, 1913.
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aufgezeichnet sind, eriibrigt sich eine nochmalige Reproduktion
an dieser Stelle.

Von der anderen Gruppe der Meyerschen Narkotica, die
bei 3° stirker als bei 36° narkotisieren, waren 2 der 3 fiir
Oxydaseexperimente nicht zu gebrauchen. Salicylamid ist nicht
16slich genug, Monoacetin dagegen versagt iiberhaupt, selbst
in 50°/,iger Losung, Oxydase gegeniiber. Die hochste her-
stellbare Konzentration von Benzamid, némlich 0,16 m, zer-
storte 34°/, der Nierenoxydase nach 8 Minuten Einwirkung
bei 36° der erste Angriff erfolgte bei 0,134 m. Dem Verlaufe
der Kurve nach zu schlieBen, wiirden 50°/, bei einer Kon-
zentration von 0,168 m vernichtet worden sein. Bei 17° ist
Benzamid weniger 16slich als bei 36° und eine gesittigte Losung
enthilt bei Zimmertemperatur nur 0,13 m. Diese Konzentration
war auf die Oxydase wirkungslos, ebenso eine schwach iiber-
sittigte Losung von 0,14 m, doch krystallisierte etwas Benz-
amid daraus vor Ende der halben Stunde aus. Wurde eine
0,15 m-Losung mit zerkleinerter Niere bei 21° vermischt, so
begann das Benzamid bei Abkiihlung des Reaktionsgemisches
auf Zimmertemperatur in 2 oder 3 Minuten auszukrystallisieren.
Doch hatte es in der halben Stunde 10°/, der Oxydase ver-
nichtet gegen 25°/, in dem Versuch bei 36°. Da die Gesamt-
menge des Benzamids nur so kurze Zeit zur Einwirkung ge-
langt war, ist es moglich, daB der Angriff des Benzamids auf
das Enzym bei 17° fast so heftig wie bei 36° ist, jedenfalls
nicht stirker bei der niedrigeren Temperatur als bei der héheren,
wie man auf Grund von Meyers Resultaten erwarten wiirde.

Die zur Zerstorung von 50°/, der Oxydase erforderlichen
Konzentrationen sind in der Tabelle zusammengestellt, wie auch
ihr Verhiltnis zu Meyers Narkosewerten. Wie man sieht, ist
dieses ziemlich konstant mit Ausnahme desjenigen fiir Chloral-
hydrat bei 36°.

50% de"r Oxydase Narkotisierende Oxydasekons.
zerstorenden Konzentration k
Konzentration Narkosekonz.
1© | 36° 30 360 1° | 36°
Athylalkohol .[m-8,0 |m-4,4 0,33 0,14 24 81
Aceton . . . . 7,6 2,7 0,33 0,14 23 19
Chloralhydrat . 0,67 0,33 0,02 0,004 33 82
Benzamid . . . —_ 0,168 | 0,002 0,005 —_ 34
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Overton?!) hat schon darauf aufmerksam gemacht, da8
dieses Narkoticum insofern eine Ausnahmestellung einnimmt,
als es langer Zeit, sogar Stunden, bedarf, um ins Gleichgewicht
zu kommen. Daher ist es schwierig, seine wirkliche narkoti-
sierende Konzentration zu bestimmen und vergleichbare Werte
bei verschiedenen Temperaturen zu erlangen.

Mit Wachstum einhergehende Veriinderungen in der Oxydase-
reaktion auf Narkotica.

Vor kurzem habe ich festgestellt?), daB Kaulquappen
wihrend ihres Wachstums- und Entwicklungsprozesses betriacht-
liche Verinderungen in ihrem Verhalten Narkoticis gegeniiber
asufweisen. So bedingen neu ausgebriitete Kaulquappen fast
eine doppelt so starke Konzentration von Methyl- und Athyl-
alkohol zu ihrer Narkotisierung als 40 Tage alte Tiere, und
nur eine halb so starke von Heptyl- und Octylalkohol. Diese
Ausschlige sind, zum Teil wenigstens, von Verdnderungen in
der Zusammensetzung der Zellipoide abhingig. So stimmen
Raske?), Koch und Mann*) und L. Smith und Mair®) alle
dahin iiberein, daB die vorhandene Menge Cerebrin im Gehirn
von Siéugetieren wahrend des Wachstums zunimmt. Wenn die
Wirksamkeit der Gewebsoxydasen wirklich mit diesen Lipoiden
in engem Zusammenhang steht, eo ist die Vermutung nicht
unberechtigt, daB8 sie sich mit steigendem Alter den Narkoticis
gegeniiber anders verhalten. Um diesen Punkt aufzukliren, wur-
den Proben von Niere, Leber, Gehirn und Herz, in zerkleinertem
Zustande, von Ratten verschiedenen Alters der Einwirkung
einer Kochsalzléeung mit 6,0 m-Athylalkoholgehalt */, Stunde
bei Zimmertemperatur ausgesetzt. Der Oxydasegehalt wurde
dann wie iiblich bestimmt. Die fein zerhackten, mit Substrat
vermischten Gewebe verblieben wihrend der Oxydation im
Dunkeln, da die Spontanoxydation dadurch wesentlich herab-
gesetzt wird. Es stellte sich heraus, daB man am zweck-
méBigsten diese Eigenoxydation nicht in Abzug bringt, sondern

1) Overton, Studien diber die Narkose. Jena 1901.

) Vernon, Journ. of Physiol. 47, 15, 1918.

% Raske, Zeitsohr. f. physiol. Chem. 10, 336, 1886.

4) Koch und Mann, Journ. of Physiol. XXXVI, 36, 1907.

) L. Smith und Mair, Journ. of Pathol 16, 131, 1911; 17, 123, 1912,
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die Gesamtmenge des gebildeten Indophenols in Prozenten der
im mit Kochsalzlosung |- Gewebe allein angesetzten Kontroll-
versuch gefundenen Gesamtmenge berechnet. Das Gewicht
neugeborener Ratten ist so gering, daB sogar 7 Stiick eine
Ausbeute von nur 0,18 g Herzmuskel und 0,30 g Niere lieferten.
Doch ist es bei Verwendung von kleinen Petrischalen und
einer entsprechend kleineren Substratmenge mdglich, die Oxy-
dase mit einiger Genauigkeit festzustellen.

Aus der Tabelle erhellt, daB, wihrend Athylalkohol die
Nierenoxydase von 1 und 1!/, Tage alten Ratten vollstindig
bis auf 9 bis 129/, zerstorte, seine Einwirkung auf diejenige
von 14 g schweren Ratten (ihr Alter ist unbekannt) eine viel
gelindere war und bei ausgewachsenen Tieren weniger als die
Hilfte vernichtete.

1 Tag alte [2!/, Tage alte] Ratten, |Ausgewachsene

Ratten (5,2 g)Ratten (5,4 g)| 14 g schwer | Ratten (245 g)

) °lo %l %l %l
Niere .. .. 12 9 29 54
Leber . . . . 32 37 49 48
Gehirn . . . . 88 43 50 60
Herz . ... 81 42 41 41

Die Leber- und Gehirnoxydase wies nicht so auffallende
Reaktionsverinderungen wie diese auf, doch war der Oxydasen-
gehalt der Gewebe nach Alkoholbehandlung von ausgewachsenen
Tieren fast 50°/, groBer als derjenige von eben geworfenen
Ratten. Am wenigsten wurde die Oxydase des Herzmuskels
angegriffen, denn bei allen Tieren, ausgenommen bei den neu-
geborenen, war die gegenwirtige Menge so gut wie konstant.

Wahrscheinlich beruhen diese bedeutenden Unterschiede
in der Reaktion der Oxydase in gewissem Grade auf der Tat-
sache, daB die Gewebe der jungen Ratten weniger zih und
fiir Alkohol mehr durchlidssig sind als von alten. Da der
Herzmuskel schon viele Tage intrafétal Arbeit zu verrichten
hat, ist er natiirlich von festerer Beschaffenheit als die Niere,
die in dieser vitalen Periode noch sehr wenig in Aktion ist.
In einer friilheren Versuchsreihe habe ich jedoch gefunden,
daB Kaninchenniere nach 3!/ stiindiger Behandlung mit 6 m-
Alkohol 279, ihrer Oxydase behauptet gegeniiber 47°/, nach
1/,stiindiger Einwirkung. So kénnen also die bei der Reaktion
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sind aus den Arbeiten dlteren Datums zitiert, auBer fiir Allyl-
alkohol. Dieser hatte némlich eine sehr geringe Einwirkungs-
kraft auf die Oxydase bis zu einer Konzentration von 2,0 m.
Dann erst entwickelte sie sich plotzlich zu einer intensiven
Aktivitit, und deshalb wird diese Konzentration als wahrer
Einwirkungsanfang angenommen.

Die Werte schwanken also im Bereich von 6 und 44,
doch halten sich 12 aus 18 zwischen 9 und 16, sind also mit-
hin ziemlich konstant. Betrachten wir die homologe Reihe
zuerst, 80 sehen wir, daB 5 von den 6 Gliedern der Methyl-
alkoholreihe Werte zwischen 10 und 15 ergeben. Wir haben
also hier eine viel groBere Konstanz vor uns als beim Vergleich
der Oxydasewerte mit den Overtonschen narkotisierenden
Konzentrationen, denn dort variieren die Verhdltniszahlen
zwischen 18 und 5. Die 3 Glieder der Ketonreihe weisen ein
nahezu konstantes Verhiltnis auf, nur die Urethane fallen sicht-
lich aus der Reihe. Der mit Methylurethan gefundene Wert
ist niedriger als der normale, wiahrend diejenigen fiir Athyl-
und Propylurethan hdher als die normalen sind. Von den
anderen Narkoticis lieferte Nitromethan einen sehr niedrigen
Quotienten. Rechnet man aber mit Overtons Wert anstatt
mit meinem, so ergibt sich 9, eine wenig von der Norm ab-
weichende Zahl. Auch Overtons Wert fiir Paraldehyd (24)
paBt etwas besser als der meinige. Die anderen untersuchten
Narkotica ergaben beinahe konstante Zahlen.

Es kann also wenig Zweifel dariiber bestehen, daB der An-
griff der Narkotica, ebenso wie ihre Einwirkung auf lebende
Organismen durch die Vermittlung von Lipoiden zustande kommt,
auch auf die Indophenoloxydase auf demselben Wege erfolgt.
Uber den Modus ihres Angriffs auf die Lipoide bei der Nar-
kose, den Umfang ihrer gleichzeitigen Wirkung auf die Protein-
bestandteile der Zelle dabei!), sind wir noch nicht genau orientiert.
Der allgemeinen Ansicht zufolge miissen sie sich erst in den
Lipoiden im Verhiltnis ihres Teilungskoeffizienten auflGeen,
wobei nicht vergessen werden darf, daB diese Lipoide aller
Wahrscheinlichkeit nach nicht nur eine Plasmahaut um die
Zelle, sondern auch zahlreiche intracellulire Membranen bilden.

1) Vgl. Moore und Roaf, Proc. Roy. Soc. 78, 382, 1904; 77, 86,
1906.
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Nach Auflésung der Narkotica in diesen Membranen gehen die
letzteren sicherlich in einen verdnderten physikalischen Zustand
iiber, denn Loewe?) hat erst vor kurzem gezeigt, daB kiinstliche
Lipoidmembranen, die man mit Chloroform, Ather oder Alkohol
behandelt, eine ausgesprochene Abnahme in der elektrischen
Leitfahigkeit aufweisen. AuBerdem werden die Narkotica in
enge Beziehung zu den kolloidalen Partikeln der Enzyme
und anderer Substanzen innerhalb der Zelle gebracht, auf die
sie vermutlich einen direkten EinfluB ausiiben?).

Zusammenfassang.

Die von Battelli und Stern gefundene Ubereinstimmung
zwischen den das ,Succinicoxydon“ der Gewebe vernichtenden
Konzentrationen verschiedener Narkotica und denjenigen, die
die Nucleoproteine aus ihren Aufschwemmungen fillen, gilt
nicht fiir die Indophenoloxydase im allgemeinen. Obgleich ein
Parallelismus bei Athylalkohol und in miBigem Grade bei
Chloralhydrat und Aceton beobachtet wurde, so betrigt die
Nucleoprotein fillende Konzentration von Methylathylketon nur
1/, der oxydasezerstorenden, bei Methylpropylketon sogar nur ?/,.
Andererseits ist diejenige von Athylurethan fast 2 mal so groB,
und von Phenol betrigt sie sogar das Vierfache. Weiter ist
zu beriicksichtigen, daB die Fillbarkeit von Gewebsaufschwem-
mungen ein auBerordentlich variabler Faktor ist. Das Volumen
des gebildeten Niederschlags nimmt stetig ab beim Ubergang
von Narkotica, die erst in hohen Konzentrationen ihre Wirkung
entfalten, zu denen in niedrigen. Die Fallbarkeit von Leberauf-
schwemmungen ist nicht mit derjenigen von Nierenaufschwem-
mungen identisch. Wird die Leber 24 Stunden lang vor der
Bearbeitung aufbewahrt, so kann dadurch die Niederschlags-
bildung génzlich verindert werden. Auf Grund dieser Tat-
sachen wird gefolgert, daB die Ubereinstimmung zwischen durch
Narkotica bewirkte Nucleoproteinféllung und Oxydasenzerstorung
im giinstigsten Falle nur eine zuféillige ist. Wir erblicken
in ihr keine Erklirung, die an die Stelle der von uns auf-
gestellten Hypothese treten kann, daB die Wirkung der Indo-
phenoloxydase von Lipoiden abhiéngt.

1) 8. Loewe, diese Zeitschr. 57, 161, 1918.
) Vgl. Traube, Arch. f. d. ges. Physiol. 158, 276, 1913.
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Zur weiteren Stiitze dieser Annahme kdnnen wir mitteilen,
‘daB die Beziehung zwischen den die Oxydase schidigenden
narkotischen Konzentrationen und den nach neuen Bestim-
mungen des Verfassers ermittelten narkotisierenden Grenzwerten
fir Kaulquappen eine viel engere ist als bei Verwendung der
dlteren Overtonschen Zahlen. Schaltet man die Urethane
aus, die aus der Reihe fallen, so lieferten die anderen 15 unter-
suchten Narkotica Quotienten zwischen 9 und 24.

Ferner ist konstatiert worden, daB die bei 36° auf die
Oxydase einwirkenden Konzentrationen von Athylalkohol, Aceton
und Chloralhydrat nur halb so stark sind wie die entsprechenden
bei 1°. Dieser Befund steht also im Einklang mit H. Meyers
Angabe, daf3 ihre narkotisierenden Konzentrationen dann etwa
nur die Hilfte betragen. Dagegen greift Benzamid, das bei 3°
eine stirkere narkotische Wirkung ausiibt als bei 369 die Oxy-
dase in beinahe demselben MaBe bei 17° wie bei 36° an.

Die Gewebsoxydase #ndert sich je nach der Wachstums-
stufe bemerkenswert in ihrem Verhalten Narkoticis gegeniiber.
So zerstorte Athylalkohol von 6 m 90°/, der Oxydase aus
Niere von neugeborenen Ratten, aber nur 46°/, von aus-
gewachsenen. Dieser markante Unterschied trat aber bei der
Oxydase von Herzmuskel nicht auf; die Schidigung zeigte sich
fast unabhiingig vom Alter der Ratten. Wahrscheinlich beruhen
diese Unterschiede auf Anderungen in der Zusammensetzung
der Zell-Lipoide wihrend der Entwicklung der betreffenden
Organe.



Ober das Wesen der sogenannten Tyrosinasewirkung.
Von

A. Bach.
(Aus dem Privatlaboratorium des Verfassers in Genf.)
(Esngegangen am 2. Februar 1914.)

Bekanntlich nimmt die Tyrosinase eine Sonderstellung
unter den Fermenten ein, indem sie dem Tyrosin gegeniiber
als eine streng spezifische Oxydase fungiert, wihrend sie einige
Phenole in éhnlicher Weise wie die Phenolase, die auf Tyrosin
ohne jede Einwirkung ist, oxydiert. Zur Erklirung dieser
mangelhaften Spezifitit wurden verschiedene Hypothesen auf-
gestellt, die sich aber nicht als den Tatsachen entsprechend
erwiesen. Im AnschluB an meine!) Versuche iiber das Ko-
ferment der Perhydridase und die hydroklastische Oxydation der
«-Aminoséuren zu den nichstniederen Aldehyden unter gleichzeiti-
ger Reduktion geeigneter Wasserstoffacceptoren (Streckersche
Reaktion) unterzog ich die rétselhafte Tyrosinasewirkung einer
eingehenden Untersuchung. Da bei der Einwirkung der Tyro-
sinase auf Tyrosin Kohlensdure und Ammoniak, wie bei der
Streckerschen Reaktion, abgespalten werden, so lag die Ver-
mutung nahe, daB bei der Tyrosinasewirkung der Abbau des
Tyrosins teils auf hydroklastischem Wege, teils durch die Ver-
mittlung des freien Sauerstoffs herbeigefiihrt wird?). Die Rich-
tigkeit dieser Vermutung konnte ich voéllig bestétigen: die Ty-
roginase ist nicht eine einheitliche, spezifisch wirkende Oxy-
dase, sondern ein Gemenge von gewdhnlicher Phenolase und

1) Diese Zeitachr. 88, 154, 1912; 62, 412; 58, 205, 1913.

%) Vgl. A. Bach, Oxydationsprozesse in der lebenden Substanz.
Oppenheimers Handb. d. Biochemie, Erginzungsband. 8. 178,
Jena 1913.
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einer Aminoacidase, durch deren Wirkung Tyrosin fiir die
Oxydation durch Phenolase bzw. Peroxydase | Hydroperoxyd
vorbereitet wird.

Im nachstehenden fasse ich die Ergebmsse meiner Unter-
suchung, die sich auf mehrere Jahre erstreckt hat, kurz zu-
sammen., Auf das Geschichtliche der Tyrosinasefrage will ich
hier nicht ndher eingehen und verweise auf die Darstellung
bei C. Oppenheimer!?), sowie auf den Aufsatz von Battelli
und Stern?).

1. Die Tyrosinasewirkung umfaBt zwei voneinander zeitlich
trennbare Prozesse: einen Oxydationsproze8 und einen
Reduktionsprozes.

Samtliche Forscher, die sich mit der Tyrosinasefrage be-
schaftigt haben, stimmen dahin iiberein, daB Tyrosinase keine
merkbare Einwirkung auf Tyrosin bei Sauerstoffansschluf aus-
iibt. DaB aber bei der Tyrosinasewirkung neben dem Oxy-
dationsprozeB ein ausgesprochener ReduktionsprozeB stattfindet,
ist meines Wissens bisher nicht hervorgehoben worden. Der Re-
duktionsproze8 kann in folgender Weise veranschaulicht werden:

Bei der Einwirkung der Tyrosinase auf Tyrosin bei Luftzutritt
entstehen bekanntlich rot gefarbte Oxydationsprodukte, die spater eine
rotbraune, dann violette Firbung annehmen und schlieBlich sich als
schwarzer, in Alkalien, Sauren und organischen Liosungsmitteln unlde-
licher Niederschlag abscheiden. L&B8t man nun Tyrosinase auf Tyrosin
an der Luft bis zu intensiver Rotfarbung einwirken und ersetzt dann
im ReaktionsgefiB die Luft durch eine Stickstoff- oder Kohlendioxyd-
Atmosphire, so erfolgt nach einiger Zeit vollstindige Entfirbung des
Reaktionsgemisches. Schiittelt man es wiederum an der Luft, so farbt
es gich fast sofort rot. Fiihrt man den Versuch bei 35 bis 40° aus, so
kann man in kurzer Zeit die aufeinander folgende Reduktion und Oxy-
dation demonstrieren. Da8 die Reduktion des roten Oxydationsproduk-
tes hier nicht etwa durch Bakterien bewirkt wird, geht daraus hervor,
daB der Versuch mit gleichem Erfolg in 2°/ iger NatriumfluoridiGeung,
also unter villig antiseptischen Bedingungen, ausgefiihrt werden kann.

Der gleiche ReduktionsprozeB findet auch bei der Einwirkung von
Tyrosinase auf p-Kresol in Gegenwart von a-Aminosiuren statt. Chodat?)
und Abderhalden und Guggenheim¢) machten die fiir die Erkennt-

1) Die Fermente und ihre Wirkungen. 4. Aufl. Jena 1913.

) Die Oxydationsfermente. Ergebnisse der Physiologie 12, 96, 1912,
%) Arch. sc. phys. natur. 82, 225, 1912.

4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 331, 1908.
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nis des Mechanismus der Farbstoffbildung in Pflanzen interessante Be-
obachtung, daB Gemische von p-Kresol und Aminosiuren durch Tyro-
ginase zu verschiedenartigen Farbstoffen oxydiert werden, So firbt sich
z. B. ein Gemisch von p-Kresol und Glykokoll unter dem EinfluB der
Tyrosinase allmahlich intensiv weinrot, dann erfolgt spontan Entfarbung
und die Fliissigkeit nimmt schlieSlich eine blaue bis blaurote Farbung
an. Diese Entfirbung des zuniochst entstehenden roten Oxydationspro-
duktes ist auf das Verdecken des Oxydationsprozesses durch den Reduk-
tionsprozeB zuriickfiihrbar. Denn schiittelt man das farblos gewordene
Gemisch an der Luft, so firbt es sich wiedernm weinrot. Diese Ope-
ration kann mehrmals mit gleichem Erfolg wiederholt werden, voraus-
gesetzt, daB Glykokoll in ausreichender Menge vorhanden ist.

Da bei der Oxydation des Pyrogallols, des Hydrochinons
usw. durch die Phenolase keine Reduktion der entstehenden
gefirbten Oxydationsprodukte stattfindet, so ist das Auftreten
des Reduktionsprozesses bei der Tyrosinasewirkung als ein-
deutiger Beweis dafiir zu betrachten, daB bei der Ein-
wirkung von Tyrosinase auf Tyrosin ein hydroklasti-

scher Oxydo-ReduktionsprozeB ausgeldst wird.

IL Die Phenolase ist ein normaler Bestandteil der Tyrosinase.

Es ist leicht, Phenolasepriparate darzustellen, die auf
Tyrosin ohne jede Einwirkung sind; vollig phenolasefreie Tyro-
sinasepraparate konnte ich trotz aller Bemithungen nie erzielen.
Meine Fermentsammlung enthdlt 17 zu verschiedenen Zeiten
und nach verschiedenen Methoden aus Pilzen (Russula delica
und Lactarius vellereus) und Kartoffelschalen dargestellte Tyro-
sinasepriparate. Samtliche Priparate oxydieren nicht nur
Tyrogin, sondern auch mehr oder weniger Pyrogallol, Brenz-
catechin und Hydrochinon.

Nach Bertrand?!) kann man aus Russula delica vdllig phenolase-
freie Priparate erhalten, indem man die Pilze mit Chloroformwasser ex-
trahiert und die Extrakte mit 1!/, Vol. Alkohol versetzt. Der ent-
standene Niederschlag wird wiedermmn mit Chloroformwasser extrahiert
und mit Alkohol gefillt. Das so dargestellte Priparat soll kriftig
Tyrosin, nicht aber Pyrogallol und Hydrochinon oxydieren.

Diese Angabe kann ich nicht bestitigen. Wird Russulasaft der
fraktionierten Fallung mit Alkohol in Gegenwart von Magnesiumsulfat
unterworfen®), wobei eine beliebige Anzahl von Fraktionen leicht und in
kurzer Zeit erhalten werden kann, so enthalten sowohl die unteren als
die oberen Fraktionen Tyrosinase und Phenolase. Ich habe die unteren

1) Compt. rend. 128, 460, 1886.
*) A. Bach, Ber. 43, 362, 1910.
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Fraktionen (!/, bis 1!/; Vol. Alkokol) wiederholt fraktioniert, konnte aber
nicht die Trennung der Tyrosinase und der Phenolase erzielen. Zu be-
merken ist hier allerdings, daB die oberen Fraktionen auf Guajao-
Emulsion und Guajacol &uBerst schwach oder gar nicht einwirken, wih-
rend der urspriingliche Russulasaft diese Substanzen kriftig oxydiert.
Es handelt sich aber hier nicht um eine Ausschaltung der Phenolase,
sondern lediglich um eine fiir die Oxydation dieser Substrate ungiinstige
Verinderung des Salzgehaltes der Priparate. Wie groB8 die Beeinflussung
dieser Phenolasereaktionen durch den Salzgehalt des Reaktionsgemisches
ist, geht aus folgendem Versuch hervor:

Man stellt 2%, Guajacollosungen 1. mit reinem, destilliertem Wasser
und 2. mit Wasser aus der Leitung dar. Fiigt man beiden Losungen
gleiche Phenolasemengen hinzu, so beobachtet man, da8 die Oxydation des
Guajacols in der 2. Probe betriachtlich spater einsetzt als in der 1., oder
sogar vollig ausbleibt. Versetzt man die farblos gebliebene Probe mit
etwas Essigsiure oder Citronensiure, so erfolgt normale Oxydation des
Substrates. In ganz dhnlicher Weise verhalt sich die Phenolase bei der
Oxydation der Guajac-Emulsion. Dagegen ist der Salzgehalt des Wassers
aus der Leitung auf die Oxydation des Pyrogallols und des Hydro-
chinons durch Phenolase ohne merklichen EinfluB. DaB die Beeinflus-
sung der Phenolasewirkung durch Séuren und Salze von der Natur der
Substrate abhdngt, ist von Bach und Sbarsky?!) und Bach und
Maryanovitsch?) durch zahlreiche Versuche festgestellt worden. Zu
erwihnen ist noch, daB bei manchen Tyrosinasepriparaten, die auf
Guajacol scheinbar ohne Einwirkung sind, die Oxydation durch Zusatz
einer Spur Essigsiure ausgelost werden kann.

Stellt man Tyrosinase aus Pilzen dar, deren Oxygenase
ziemlich bestdndig ist, so enthélt das Préparat in groBeren oder
geringeren Mengen die unverénderte ,volle Phenolase (Per-
oxydase 4 Oxygenase). Wendet man dagegen zur Darstellung
der Tyrosinase Pflanzenmaterialien an, deren Oxygenase leicht
verinderlich ist, wie man es bei den meisten Phanerogamen
beobachtet, so geht die Oxygenase zum groBten Teil zugrunde
und das Tyrosinasepriparat enthdlt dann iiberschiissige Per-
oxydase, wovon man sich durch die bekannten Peroxydase-

reaktionen leicht iiberzeugen kann.

Bertrand und Muttermilch?®) sollen aus Weizenkleie eine pheno-
lasefreie Tyrosinase dargestellt haben. Ich habe den Versuch wiederholt
und folgendes festgestellt:

Frische Extrakte aus Weizenkleie weisen die Tyrosinase- und
Phenolasereaktionen auf. Unterwirft man ein Extrakt der fraktionierten

1) Diese Zeitschr. 84, 473, 1911.
) Diese Zeitschr. 42, 417, 1912.
3) Bull. Soc. Chim. 1, 837, 1048, 1907.
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Fillung mit Alkohol in Gegenwart von Magnesiumsulfat, so geben die
oberen Fraktionen (2 bis 3 Vol. Alkohol) schwache oder gar keine Pheno-
lasereaktionen, obgleich sie Tyrosin, wenn auch ziemlich langsam, oxy-
dieren. Samtliche Priparate enthalten aber reichlich Peroxydase. So
gro8 ist der Peroxydasegehalt der Priparate, daB die Weizenkleie als
ein leicht zugingliches Material fiir die Darstellung dieses Fermentes
empfohlen werden kann. Bekanntlich 1aBt sich bei der Phenolasewirkung
die teilweise oder ginzlich zerstorte Oxygenase durch Hydroperoxyd er-
setzen. Sehr bemerkenswert ist daher die Tatsache, da8 die Wirkung
der Tyrosinase aus Weizenkleie auf Tyrosin durch Hydroperoxd be-
trichtlich beschleunigt wird. In Abwesenheit von Oxygenase
bzw. Hydroperoxyd ist die Peroxydase an der Oxydation der Abbau-
produkte des Tyrosins derartig beteiligt, daB letztere leicht Sauerstoff
aufnehmen und daher Peroxyde bilden, deren weiterer Umsatz durch das
Ferment beschleunigt wird (siehe weiter unten).

Chodat und Schweizer!) geben an, daB die nach Chodat und
Staub aus Kartoffelschalen dargestellte Tyrosinase keine Phenolase
enthdlt. Ein genau nach ihren Vorschriften dargestelltes Priparat er-
wies sich als eine schwache Tyrosinase; es oxydierte aber auch Pyro-
gallol und enthielt éiberschiissige Peroxydase. Dementsprechend
konnte auch hier die Oxydation des Tyrosins, wie ich®) es schon
vor mehreren Jahren bewiesen habe, durch Hydroperoxyd beschleunigt
werden.

Auf Grund obiger Tatsachen glaube ich behaupten zu
konnen, daB die Phenolase bzw. Peroxydase ein normaler Be-
standteil der Tyrosinase ist und die Oxydation der Abbau-
produkte des Tyrosins durch die Vermittlung des freien Sauer-
stoffs bewirkt.

III. Wihrend der ersten Phase der Tyrosinasewirkung ent.
stehen aus Tyrosin Produkte, die durch Phenolase bzw. Per-
oxydase | Hydroperoxyd leicht oxydiert werden.

Wie oben erwiihnt, entfirbt sich das bei der Einwirkung
der Tyrosinase auf Tyrosin bei Luftzutritt zunichst entstehende
rote Produkt, wenn man die Luft durch eine Stickstoffatmosphére
ersetzt. Erhitzt man nun das farblose Reaktionsgemisch zum
Kochen zwecks Zerstorung der Fermente und fiigt nach Ab-
kithlen Peroxydase (aus Meerrettich) und Hydroperoxyd hinzu,
so nimmt es augenblicklich die fiir die spidteren Phasen der
Tyrosinasewirkung charakteristische braun- bis schwarzviolette

1) Arch. sc. phys. et nat. 84, 140, 1918.
%) Ber. 89, 2126, 1908.
Biochemische Zeitschrift Band 60. 15
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Firbung an. Der Versuch kann mit gleichem Erfolg in wenigen
Minuten folgenderweise ausgefiihrt werden:

Eine heiB gesittigte und anf 40° abgekihlte Tyrosinlosung wird
mit kriftiger Tyrosinase an der Luft geschiittelt, wobei sie sich schon
nach 5 bis 10 Minuten intensiv rot firbt. Die rote Lisung wird dann
durch Aufkoohen entfarbt, abgekiihlt und mit Peroxydase - Hydro-
peroxyd versetzt. Je nach den Konzentrationsverhiltnissen schwanken
die erhaltenen Firbungen von hellbraun bis schwarzviolett. Uber-
schiissiges Hydroperoxyd entfirbt das Reaktionsprodukt, wie es auch
Keliumpermanganat in saurer Lisung tut.

Wendet man tyrosinasefreie Phenolase anstatt Peroxydase 4 Hydro-
peroxyd an, so beobachtet man die gleichen Farbungserscheinungen, aber
die Reaktion verlduft hier langsamer, wie es stets bei der Phenolase, die
kein fertiges Peroxyd enthilt, der Fall ist.

Durch das Vorbehandeln mit Tyrosinase unter den an-

gegebenen Bedingungen wird nur ein geringer Bruchteil des
anwesenden Tyrosins der Oxydation durch Phenolase bzw.
Peroxydase -+ Hydroperoxyd zuginglich. In beiden Féllen
kommt die Reaktion bald zum Stillstand und liefert nur kaum
merkbare Melaninmengen. Versetzt man dann das Reaktions-
gemisch mit frischer Tyrosinase, so erfolgt weitere Umwandlung
und Oxydation des unangegriffenen Tyrosins unter Bildung
eines betriichlichen Melaninniederschlages. Die gleiche Er-
scheinung kann auch in der Weise veranschaulicht werden,
daB man Tyrosin in obiger Weise mit Tyrosinase vorbehandelt
und mit dem entfirbten Reaktionsgemisch vergleichende Oxy-
dationsversuche durch die Vermittlung von frischer Tyrosinase,
Phenolase und Peroxydase -} Hydroperoxyd ausfiihrt.
»  Das entfirbte Reaktionsgemisch ist an und fiir sich dem
freien Sauerstoff gegeniiber nicht vollig indifferent, denn nach
léngerem Stehenlassen an der Luft nimmt es &hnliche Farbungen
wie unter dem Einflusse der Phenolase bzw. Peroxydase |- Hydro-
peroxyd an und liefert schlieBlich geringe Melaninmengen. Es
handelt sich also hier um eine von gelbst langsam ver-
laufende Reaktion, die durch die Phenolase beschleunigt wird.
Da Tyrosin beim Stehenlassen an der Luft weder fiir sich
allein noch in Gegenwart von Phenolase eine merkliche Ver-
anderung erfahrt, so dréngt sich der SchluB auf, daB es
wihrend der ersten Phase der Tyrosinasewirkung in
einfachere, durch die Phenolase oxydierbare Produkte
aufgelost wird.
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Betreffend die Natur dieser Produkte sei folgendes hervor-
gehoben:

Chodat und Schweizer!) machten vor kurzem die
wichtige Beobachtung, daB Glykokoll durch die Tyrosinase aus
Kartoffelschalen zu Formaldehyd, Kohlensiure und Ammoniak
oxydiert wird. Gelegentlich jetzt im Gange befindlicher Ver-
suche iiber die fermentative Beschleunigung der Aldehydbildung
aus Aminosiuren habe ich die Versuche von Chodat und
Schweizer wiederholt und bestitigt. Die Richtigkeit ihrer
Beobachtung ist auch von Keeble, Frankland Armstrong
und Jones?) bestitigt worden. Dadurch ist bewiesen, daB der
Tyrosinasewirkung der hydroklastische Abbau der Aminosduren
im Sinne der Streckerschen Reaktion zugrunde liegt. Dem-
entsprechend diirfte bei der Einwirkung von Tyrosinase auf
Tyrosin zunichst p-Oxyphenylacetaldehyd neben Kohlensiure
und Ammonijak entstehen:

HO.C,H,.CH,.CH(NH,).COOH - 3HOH - A?)
= HO0.CH,.CH,.CH(OH), 4 NH, -}- CO(OH), -}- AH,.

Falls diese Annahme zutrifft, sollten bei der Einwirkung
von Phenolase bzw. Peroxydase |+ Hydroperoxyd auf p-Oxy-
phenylacetaldehyd die gleichen Oxydationsprodukte, wie bei der
Einwirkung von Tyrosinase auf Tyrosin, entstehen. Wegen der
schweren Zuginglichkeit des p-Oxyphenylacetaldehyds konnte
ich bisher sein Verhalten gegen diese Oxydationsagenzien noch
nicht ermitteln. Versuche mit dem ndchstniederen Homologen,
dem p-Oxyphenylformaldehyd (p-Oxybenzaldehyd), ergaben inter-
essante Resultate.

Zuniochst lieB ich Peroxydase -+ Hydroperoxyd auf p-Oxybenzal-
dehyd (Kahlbaum) in 1°/,iger Losung einwirken, konnte aber dabei nicht
die mindeste Oxydation feststellen. Da bei der Streokerschen Re-
aktion Ammoniak abgespalten wird, so versuchte ich weiter die Oxydation
in Gegenwart geringer Ammoniakmengen auszafiihren. Schon nach wenigen
Minuten farbte sich das Reaktionsgemisch rosarot, dann weinrot und
schlieBlich braunrot mit Stich ins violette. Es sind dies die Firbungen,
die auch bei der Einwirkung der Tyrosinase auf Tyrosin zu beobachten
sind. In Abwesenheit von Hydroperoxyd bleibt die Oxydation aus, in

Abwesenheit von Peroxydase geht sie mit unmeBbar kleinen Geschwindig-
keit vor sich.

1) Arch. sc. phys. et nat. 34, 140, 1918.
) Proc. Roy. Society 87, 193, 1918,
%) A ist hier ein Wasserstoffacceptor.
15*
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Die Erfahrung scheint also hier den theoretischen Voraus-
setzungen vollig zu entsprechen. Zu erwihnen ist allerdings,
daB bei Kontrollversuchen mit Phenolase in Gegenwart von
Ammoniak nicht die gleiche Oxydation des p-Oxybenzaldehyds
erzielt werden konnte. Die Ursache dieser Anomalie habe ich
noch nicht ndher ermittelt. Allem Anschein nach wirkt der
Ammonikzusatz auf die in der Phenolase enthaltene Oxygenase
laihmend, denn auf Zusatz von Hydroperoxyd beobachtet man
die gleichen Farbungserscheinungen, wie bei der Anwendung
von Peroxydase. DaB8 die Phenolase dem Ammonik gegeniiber
bei weitem empfindlicher ist als die Peroxydase, ist wvon
Sbarsky!) bewiesen worden.

Sei es wie es mag, Tatsache ist, daB bei der Einwirkung
der Tyrosinase auf Tyrosin Produkte entstehen, die durch
Phenolase bzw. Peroxydase |+ Hydroxyd leicht oxydiert werden,
wihrend dieselben Oxydationsagenzien auf das urspriingliche
Tyrosin ohne jede Wirkung sind.

IV, Die Vorbereitung des Tyrosins fiir die Oxydation durch
Phenolase wird durch ein Ferment bewirkt.

Uber das Agens, durch dessen Vermittelung das Tyrosin
in durch Phenolase leicht angreifbare Produkte aufgelost wird,
kann ich noch nichts Niheres mitteilen. Es ist thermolabil,
denn auf 70° erhitzte Tyrosinaselosung iibt weder fiir sich allein
noch auf Zusatz von Phenolase oder Peroxydase | Hydroperoxyd
auf Tyrosin die mindeste Einwirkung aus. Man hat es also den
iiblichen Vorstellungen gemiB als ein Ferment zu betrachten.

Wie ich?) schon vor mehreren Jahren durch quantitative
Versuche bewiesen habe, ist fiir das Zustandekommen der Wir-
kung des Fermentes die Anwesenheit von freiem Sauerstoff
ausschlaggebend. Es hat sich nimlich gezeigt, daB durch Vor-
behandeln des Tyrosins mit Tyrosinase in einer Wasserstoff-
atmosphire bei 25° wihrend 24 Stunden die Geschwindigkeit
der nachtriglichen Oxydation des Tyrosins bei Luftzutritt nicht
beeinfluBt wird. Unter Sauerstoffausschluf findet also kein
nennenswerter Abbau des Tyrosins statt. Wird die farblos

1) De l'influence des acides et des alcalis sur la phenolase et la
peroxydase. Genéve 1911. (Dissert.)
) Ber. 42, 594, 1909.
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gebliebene Reaktionsfliissigkeit zwecks Zerstorung der Tyro-
sinase aufgekocht und nach Abkiihlen mit Phenolase bzw.
Peroxydase -|- Hydroperoxyd versetzt, so bleibt die Oxydation
vollig aus.

Uber die Bedeutung des Sauerstoffs fiir das Zustande-
kommen der Wirkung des Fermentes geben die von mir') vor
kurzem verdffentlichten Versuche iiber die Aldehydbildung aus
Aminosiuren einige Aufschliisse. Bei der Streckerschen Re-
aktion wird der Wasserstoffacceptor (Alloxan, Benzochinon)
durch den bei der Spaltung des Wassers frei werdenden Wasser-
stoff allmihlich reduziert. Die EKinleitung der Reaktion ist
von der An- oder Abwesenheit des Sauerstoffs unabhingig.
Erst nachdem der Wasserstoffacceptor vollstindig reduziert
worden ist, wird die Mitwirkung des Sauerstoffs, der den redu-
zierten Acceptor zu der urspriinglichen Substanz oxydiert
{(Hydrochinon zu Chinon) fiir den weiteren Verlauf der Reaktion
ausschlaggebend. DaB Sauerstoff schon zur Einleitung der
Tyrosinasewirkung erforderlich ist, erklirt sich dadurch, da3 das
Ferment keinen fertigen Wasserstoffacceptor enthilt; in einer
Wasserstoffatmosphéire findet nicht die mindeste Spaltung des
Tyrosins durch Tyrosinase statt, wiahrend unter gleichen Be-
dingungen die Spaltung des Alanins durch Benzochinon leicht
nachweisbar ist. Mit den Tatsachen am besten vereinbar ist
die Annahme, daB aus dem Ferment unter dem EinfluB des
Sauerstoffs ein Wasserstoffacceptor entsteht, der abwechselnd
durch den Wasserstof des Wassers reduziert und durch den
freien Sauerstoff (wahrscheinlich durch die Vermittelung der
Phenolase!) oxydiert wird und die hydroklastische Oxydation
des Tyrosins bewirkt.

Mit Riicksicht auf die Tatsache, daB das in der Tyrosinase
enthaltene hydroklastische Ferment auBer Tyrosinase noch
Glykokoll und andere Aminoséuren angreift, schlage ich vor,
es vorliufig mit dem Namen Aminoacidase zu belegen.

SchluBfolgerungen.
Aus den im obigen mitgeteilten Tatsachen, namlich:
1. daB bei der Einwirkung von Tyrosinase auf Tyrosin
ein kriftiger ReduktionsprozeB stattfindet;

1) Diese Zeitschr. 58, 205, 1913.
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2. daB Tyrosinase stets Phenolase bzw. Peroxydase enthilt;

3. daB bei der Einwirkung von Tyrosinase auf Tyrosin
Produkte entstehen, die durch Phenolase leicht oxydiert werden;

4. daB schlieBlich an der Vorbereitung des Tyrosins fiir
die Oxydation durch die Phenolase ein Ferment beteiligt ist,
geht hervor, daB das bisher als Tyrosinase bezeichnete Ferment
nicht eine einheitliche, spezifische Oxydase ist, sondern aus
einem als Aminoacidase zu bezeichnenden Ferment, durch dessen
Vermittelung Tyrosin auf hydroklastischem Wege zu leichter
oxydierbaren Produkten abgebaut wird, und aus gew&hnlicher
Phenolase, die diese Abbauprodukte weiter oxydiert, besteht.

Das Auftreten des Reduktionsprozesses bei der Tyrosinase-
wirkung bestatigt die Palladinsche!) Theorie der Atmungs-
pigmente, wonach in Lebewesen enthaltene Chromogene ab-
wechselnd zu Pigmenten durch den Luftsauerstoff unter Mit-
wirkung der Oxydasen oxydiert und durch Wasserstoff zu den
urspriinglichen Stoffen reduziert werden. Die Bedeutung dieser
Auffassung fiir das Verstindnis der in der lebenden Substanz
sich abspielenden hydroklastischen Oxydo-Reduktionsprozesse ist
von mir?) a. a. O. besprochen worden.

Der Befund, daB Tyrosinase ein Gemenge von Amino-
acidase und Phenolase ist, bestatigt weiter in auffallender Weise
die vor einigen Jahren von Mathews®) ausgesprochene An-
sicht, wonach die bisher als Oxydasen bezeichneten Fermente
zwei Fermentklassen umfassen: die einen bewirken die Akti-
vierung des Sauerstoffs, die anderen, bei weitem wichtigeren,
bringen die Spaltung der Substrate in eine Anzahl reduzierender
Molekiile hervor. Die Fermente zweiter Art betrachtet Ma-
thews vielmehr als Reduktionsfermente und schreibt ihnen
eine Spezifitit zu, wihrend den eigentlichen Oxydasen keine
Spezifitit zukomme.

Es wire von hohem Interesse, auch die weniger bekannten,
anscheinend spezifischen Oxydasen (Alkoholoxydase, Uricooxy-
dase, Xanthinoxydase) vom Standpunkt der Mathewsschen
Auffassung néher zu untersuchen.

1) Diese Zeitsohr. 18, 151, 1900.
%) Oppenheimers Bioohemie, Erginzungsband S. 180.
%) Journ. of Biolog. Chem. 6, 1, 1872.
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koérperchen.
IIL. Artdifferensen in der Durchliissigkeit der roten Blute
korperchen. :

Von
Shuzo Kozawa.

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Kiel.)
(Eingegangen am 3. Februar 1914.)

Die Untersuchungen der letzten Jahre haben gelehrt, daB
die Durchlissigkeit der roten Blutkérperchen fiir den Trauben-
zucker von Tierart zu Tierart eine sehr verschiedene ist.
Schon aus den élteren osmotischen Experimenten von Grijns?)
und Hedin? an den Blutkdérperchen von Huhn, Pferd und
Rind geht hervor, daB diese Blutkérperchen sich gegen den
Traubenzucker wie impermeabel oder allenfalls wie sehr schwer
permeabel verhalten. Dieser Befund wurde fiir die Rinderblut-
korperchen neuerdings von Masing®) durch osmotische Ver-
suche mit dem H#ématokriten bestitigt. Dasselbe Verfahren
lehrte, daB auch die Blutkérperchen von Schwein, Hammel
und Gans undurchléssig fiir Traubenzucker sind, wabrend die
reversible Schwellung menschlicher Blutkorperchen in iso-
tonischer Traubenzuckerlosung auf die Durchlissigkeit dieser
Blutkdrperchensorte schlieBen lieB. Diese Unterschiede in der
Permeabilitit waren schon vorher auf dem sicheren direkten
Weg der chemischen Analyse namentlich durch Rona und
Michaelis!) und durch Hollinger®) festgestellt worden. Ks

1) Grijns, Arch. f. d. ges. Physiol. 68, 86, 1896.

?) Hedin, ebenda 68, 229, 1897.

%) Masing, ebenda 149, 227, 1912.

4) Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 16, 60; 18, 514, 375, 1909;
ferner 80, 99, 1910.

%) Hollinger, ebenda 17, 1, 1909.
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hatte sich gezeigt, daB bei Mensch und Hund der Blutzucker
gewohnlich sowohl im Plasma wie in den Blutkdrperchen ent-
halten ist, wihrend er beim Kaninchen oft in den Blut-
kérperchen fehlt, und daB Traubenzucker, den man zum Blut
hinzufiigt, sich bei Mensch und Hund alsbald auf Plasma und
Koérperchen verteilt, wihrend er beim Hammel ganz und gar
im Plasma verbleibt. Auch Masing stellte auf chemischem
Wege die Impermeabilitit der Blutkdrperchen von Hammel,
Schwein und Gans fest, wiahrend nach seinen Analysen in die
Blutkérperchen vom Rind doch ein wenig Zucker iiber-
treten kann.

Es erhebt sich nun die Frage, von welchen sonstigen
Eigenschaften der Blutkérperchen diese Permeabilititsunter-
schiede abhingig sind. In der vorangehenden Untersuchung
wurde gezeigt, dal in der GroBe der elektrischen Ladung und
in der Himolysierfihigkeit der Blutkorperchen artspezifische
Unterschiede existieren. In einer anderen voranstehenden Arbeit
machen Hober und Nast?) auf den Zusammenhang zwischen
den Binnenelektrolyten der verschiedenen Blutkérperchenarten
und ihrer Registenz aufmerksam. Es konnte also erwogen werden,
ob die Permeabilitit von einem dieser Faktoren direkt oder
indirekt abhingt. Namentlich liegt es nahe, zu priifen, ob
nicht die Binnenelektrolyte fiir die Permeabilitdit bestimmend
sind. Denn manches spricht dafiir, daB durch Salze die Per-
meabilitit von Zellen geéndert werden kann. Es sei hier von
den zahlreichen Anhaltspunkten fiir solch einen Einflu nur
auf die mannigfachen Schutzwirkungen des Ca** gegen Gifte
verwiescn, ferner darauf, daB, entsprechend der Membrantheorie
von Bernstein, die Salzruhestrome, etwa die Kalistrome nach
Hoéber als Folgen lokaler Durchlissigkeitssteigerungen durch
das Kalisalz aufgefaft werden konnen?). Vergleicht man freilich
die Angaben von Masing iiber die verschiedene Permeabilitit
fir Traubenzucker mit den Angaben von Héber und Nast
iiber die Differenzen in der Resistenz bzw. Himolysierfihigkeit
je nach der Art der Binnenelektrolyte, so scheint ein Zusammen-
hang zwischen Binnenelektrolyten und Permeabilitit nicht vor-

1) Héber und Nast, diese Zeitschr. 60, 131, 1914.

?) Hober, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, Kap. 12.
3. Aufl. 1911, .
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handen zu sein. Denn nach Masing stehen beziiglich der
Permeabilitit fiir den Zucker die Blutkdrperchen von Mensch
und Hund den Blutkérperchen von Schwein, Hammel und
auch Rind gegeniiber, wihrend nach der Verteilung der Binnen-
elektrolyte und der Resistenz die Blutkorperchen von Mensch,
Rind und Hammel zusammengehéren, die vom Hund eine
Mittelstellung einnehmen, und die Blutkérperchen vom Schwein
das ganz andere Verhalten aufweisen. Dennoch erschien der
mégliche Zusammenhang noch einmal der Priifung zu be-
diirfen; denn fiir Schwein, Kaninchen und Hammel gibt Masing
nur je einen Versuch an, setzt hinter das Ergebnis, daB die
Blutkérperchen vom Hammel fiir Traubenzucker impermeabel
seien, selbst sozusagen ein Fragezeichen, weil der Hammel
animisch gewesen sei, und verzeichnet fiir seine zwei Versuche
an Rinderblut bei dem einen eine Stérung durch Glykolyse.
Die Nachpriifung hat jedoch Masings Ergebnisse bestitigt.
Von Prof. Hober wurden mir die in folgender Tabelle zu-
sammengestellten Analysenergebnisse zur Verfiigung gestellt.
Alle Analysen beziehen sich 1. auf Fluornatrium-Blut und
2. auf Fluornatrium-Blut desselben Tieres, dem Traubenzucker
zugesetzt war. Das Blutkorperchenvolumen wurde nur nihe-
rungsweise mit dem Haématokriten bestimmt, indem bis zur
Konstanz des Volumens zentrifugiert wurde. Blut und Plasma
wurden nach der Eisenmethode von Michaelis und Rona
gefdllt, der Zucker nach Bertrand titriert. Der Zuckergehalt
der Blutkdrperchen wurde aus den Werten fiir Gesamtblut und
Plasma berechnet.

Fluornatrium-Blut Gezuckertes Fluornatrium-Blut
3 < 9/, Traubenzucker : —5 9/, Traubenzucker [§3
Tierart = s Y N = % K | §§§£ t‘:
BE|He| B |c8a|8E|8s | & (28alfegd] S
2183 5 |[2e8| S|g2| 3 |Eeclggss o
Vol. é"’ & [PE°| vl 39 m [RECEETE
Mensoh . | 33,0 | 0,0683| 0,0692| 0,0664{ 35,0 | 0,5014! 0,5664| 0,3809| 1,5 | 1,57
Hund . .| 32,910,1002}0,1165| 0,0669] 33,8 | 0,5711{ 0,7332| 0,2518] 2,9 | 3,68
Hammel | 32,3 10,0329/ 0,0471|0,0031} 31,9 | 0,4687| 0,6369| 0,1066] 6,0 |12,50
Ziege . .| — — — — | 80,8 ]0,5007| 0,6853| 0,0699] 9,8 | 74,80
Pferd . .| 39,0 |0,0811|0,0847| 0,0754] 41,0 | 0,4999| 0,8252| 0,0815 26,2 | oo
n . .|37,0]0,0540| 0,0779| 0,0132} 39,2 | 0,4934| 0,7961{ 0,0287] 33,6 | oo
Rind . .| 27,5]0,0491| 0,0561} 0,0447] 28,5 | 0,3395| 0,4750{ © oo (e o}
” 23,0 10,0789/ 0,0892| 0,0444| 23,2 | 0,4880| 0,6461| 0 0o e o}
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Die Tabelle lebhrt, daB die Blutkérperchen von Mensch
und Hund die iibrigen an Permeabilitit fiir den Traubenzucker
iiberragen. Dabei sind die errechneten Werte fiir die Blut-
korperchen jedenfalls 6fter zu groB8, da auch nach Zentrifugieren
bis zur Volumenkonstanz doch noch Plasma zwischen den
Blutkérperchen hiingen bleibt. Deshalb ist neben dem in der
vorletzten Kolonne verzeichneten Verhéltnis: Plasma-Zucker: Blut-
korperchen-Zucker in der letzten Kolonne dasselbe Verhiltnis
nochmals angegeben, unter der Voraussetzung berechnet, da8
von dem himatokritisch gemessenen Blutkorperchenvolumen
nur 90°/, wahres Blutkérperchenvolumen sind. Man sieht
deutlich, da8 den Blutkérperchen von Mensch und Hund die-
jenigen von Hammel, Ziege, Pferd und Rind gegeniiberstehen.

Nach diesem Ergebnis habe ich auf Veranlassung und unter
Leitung von Prof. Hober die Frage gepriift, ob die erhéhte
Durchldssigkeit der Blutkérperchen von Mensch und
Hund sich allein auf den Traubenzucker bezieht oder
auch auf andere Verbindungen!). Zur Losung der Frage
wurde zunichst die einfachste Methode als Orientierungsmittel
gewihlt, ndmlich so, wie es Hedin, Masing u. a. getan haben,
mit dem H&ématokriten festgestellt, wie sich das Volumen
gleicher Blutkdrperchenmengen in verschiedenen untereinander
isotonischen Losungen #ndert. Natiirlich kamen hier nur solche
Verbindungen in Frage, die nach den zahlreichen osmotischen
Versuchen an dem verschiedensten Zellmaterial im allgemeinen
als nicht permeierend und darum auch nicht hamolysierend
gelten konnten, also im wesentlichen die sog. lipoidunléslichen,
zu denen ja der Traubenzucker selbst gehdrt, der sich ja auch
in der Tat den meisten Zellen gegeniiber, wie wir sahen, auch
den meisten Blutkorperchen gegeniiber wie nicht permeierend
verhilt. Die im folgenden genannten Verbindungen waren
Priparate von Merck und von Kahlbaum, die nicht weiter
gereinigt wurden; fiir die Uberlassung von Glucoheptose sind
wir Herrn Geheimrat Emil Fischer, fiir das Methylgalaktosid
Herrn Geheimrat Thierfelder und fiir die Sorbose Herrn
Geheimrat Emil Fischer und Herrn Prof. Embden zu groBem

) Vorlidufige Mitteilung der Resultate siehe Kozawa, Centralbl.
f. Physiol. 27, 15, 1913.
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Dank verpflichtet. Das hexosephosphorsaure Natrium stellten
wir uns aus dem betreffenden Calciumsalz her, das uns Herr
Prof. Euler freundlichst zur Verfiigung stellte.

I. Hamatokritversuche.

Zu diesen Versuchen wurden aus defibriniertem Blut ab-
zentrifugierte, nicht weiter gewaschene Blutkorperchen ver-
wendet. Es wurde stets 1 ccm derselben mit 2 com isotonischer
Losung vermischt. Die Losungen waren ungefahr auf gleichen
Gefrierpunkt eingestellt, wie aus der folgenden Tabelle zu er-
sehen ist.

Traubenzucker ., . . 0,565° Hexosephosphor-

Galaktose . . . . . 0,568° saures Na . . 0,558°
Mannose . . . . . 0,558° Rhamnose . . . . 0,562°
Lévulose . . . . . 0,666° Mannit . . . . . . 0,688°
Sorbose . . . . . . 0,566° Duleit . . . . . . —
Milchzucker . . . . 0,662° Adonit . . . . . . 0,563°
Rohrzucker . . . . 0,5670° Erythrit . . . . . 0,562°
Maltose . . . . . . 0,568°  Glycerin . . . . . 0,560°
Arabinose . . . . . 0,5658° Glykokoll . . . . . 0,5567°
Xylose . . . . . . 0557° Alanin ., . . . . . 0,562°
Glucoheptose ., . . 0,580° Asparagin . . . . .

Methylglucosid . . . 0,5654° Weinsaures Na , . . 0,665°
Methylgalaktosid . . 0,549° Essigsaures Na . . . 0,554°
BrenztraubensauresNa 0,558°

Der Gefrierpunkt der Asparagin- und der Dulcitlosung
konnte nicht gemessen werden, da die gelosten Stoffe in der
Kilte ausfielen. Zur jeweiligen Blutkérperchen-Volumenbe-
stimmung wurden die Gemische stets 15 Minuten lang zentri-
fugiert, gewohnlich je 4 gleichzeitig. Aus den sehr zahlreichen
Versuchen teile ich einige besonders wichtige oder sonst
orientierende Protokolle mit; die Zahlen bedeuten die Volumen-
prozente nach den verschiedenen Einwirkungszeiten der ge-
16sten Stoffe:

1. Mensch.
Traubenzucker Livulose Mannit Kochsalz
Nach 15 Min. 31,7 29,5 27,0 32,5
» 1 Std. 43,3 31,0 26,0 31,2
n 4 =n 53,0 38,56 27,0 . 315

n T n 57,0 46,0 26,0 31,0
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Traubenzucker Galaktose  Mannose Kochsale
Nach 20 Min. 33,0 43,0 37,0 31,0
» 1 Std. 38,5 54,0 47,56 29,6
n 2 n 42,3 54,0 51,6 29,5
n 17 » 52,0 hamolysiert hiamolysiert 29,5
Galaktose  Arabinose Xylose Kochsalz
Nach 30 Min. 37,0 45,5 42,0 28,0
» 28Std. 30Min. 45,5 hémolysiert hamolysiert 27,7
n 6 » hiémolysiert ” ) 21,5
Traubenzucker Alanin Glykokoll Koochsalz
Nach 20 Min. 33,56 27,2 27,2 28,5
» 4 Std. 46,5 29,0 27,6 29,0
n 6 » 50,56 28,5 27,6 29,0
n 21 » hémolysiert 29,0 27,6 29,0
Traubenzucker Lédvulose Galaktose
Nach 20 Min. 28,0 26,0 42,5
n 2 Std. 38,2 21,2 47,0
»n 6 Std. 30 Min. 43,0 38,0 hiamolysiert
. Traubenzucker Rohrzucker Maltose Kochsalz
Nach 20 Min. 30,2 26,5 27,0 25,0
n 2 Std. 39,0 25,3 26,5 25,0
n 6 » 41,0 26,0 26,5 25,0
n T »n 45,3 25,6 25,6 25,0
Traubenzucker Milochzucker Methy'l- Asparagin
glucosid
Nach 20 Min. 33,0 27,0 30,0 295
» 18Std. 30 Min. 39,0 26,0 30,0 34,0
n b » 40,0 26,0 31,0 34,0
n 6 »n 48,0 25,5 31,5 33,0
Traubenzucker Duleit Rhamnose  Adonit
Nach 15 Min. 34,3 27,3 28,8 249
n 2 Std. 43,6 23,1 29,2 29,0
n 6 » 46,0 23,1 31,6 30,3
n 23 » 53,0 25,0 30,4 32,1
Glucoheptose Traubenzucker Sorbose Adonit
Nach 15 Min. 30,0 34,0 34,1 25,0
n 2 Std. 27,6 4211 50,0 21,0
n 6 » 27,6 48.0 56,5 29,3
n 23 » 25,5 53,56 héamolysiert 34,2
ztra - - -
Trubonsucker Drgmretben Rhom- - Mothyl
Nach 15 Min. 31,0 31,0 27,8 30,0
n 2 Std. 39,0 31,0 26,7 30,0
n T » 44.0 31,0 28,7 30,0
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Brenztrauben-  Methyl- igsaures Weinsaures
saures Na galaktosid a Na
Nach 15 Min. 30,2 27,8 29,0 25,5
»n 6 Std. 30,1 27,8 27,9 27,0
n 23 » 29,9 28,6 28,6 28,0

Aus diesen Protokollen sind folgende Unterschiede in der
Permeabilitit der menschlichen Blutkorperchen fiir die einzelnen
untersuchten Verbindungen zu entnehmen:

Arabinose, Xylose.
Galaktose, Mannose, Sorbose.
Glucose.

Etwas permeabel fiir: Adonit.

Impermeabel fiir: Rohrzucker, Maltose, Milchzucker,
Glucoheptose, Methylglucosid, Methylgalaktosid, hexosephosphore
saures Natrium, Mannit, Dulcit, Rhamnose, Alanin, Glykokoll,
Asparagin, brenztraubensaures Natrium, essigsaures Natrium,
weinsaures Natrium, Kochsalz

Die beobachteten Schwellungen der Blutkérperchen diirfen
als osmotische Vorginge infolge von Permeabilitdt fiir den auBen
befindlichen Stoff aufgefaBt werden, weil sie in isotonischer
Kochsalzlésung wieder zuriickgehen.

2, Hund,
Ganz anders verhielten sich in den Hématokrit-Versuchen
die Blutkorperchen vom Hund;
Alanin Glucoheptose  Duloit Lactose

Permeabel fiir:

Nach 15 Min, 29,0 310 29,1 29,0
» 5 Std. 27,5 32,0 26,8 28,0

teilweise teilweise teilweise

himolysiert hémolysiert hamolysiert
n T » hiamolysiert 32,2 hiamolysiert hamolysiert
etwas
hiémolysiert

Traubenzucker Fruotose Rhamnose Adonit
Nach 15 Min, 27,8 29,8 31,0 30,0
»n b5 Std, 30,0 28,0 33,6 32,0

iiberall nach 5 Std, schwache Hamolyse.
: Weinsaures Essigsaures

KCl LiCl Ne e
Nach 15 Min, 31,0 26,8 30,0 29,2
n 6 Std. 35,0 28,1 27,3 29,0
himolysiert schwach schwach etwas

hémolysiert bimolysiert hiémolysiert
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Aus diesen wenigen Protokollen ist schon zu entnehmen,
daB die Blutkorperchen vom Hund in allen gepriiften iso-
tonischen reinen Losungen Hamoglobin abgeben, aber ohne
vorher in erheblichem MafBle anzuschwellen. Dies kann ent-
weder so gedeutet werden, daB die Blutkorperchen fiir alle ge-
priiften Verbindungen zwar permeabel sind, aber nicht schwel-
lungsfihig, so dafl ihre Oberfliche schon bei der ersten osmo-
tischen Dehnung defekt wird, oder so, daB alle reinen isotoni-
schen Losungen an sich schidigend wirken.

Da8 die Hundeblutkérperchen an Schwellungsfihigkeit
nicht hinter andern Blutkdrperchenarten zuriickstehen, ist etwa
aus folgenden Protokollen zu ersehen:

Hund.
) 0,99, NaCl 0,79, NaCl 0,69, NaCl 0,5, NaCl
Nach 15 Min. 33,0 34,0 36,5 40,0
» 18Std. 30 Min. 31,7 34,0 36,8 39,0
» 5 » 30 » 328 35,8 38,2 42,2
Kaninchen.
0,9%, NaCl 0,79, NaCl 0,69, NaCl 0,5%, NaCl
Nach 15 Min, 29,0 34,7 356,56 41,0
n b Std. 30,0 33,9 35,6 41,4
Spur Himolyse hamolysiert himolysiert
.Mensch.
. 0,9°/, NaCl 0,79, NaCl 0,6°/,NaCl 0,5°, NaCl
Nach 25 Min. 26,0 : 27,0 30,0 33,4

Also darf man schlieBen, da8 die reinen isotonischen L&-
sungen aus irgendwelchen Griinden die Blutkdrperchen von
vornherein lidieren, so daB sie gar nicht dazu kommen, Per-
meabilititedifferenzen gegeniiber den einzelnen Stoffen durch
verschiedenartige Schwellung anzuzeigen. Darum versuchten
wir, durch Zusitze zu den reinen isotonischen Losungen die
Schiidlichkeit herabzusetzen. Dies gelang auch, die Himoglobin-
abgabe wurde verzigert, aber Volumenédnderungen als Anzeichen
von Permeabilititsdifferenzen traten danach nicht.hervor:

Hund.

0,7 com NaCl 0,7ccm NaCl 0,7 com NaCl 0,7 com NaCl
1,83 » Galakt. 1,3 » Xylose 1,3 » Maltose 1,8 » Glykok

Nach 40 Min. 27,6 25,2 256 ° 280
n 7 Std. 24,8 25,0 25,6 29,0
n 24 » himolysiert 23,8 hémolysiert 29,0
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Hund.
1,0 ccm 1,3 com 1,0 com 1,8 com
Traubenz. Traubenz. Traubenz. Traubens.
1,0 ccm 0,7 oom 1,0 com 0,7 com
Ringer Ringer Serum Serum
Nach 50 Min. 30,0 29,2 28,2 29,0
» 78td. 30 Min. 29,7 27,8 26,5 28,4
Mensch.
1,0 ocm 1,8 com 0,4 ocm 0,4 com
Traubensz. Traubens. NaCl NaCl
1,0 ccm 0,7 ccm 2,0 com 2,0 com
Ringer Ringer  Traubenzucker Lactose
Nach 15 Min. 30,0 35,0 37,0 24,5
n 2 Std. 34,8 39,8 46,56 24,0
n 6 » 35,2 41,3
Hund.
2,0 com 2,0 com 2,0 com 2,0 com
Galaktose QGalaktose Galaktose Galaktose
0,2 ccm 0,4 oom 0,6 com
CaCl; 1%, CaCl, 19/, CaCl, 19,
Nach 15 Min. 28,0 23,0 23,0 21,0
» 4 Std. 25,0 22,6 23,0 21,0
hémolysiert Spur Himolyse
»n  5Std. 30 Min. hamolys. 21,5 20,2 19,0
Spur Spur Spur
Himolyse Hiémolyse Himolyse
Hund.
2,0 occm 2,0 occm 2,0 com 2,0 com
Arabinose  Arabinose Arabinose Arabinose
0,2 com 0,4 ocom 0,6 com
CaCl, 1°/, CaCl, 19/, CaCl, 1°,
Nach 20 Min. 36,0 26,0 22,2 22,2
» 2 8td 26,0 23,56 22,0 22,0
starke ziemlioh Spur Spur
Hamolyse  hamolysiert Hamolyse Hamolyse
Mensch.
2,0 com Traubenzucker 2,0 com Laoctose
04 » CaCl 19, 04 » CaCl 1%,
Nach 15 Min. 36,7 24,8
» 6 8Std. 30 Min. 39,0 24,0

Man kann also durch Zusatz von isotonischer Kochsalz-,
Ringer- oder Calciumchloridlésung oder durch Verdiinnung mit
Serum die hdmolysierende Wirkung der reinen isotonischen
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Losungen vermindern, ohne daB sich jedoch dann Permeabilitiats-
unterschiede in Schwellungsdifferenzen #uBern, wihrend dies
unter den entsprechenden Verhaltnissen bei den menschlichen
Blutkérperchen der Fall ist. All diese Himatokritversuche geben
also zunéichst keinerlei Anhaltspunkte dafiir, da8 die Durch-
lassigkeit der Hundeblutkérperchen irgendwie derjenigen beim
Menschen &hnelt.

Eher sprechen folgende Versuche fiir ein analoges Ver-
halten:

Hund.

. Ringer mit 2,59/

Ringer Traubenzucker °
Nach 15 Min. 31,5 28,0
n 3 Std. 30 Min, 32,2 26,5
» b » 30 » 300 30,5
n 21 » 33,0 29,0

Mensch.

: Ringer mit 2,59/

Ringer Traubenzucker °
Nach 20 Min. 24,3 23,8
»n 1 Std. 80 Min. 24,2 23,6

Rind.

. Ringer mit 2,5°

Ringer Tuubenzuckorlo
Nach 15 Min, 29,0 21,0
n 2 Std. 28,56 21,7

Mensch.

. Ringer mit 2,59/

Ringer gMannit. °
Nach 10 Min. 30,0 21,0
»n 3 Std. 31,0 19,0
n 18 » 32,0 21,0

In Ringer-Lisung, die durch Zusatz von 2,5°, Trauben-
zucker stark hypertonisch gemacht ist, schrumpfen also die
Blutkdrperchen vom Hund ebenso wenig wie diejenigen vom
Menschen, wihrend im entsprechenden Versuch die Blutkorper-
chen vom Rind ihr Volumen verringern, weil sie, wie wir gleich
zeigen werden, fiir Traubenzucker impermeabel sind. Ebenso
schrumpfen im analogen Versuch die menschlichen Blutkéorper-
chen beim Zusatz von Mannit, fiir den ja die menschlichen
Blutkérperchen undurchlissig sind.
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Sicherere Kriterien fiir die Permeabilitit der Blutkorper-
chen vom Hund gaben die chemischen Analysen, von denen
nachher die Rede sein wird.

3. Affe.
Das Blut von Macacus Rhesus verhielt sich ganz so wie
menschliches Blut. Die folgenden Protokolle mogen dafiir
einige Beispiele geben.

Traubenzucker Galaktose Mannose Mannit
Nach 10 Min, 32,1 31,2 33,6 26,2
n 2 Std 36,2 40,0 40,1 25,0
n 6 »n 39,0 440 42,0 25,0
Spur ziemlioh miBige
Hamolyse starke Ham. Ham.
Sorbose  Glucoheptose  Lévulose Adonit
Nach 15 Min. 310 25,6 27,0 27,0
»n 2 Std. 40,0 25,6 28,6 26,8
n T »n 46,6 25,2 31,2 27,0
etwas hiamolys.
Xylose Arabinose Rhbhamnose Glykokoll
Nach 15 Min. 33,8 33,6 28,0 26,0
» 5 Std. 39,0 fast total himol. 28,2 27,0
ziemlich
starke Ham.
Methylgalaktogid  Duloit Milchzucker Rohrzuocker
Nach 15 Min. 31,5 27,0 26,0 26,0
»n 6 Std. 32,0 26,0 26,0 26,6

4. Rind, Schwein, Kaninchen, Meerschweinchen, Ziege,
Pferd, Hammel, Katze.

Die Blutkérperchen aller dieser Tiere verhielten sich in
den Hamatokritversuchen ganz gleich: sie nahmen in keiner
der isotonischen Losungen an Volumen zu, verhielten sich also
wie vollkommen undurchlissig. Auch dies sei durch einige
Beispiele illustriert:

Rind.

Arabinose Xylose Glykokoll , Alanin
Nach 10 Min. 25,5 29,0 24,0 25,6
n b Std 24,6 27,8 23,0 24,0
n 6 » 24,5 26,6 23,0 23,6

Mannose Mannit
Nach 1 Std. 24,5 24,5
n 15 » 25,0 25,0

Blochemische Zeitschrift Band 60. 16
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Meerschweinchen.
NaCl Traubenzucker Arabinose Michzucker
Nach 15 Min. 21,8 21,8 25,0 27,0
» 4 Std. 20 Min. 28,8 27,2 25,0 27,0
Hammel
Rohrzucker Milchzucker Traubenzucker Sorbose
Nach 10 Min. 25,3 25,0 25,2 25,0
» 3 Std. 25,5 25,0 25,3 24,8
Pferd.
Glucoheptose Arabinose Alanin Milchzucker
Nach 10 Min. 30,0 28,0 28,2 21,9
n 2 Std. 29,9 21,9 29,0 28,5
Schwein.
Traubenzucker Livulose Galaktose NaCl
Nach 15 Min. 24,2 27,0 23,56 25,5
» b Std. 20 Min. 23,7 27,6 23,5 25,0

Das Ergebnis der gesamten Hamatokritversuche
ist also, daB die Blutkorperchen von Mensch und Affe,
vielleicht auch vom Hund, sich vor den iibrigen, d. h.
vor den Blutkdrperchen von Rind, Schwein, Hammel,
Ziege, Kaninchen, Meerschweinchen, Katze und Pferd,
durch eine erhohte Durchlédssigkeit auszeichnen. Diese
betrifft aber merkwiirdigerweise allein die einfachen
Zucker, die Hexosen und Pentosen. Gegeniiber allen
anderen gepriiften Stoffen verhalten sich die Blut-
korperchen von Mensch und Affe (und Hund) gerade
8o undurchlissig wie die iibrigen.

Selbstverstindlich haben wir daraufhin auch die Durch-
lissigkeit der menschlichen Blutkdrperchen bei Dia-
betes untersucht. Wir haben aber keinerlei Unterschiede gegen
die Norm feststellen konnen; d. h. auch hier dringen am rasche-
sten Arabinose und Xylose, langsamer Galaktose, Mannose und
Sorbose, dann Glucose und noch langsamer Livulose ein. Ein
ganz verzogerter Eintritt des Adonits ist auch wiederum zu
bemerken, Alle iibrigen Stoffe gehen nicht hinein:

Diabetischer Mensch.

Traubenzucker Galaktose Mannose Mannit

Nach 15 Min. 40,0 440 43,2 32,0
» 2 Std. 50,0 63,0 68,0 30,0

n 6 »n 53,0 55,0 55,0 29,5

ein wenig starke Him. starke Ham.
héamol.
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Sorbose  Glucoheptose Livulose Adonit

Nach 15 Min. 43,1 30,8 35,0 31,8
»n 4 Std 61,6 31,0 39,0 34,0
. total
» 6 » 30Min. himol. 27,0 47,0 37,0
n 24 »n - — — 42,0
Xylose Arabinose Rhamnose  Glykokoll
Nach 20 Min. 42,6 41,8 32,0 31,0
» 1 8td. 64,0 60,3 31,0 31,0
n b » total himol. total hamol. 32,0 30,0

II. Chemische Analysen.

Die SchluBfolgerungen, zu welchen die Versuche des vorigen
Abschnitts fiihrten, schienen durch das Hématokritverfahren
allein nicht geniigend gesichert. Sie wurden deshalb durch
chemische Analysen in der Art kontrolliert, daB fiir einen Teil
der in den Hiématokritversuchen verwendeten chemischen Ver-
bindungen quantitative Bestimmungen der Verteilung auf Blut-
korperchen und Plasma vorgenommen wurden. Hierzu wurden
die Zucker ausgewihlt; denn es schien ausreichend, sich fiir
einen Teil der himatokritisch gepriiften Stoffe zu vergewissern,
daB die Anderung oder Nichtinderung des Blutkorpervolumens
ein sicheres Kriterium fiir Permeabilitit oder Impermeabilitit
bildet. Die Zuckerbestimmung geschah durch Titration (nach
Bertrand), nach EnteiweiBung mit Eisenhydroxyd (nach Mi-
chaelis und Rona). Fiir die hier verfolgten Zwecke geniigte
es zundchst, ohne Riicksicht darauf, ob neben dem absichtlich
den Blutkérperchen gebotenen Kohlenhydrat auch noch natiir-
licher Zucker mit anwesend war, den Gesamtzucker zu be-
stimmen. Handelte es sich um zugesetzte Disaccharide, so
wurde nach der EnteiweiBung das Filtrat einige Zeit mit Séure
gekocht, um die Doppelzucker zu spalten. Das benutzte Blut
war fast in allen Féllen mit Fluornatrium versetzt. Die Zucker
wurden in 10°/,iger Losung zugefiigt, danach ca. 15 Minuten
unter ofterem Umschiitteln gewartet und darauf die Analyse
begonnen. Die folgenden Tabellen enthalten die Ergebnisse.

Die chemischen Analysen bestitigen demnach die Ergeb-
nisse der Hamatokritversuche an menschlichem Blut; die Mo-
nosen dringen reichlich in die Kérperchen ein, die Disaccharide
bleiben mindestens groBenteils drauBen. Da jedoch, gerade so

16*
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1. Mensch.
Zucker in Plasma~
oker:
Zugesetzter m *
Blut- Koérper-
Zucker Blut Serum kérperchen | chen-
% LI LA sucker
Glucose . . . . . 0,6218 0,6906 0,4994 14
P e e e e 0,6318 0,6593 0,5672 1,2
Mannose . . . . . 0,6352 0,7050 0,5347 13
Galaktose . 0,4669 0,6146 0,2309 2,6
Arabinoee . 0,5084 0,6915 0,2263 80
Lactose . . . . . 0,5639 0,7718 0,0854 9,1
P e e e 0,5045 0,6752 0,0654 10,3
Maltose . . . . . 0,4142 0,6152 0,0344 18,0

wie in den frither angefiihrten Versuchen, der Blutkérperchen-
zucker nicht direkt bestimmt, sondern nur berechnet wurde,
und da das in die Rechnung eingehende Blutkdrperchenvolumen
nicht genau, sondern nur mit dem Hémokriten gemessen wurde,
8o ist der Gegensatz zwischen den in der letzten Kolonne an-
gefiihrten Werten fiir die einfachen und die Doppelzucker viel-
leicht auch Ausdruck voélliger oder fast volliger Impermeabilitiat

fir die letzteren.

iiber eine Entscheidung zu treffen.

2. Kaninchen, Schwein, Katze.

Es wurde davon Abstand genommen, hier-

Zuocker in Plasma-
cker:
Zugesetzter = .
Blut- K -

Zuoker Blut Serum kdrperchen ohral::-r

UR UR o, sucker

Kaninchen.
Mannose . . . . . 0,6045 0,8578 0 o o}
Arabinose 0,6642 0,9187 0,0064 40,0
Sohwein.

Arabinose . 0,6075 1,0640 0,1600 63
n 0,6151 0,8886 0,1049 8,4

n 0,66925 1,0897 0,0386 28,2

" e e . 0,6540 1,1019 0,0042 264,0
Xylose. . . . .. 0,5515 1,0240 0,0145 70,0
Galaktose . . . . 0,5249 0,8974 0,0412 21,8
Mannose . . . . . 0,6710 0,9160 0,0316 28,9
Lactose . . . .. 0,5170 0,8979 0,0698 13,0
[ 2 0,4853 0,7381 0,0179 41,4
Maltose . . . . . 0,5510 1,0598 0 00

Katze.
Glucose . . . . . 1,1271 | 1,3309 0,0957 18,0
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kritversuchen gezogenen SchluBfolgerungen aufrecht
erhalten.
III. Erklirungsversuche.

Das vollig unerwartete Ergebnis der beschriebenen Ver-
suche, nach denen sich aus einer gréBeren Zahl von Blutkér-
perchenarten diejenigen von Mensch, Affe und Hund absondern
und eine Permeabilititserh6hung aufweisen, aber eine ErhGhung,
die sich auf eine ganz bestimmte Gruppe von Stoffen bezieht,
fithrt selbstverstindlich zu der Frage, wovon dieser Unterschied
herriihrt, durch was fiir Eigenschaften die Blutkdérperchen von
Mensch, Affe und Hund etwa sonst ausgezeichnet sind oder
welcher Art die Bedingungen fiir die selektive Permeabilitiite-
steigerung sind, und dies zu fragen ist um so berechtigter,
als die bevorzugten Stoffe eine bestimmte und wichtige Gruppe
von Nahrungsstoffen bilden. Wir wissen ja iiber die Natur
der Nahrungsaufnahme der Zellen noch fast nichts!); wir wissen
nur, daB die Zellen fiir zahlreiche Stoffe, die sie im Leben
nicht verwenden und die im allgemeinen nach ihrer Eigen-
schaft der Lipoidlgslichkeit zusammengefalt werden konnen,
durchlidssig sind, daB sie sich dagegen im osmotischen Experi-
ment und unter manchen anderen Bedingungen fiir die sog.
lipoidunléslichen Stoffe als undurchlissig erweisen, und daB
gerade zu diesen Stoffen die Hauptderivate der Nahrungsstoffe,
die nach der Spaltung im Verdauungstrakt den Zellen geboten
werden, die einfachen Zucker, die Aminosiuren, ferner die an-
organischen und organischen Neutralsalze gehéren. Das Ver-
halten des Gros der hier untersuchten Blutkorperchen, der
Blutkérperchen von Katze, Kaninchen, Meerschweinchen, Rind,
Pferd, Hammel, Ziege, Schwein entspricht also der Norm, wenn
sie gegeniiber all den genannten Stoffen impermeabel sind; in
dieser Beziehung &hneln diese Blutkorperchen zahlreichen an-
deren Zellsorten. Regelwidrig ist das Verhalten der drei be-
sonderen Arten, der Blutkérperchen von Mensch, Affe und
Hund. Da nun aber unter gewissen Bedingungen, die nur
noch nicht geniigend bekannt sind — sicherlich gehort mit
dazu die physiologische Funktion —, die Zucker, die Amino-
sduren, die Salze unzweifelhaft von den Zellen aufgenommen

1) Siehe hierzu R. Hober, Physikalische Chemie der Zelle und der
Gewebe, Kap. 7. 3. Aufl. 1911.
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werden, 80 kann man hoffen, vielleicht einen ersten Einblick
in den bisher ganz unbekannten Mechanismus der Zellernihrung
zu erhalten, wenn man den Sonderfall, wo unter Bedingungen,
unter denen es sonst nicht geschieht, ein Nahrungsstoff in eine
Zellart eindringt, aufklirt. KEs ist ja in dieser Hinsicht be-
sonders beachtenswert, daB8 es gerade die einfachen und nicht
weiter substituierten Zucker sind, die von den Blutkdrperchen
der genannten Tierarten elektiv aufgenommen werden, und
nicht etwa die Doppelzucker oder die hoherwertigen Alkohole.

Die Versuche, einen Mechanismus, welcher der Aufnahme
der einfachen Zucker zugrunde liegen kionnte, aufzufinden, be-
wegten sich nach den Vorschligen von Professor Hober haupt-
sichlich in viererlei Richtungen:

1. Rithrt die Permeabilitit der Blutkérperchen
von der glykolytisch gebildeten Milchsdure her? An eine
Erklirung in dieser Richtung konnte man allenfalls so lange
glauben, als allein die Permeabilitit der Blutkérperchen von
Mensch und Hund fiir den Traubenzucker bekannt war. Denn
man weiB!), daB gerade diese Blutkorperchen sich vor denjenigen
von Rind, Hammel und Schwein durch den reichlichen Gehalt
an glykolytischem Ferment auszeichnen. Ja, man kénnte zu-
nichst sogar annebhmen, daB die Schwellung der Blutkérperchen
in Traubenzuckerlosungbeim Himatokritversuch eineSaureschwel-
lung und gar keine osmotische Schwellung ist. Aber nach der aus-
giebigeren Priifung, wie sie hier beschrieben wurde, fillt diese
Erklarungsméglichkeit. Denn die Blutkérperchen schwellen ja z. B,
auch indenisotonischen Losungen der Pentosen, die gar keine Milch-
siurebildner sindf). Aber auch durch einige einfache Experimente
1aBt sich dieser Deutungsversuch widerlegen. So war es gleich-
giiltig, ob im Hamatokritversuch der Traubenzuckerlésung etwas
Natriumbicarbonat zugesetzt wurde, oder nicht. So bewirkte
Zusatz von Milchsdure bis zu einer Konzentration von 0,01-n
zur isotonischen Mannitlosung zwar bei den Blutkdrperchen
von Mensch, Kaninchen, Meerschweinchen eine deutliche
Schwellung, sie erstreckte sich aber allein auf den Anfang der

1) A. Loeb, diese Zeitschr. 49, 413, 1913.

%) S.Oppenheimer, diese Zeitschr. 45, 30, 1912. Auch Griesbach
und S. Oppenheimer, ebenda 56, 323, 1913. Ferner Levene und
Meyer, Journ. of Biolog. Chem. 14, 149, 1913.
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Versuche, und es schloB sich nicht das stundenlange Weiter-
schwellen an, das beim Aufenthalt der menschlichen Blut-
korperchen in der Losung der einfachen Zucker regelmiBig
zu beobachten war. So énderte es ferner nichts, ob im Hima~
tokritversuch die aus dem defibrinierten Blut ausgeschleuderten
Blutkdrperchen in der reinen isotonischen Zuckerlosung oder in
Zuckerlosung mit einem Zusatz von 0,3°/, Fluornatrium suspen-
diert wurden, wo doch das Fluornatrium die Glykolyse hemmt.
Endlich verringerte auch der Zusatz von Toluol zu mensch-
lichem Blut die Permeabilitit nicht nennenswert, trotz der
lahmenden Wirkung, die Toluol nach Rona und Déblin?) auf
das glykolytische Ferment ausiibt; dies zeigt etwa folgendes
Analysenergebnis:
Menschliches Blut mit 1°/, Toluol:
Gesamtblut Plasma Blutkdrperchen

Pharmazucker
0 0/ o _— =
0,5615°),  0,6607%,  0,3811°/, Korp-Zuoker — "
Menschliches Blut ohne Toluol:
Gesamtblut Plasma Blutkorperchen
Pl k
0,6218°),  0,6906%,  0,4994°), —oornoXOT 4,

Kérp.-Zucker

2. Beruht die gréBere Permeabilitit der Blut-
korperchen von Mensch, Affe und Hund auf fermen-
tativen Fahigkeiten derselben? Wiederum wegen der
schon genannten Tatsache, daB die Blutkdrperchen von Mensch
und Hund durch den besonders reichlichen Besitz von glyko-
lytischem Ferment ausgezeichnet sind, kénnte man an einen
Zusammenhang der Permeabilitit mit fermentativen Prozessen
denken, und zwar etwa in dem Sinn, da8 in der Plasmahaut
anwesende Fermente die den Blutkorperchen angebotene Sub-
stanz so umwandeln, daB sie eindringen kann; sekundér konnte
dann durch weitere Reaktion die Substanz im Innern wieder
frei gemacht werden. Dafiir, daB Fermente in der Oberfliche
von Zellen vorkommen, kénnen etwa die Versuche von Q. War-
burg? angefiihrt werden, nach denen durch lipoidunlésliche
und nicht eindringende Stoffe der Sauerstoffverbrauch von See-

1) Rona und D&blin, diese Zeitschr. 82, 489, 1911.

%) 0. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 60 und 68, 1908
bis 1910.
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igeleiern gewaltig angefacht werden kann. Aus diesen Griinden
wurde versucht, durch fermentlihmende Agenzien die Permea-
bilitit zu &ndern. Aber der Zusatz von einigen hundertstel
Prozent Kaliumcyanid war in Hamatokritversuchen ohne Ein-
fluB, ebenso bewirkten Phenylhamstoff in einer Konzentration
von 0,25°, und Athylurethan in einer Konzentration von 2°/,
wie die folgende Tabelle lehrt, keine Anderung der Verteilung,
obwohl der Phenylharnstoff in dieser Konzentration den Sauer-
stoffverbrauch von Ginseblutkdrperchen und von Bakterien
um 30 bis 70°/, verringert?) und Athylurethan in der 2°/,igen
Losung Nerven fast total lihmt?):
Menschliches Blut mit Athylurethan 2°/,:
Gesamtblut Plasma Blutkérperchen

Plasmazucker
) 0 0 —
0,6029°/, 0,6364°/, 0,53829, Korp.Zucker 1,2
Menschliches Blut ohne Athylurethan 2°/,:
Gesamtblut Plasma Blutkorperchen
Plasmazucker
0 0 0 —
0,6313°/, 0,65939/, 0,5672°/, Korp.Zucker 1,2
Menschliches Blut mit Phenylharnstoff 0,259,:
Gesamtblut Plasma Blutkorperchen
Plasmazucker
) 0 0 —
0,47979, 0,6090°/, 0,37819/, Korp.-Zucker 1,6
Menschliches Blut ohne Phenylharnstoff 0,25°/,:
Gesamtblut Plasma Blutkérperchen
Plasmazucker
0 0 0 —
0,4131°,  0,60097°/, 0,2362°/, Korp Zucker 2,6

Aus diesen selben Uberlegungen heraus wurde auch gepriift,
ob Hexose vielleicht als hexosephosphorsaures Natrium in die
Blutkérperchen einzudriprgen vermag. Bekanntlich spielt diese
Verbindung nach der Entdeckung von Harden und Young
ja eine groBe Rolle bei der Zuckervergirung in der Hefe?).
Paine!) hat zwar bereits fiir die Hefe selber gezeigt, daB die
fir den Betrieb in ihrem Innern so wichtige Verbindung, von
auflen zugesetzt, nicht die Plasmahaut zu passieren vermag;

1) O. Warburg und Wiesel, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465, 1912.

?) Hober, Arch. f. d. ges. Physiol. 120, 492, 1907.

%) Siehe dazu: A. Harden, Alcoholic Fermentation, London 1911.

Auch H. Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 1912.
‘) Paine, Proc. Roy. Soc. Série B 84, 289, 1912.
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dennoch schien ein Versuch an den Blutkdrperchen nétig. Je-
doch weder bei den Blutkdrperchen vom Menschen oder Affen,
noch bei denen von Schwein oder Ziege konnte im Hé&mato-
kritversuch eine Schwellung in der betreffenden isotonischen
Losung festgestellt werden:

Schwein. Mensch.
Hexose- Hexose-
phosphors. Na 19/, NaCl phosphors. Na 0,959/, NaCl
Nach 10 Min. 34,0 32,0 Nach 10Min. 28,0 30,0
» 28td. 33,8 32,0 n 6Std. 28,2 30,0

3. LiBt sich die Permeabilitat der Blutkérperchen
durch anorganische Stoffe &ndern? Versuche in dieser
Richtung sind jiingst von Gydrgy!) verdffentlicht worden;
wir konnen deren negatives Ergebnis nur bestitigen. Gyorgy
versuchte Hammel- und Kaninchen-Blutkérperchen durch An-
derung der Ht-Konzentration, durch Ca-, Mg-, Al-, Mn-, Oxa-
lat-, SO,-Ionen u. a. fiir Traubenzucker zu eriffnen; aber ohne
Erfolg. Wir gingen auch den umgekehrten Weg und ver-
suchten, die an sich durchldssigen Blutkérperchen durch kiinst-
liche Mittel weniger durchléssig zu machen. Vor allem konnte
man daran denken, die Plasmahaut mit Ca** in dem ge-
wiinschten Sinne zu beeinflussen. Denn bekanntlich schiitzt
Ca** nicht nur ganze Zellverbiinde gegen Auflockerung, sondern
auch einzelne Zellen werden gegen cytolysierende Agenzien
durch Ca**-Zusatz widerstandsfihiger gemacht; die Himolyse
durch Saponin, durch Ammon- oder Kalisalze wird durch Ca**
verringert, die Ruhestrom entwickelnden Eigenschaften der
Kalisalze, die von Héber im Sinne der Bernsteinschen Mem-
brantheorie als Ausdruck einer Permeabilititssteigerung durch
das Kalisalz gedeutet wurden, werden durch Ca** mehr oder
weniger paralysiert, u. a. Die ausgefiihrten Himatokritversuche
sprachen nun zunidchst auch nicht gegen den mutmaBlichen
permeabilititsverringernden EinfluB des Ca*t:

Mensch.
2 ccm Traubenzucker 2 cem Traubenzucker
0,4 » NaCl (0,7%, 04 » CaCl, (19,
Nach 15 Min. 37,0 35,9
n 6 Min. 30 Min. 46,5 39,0

1) Gyorgy, diese Zeitschr. 57, 441, 1918.
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Wie in diesem Versuch, so blieb auch in anderen die
Schwellung der menschlichen Blutkorperchen in Traubenzucker-
16sung bei Zusatz von reichlich CaCl, an Stelle der entsprechen-
den Menge von NaCl deutlich zuriick. Da dies jedoch allein
auf einer verringerten Quellungsfihigkeit der Blutkérperchen
ohne Anderung der Permeabilitit beruhen konnte, so wurde
die chemische Analyse zur Kontrolle herangezogen:

Menschliches Blut mit 0,15°/, CaCl,:
Gesamtblut Plasma Blutkérperchen
Plasmazucker

0,5600%,  06686°,  04005°% e =1,
Menschliches Blut mit 0,1°/, NaCl:

Gesamtblut Plasma Blutkdrperchen

0,5530%,  0,6623%,  0,3891°, %’i‘:’—f’“_’;::ki: =1,7

Der Versuch zeigt, daB trotz des Zusatzes von 0,15%,
CaCl, zum defibrinierten Blut eine Verteilungséinderung nicht
erfolgte.

Es wurde sodann auch noch der Einflu von Kohlensiure
und von Wasserstoffperoxyd gepriift. Nach ilteren Unter-
suchungen von Héber?) iiber die Kataphorese von Blutkdrper-
chen in Salzlésungen mit und ohne Gegenwart von CO, ist es
wahrscheinlich, daB CO, die Permeabilitit der Blutkirperchen
steigert. Aus diesem Grunde wurde bei Schweineblut der Ein-
fluB einer 25 Minuten wihrenden Durchleitung eines kriftigen
CO,-Stromes durch das gezuckerte Blut auf die Verteilung des
Zuckers untersucht:

Ca. 50 ccm Schweineblut 10 Min. CO,, dann Zuckerzusatz,
dann 15 Min. CO,:
Gesamtblut Plasma Blutkérperchen

Pl k
0,55750/0 1,06400/0 0’04590/0 asmazucker

Korp.-Zucker

Nach der GréBe des Quotienten Plasmazucker : Korperchen-
zucker beurteilt, ist also eine Anderung in der Verteilung nicht
eingetreten. Ebensowenig gelang es, durch Zusatz von 0,5°,
H,0, zu einer zuckerhaltigen 0,95°/,igen Kochsalzlésung, in
der die Blutkérperchen suspendiert waren, dem Zucker den

23,2

1) Héber, Arch. f. d. ges. Physiol. 102, 196, 1904.
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Eintritt zu erzwingen; der Versuch war nahegelegt durch die
Angabe von Sziics!), daB bei Spirogyren die Permeabilitit fiir
Ferrosalz und fiir Farbbasen bei der Behandlung mit H,O,

steigt:
Schweineblut mit 0,5%, H,O,:
Gesamtblut Plasma Blutkorperohen

0,50459/, 0,8139°), 09, Plasmazucker

Korp.-Zucker o

4. Ist die Permeabilitit durch Produkte der inne-
ren Sekretion zu é&ndern? Im Hinblick auf die Pathogenese
von Storungen im Kohlenhydratstoffwechsel lag diese Frage
hier natiirlich besonders nahe; auch koénnte auf Grund der
Versuche von Héber mit Sperling?), in denen bei experi-
mentellen Glykdmien im allgemeinen eine Verschiebung der
Zuckerverteilung zugunsten des Plasmas beobachtet wurde, ein
EinfluB erwartet werden. Bisher ist es aber nicht gelungen,
etwas Pogitives zu konstatieren. Die ausgefithrten Versuche
beziehen sich auf Adrenalin und Pituitrin. In den Hamatokrit-
versuchen wurden 0,4 ccm der 0,1°/,igen Liosung von Adrenalin
(in 0,7°/, NaCl) oder 0,4 ccm der zur Hilfte mit 0,95°/, NaCl
verdiinnten Losung von Pituitrin (Parke, Davis & Co.) zu 2 ccm
der isotonischen Zuckerlosung zugefiigt:

Mensch.

2 com Traubenzucker
2 Tra
0.4 com NaCl (0,7%,) 1§ §°m ' N:‘él"“(’o“,‘;‘g/‘:‘)'

- Adrenalin
Nach 15 Min. 34,0 37,0
»n 6 8td. 30 Min. 47,6 46,5

2 ccm Lactose
2 Laoto
0,4 ccm NaCl (0,79/,) 0,4 cc‘:meaCl (053 %)

-+ Adrenalin
Nach 35 Min. 26,0 24,5
»n 2 Std. 26,0 24,0
Rind.

2 ccm Traubenzucker
0,4 com NaCl (0,79),) 2 ccm Traubenzucker

0,4 cem NaCl (0,79,)

-+ Adrenalin
Nach 15 Min. 24,0 24,0
»n 4 Std. 30 Min. 23,0 21,6

1) Sziics, Jahrb. f. wissenschaftl. Botan. 52, 269, 1913.
?) Hober, diese Zeitschr. 45, 207, 1912.
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Mensch,

1 ccm Trauben- 1 ccm Trauben-
1 ccm Trauben- 1 ccm Trauben-

sucker, 0,2 ccm zucker, 0,4 ccm
sucker, 0,8 com ™y 959, NaCl sucker, 04 ccm ) 969/, NaCl.

096°/ N&Cl,  'pifuttrin,  995/e NaCl, Pitultrin,

Corperohen  Ofcem Bint.  OT0 ben” 0 oom Blut
Nach 15 Min. 31,3 32,8 35,0 34,0
»n 28td. 45 Min. 38,3 43,9 38,0 40,0
n T » 39,6 43,9 45,2 46,0

Diabetischer Mensch.
1 Traubensucker
1 ccm Traubenzucker
0,4 ccm 0,95/, NaCl
0,4 ccm 095'/6. lTsCl + Pituiteln

0,7 com Blutk 0,7 ccm Blutkdrp.
Nach 15 Min. 38,4 37,2
n 2 8td 46,2 46,0
n 18 » 59,0 59,0

Ebenso negativ verliefen die chemischen Analysen, z. B.

Menschliches Blut mit 0,005°/, Adrenalin:
Gesamtblut Plasma  Blutkérperchen

: Plasmazucker
(1] [ /] (1] —_—— —
0,6293°/, 0,8021°/, 0,3083°/, Korp-Zucker 2,61
Menschliches Blut ohne Adrenalin:
Gesamtblut Plasma Blutkérperchen
059939, 076489, 028669,  Lonemamcker ., .

Korp.-Zucker =
Es konnte also kein EinfluB von Adrenalin oder Pituitrin
anf die Permeabilitit der Blutkérperchen nachgewiesen werden.
Vielleicht ist es zweckmiBiger, die inneren Sekrete innerhalb
der GefiBbahn langere Zeit auf die Blutkdrperchen wirken zu
lassen und dann erst die Permeabilititspriifung vorzunehmen;
Versuche in dieser Richtung werden demniichst ausgefiihrt.

Nachwort von R. Héber.

Die in den voranstehenden Versuchen festgestellte Tat-
sache, daB die Blutkérperchen von Mensch, Affe und Hund im
Gegensatz zu den Blutkdrperchen einer groBeren Zahl anderer
Tiere selektiv permeabel fiir die einfachen Zucker (Hexosen
und Pentosen) sind, wahrend sie gerade so wie die iibrigen
Blutkérperchen fiir die Disaccharide, die methylierten Zucker, die
den Hexosen und Pentosen entsprechenden Alkohole undurch-
lissig sind, erinnert an manche Erscheinungen des Stoffwechsels
von- einzelnen Organen, die sich teils untereinander nach ihrer
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Fihigkeit, Kohlenhydrate zu verwenden, unterscheiden, teils von
Tierart zu Tierart differente Fahigkeiten besitzen. So wird nach
den Untersuchungen von Neukirch und Rona?') die motorische
Titigkeit des Kaninchendiinndarms selektiv durch Glucose und
Mannose in Konzentrationen von 0,1°%, angefacht, wihrend
Galaktose, Sorbose, Livulose, Arabinose, Xylose, ebenso die
Disaccharide, Hexite und Methylglucoside, auch die Aminosiuren
indifferent sind; ein starkes Anregungsvermogen besitzt da-
gegen noch das brenztraubensaure Natrium. Etwas anders ver-
hilt sich nach denselben Autoren?) das Herz von Kaninchen.
Hier wird die Tatigkeit auch durch Galaktose intensiv gesteigert.
Wieder etwas anders reagiert anscheinend das Herz vom Hund;
nach Maclean und Smedley?) wird dieses auch von der
Lavulose angeregt. Organe sowohl wie Tiere unterscheiden
sich also voneinander nach ihrem Vermégen, Kohlenhydrate
fir die Funktion zu verwerten. Das kann der Ausdruck von
Permeabilitdtsunterschieden sein, braucht es aber nicht zu sein.
Denn erstens verbraucht z. B. der Kaninchendarm nach Neu-
kirch und Rona Galaktose, ohne da8 der Verbrauch die Tatig-
keit steigert, zweitens ist ein funktioneller Verbrauch noch nicht
Beweis fiir das Vorhandensein der Permeabilitit, wenigstens
nicht von Permeabilitit in dem bisher hier angenommenen
Sinne. Froschmuskeln z. B. verbrauchen bei der Contraction
Zucker, verwenden zum Aufbau jedenfalls Aminosiuren, miissen
beim Wachstum bestimmte Salze in sich anreichern, und sind
doch dem osmotischen Experiment zufolge fiir alle diese im-
permeabel, miissen also irgendwie aktiv eingreifen, um ihren
Bedarf an diesen Stoffen zu decken, miissen also noch eine
aktive ,physiologische“ Permeabilitit neben der passiven be-
sitzen. Man sieht, daB die Verhiltnisse, was die Permeabilitdt
anlangt, bei den beschriebenen Blutkérperchenversuchen viel
durchsichtiger liegen. Wiirde man z. B. bei den roten Blut-
korperchen nur die Glykolyse als Kriterium des Eindringens
von Zucker verwerten konnen, so wiirden die Blutkérperchen
von Hund und Mensch als impermeabel fiir Arabinose zu gelten

) Neukirch und Rona, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 555, 1912;
146, 371, 1912.

%) Neukirch und Rona, ebenda 148, 285, 1912,

%) Maclean und Smedley, Journ. of Physiol. 45, 462, 19183,
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haben, weil diese von ihnen nicht abgebaut wird. Die Frage
nach der Permeabilitit, nach der passiven Permeabilitit, ist
also eine notwendige Vorfrage, die erledigt werden muB, bevor
wir iiber die Bedingungen des Stoffwechsels und der Arbeits-
leistung bei verschiedenen Organen und verschiedenen Tieren
zur Klarheit kommen kdénnen.

Die hier gewonnenen Ergebnisse wirken aber noch in
anderer Beziehung anregend. Die Permeabilititsunterschiede
bei den Blutkorperchen der verschiedenen Tierarten sind offen-
bar am ersten als Differenzen in den Eigenschaften der Plasma-
membranen aufzufassen. Dann wire es denkbar, daf patho-
logische Verhidltnisse aus Abénderungen der normalen Durch-
lissigkeit der Plasmahaut resultieren. Es liegt besonders nahe,
hier an die Krankheiten des Kohlenhydratstoffwechsels, ins-
besondere den Diabetes zu denken. Es konnte sehr wohl sein,
daB bei abnormer Membrankonstitution, etwa in der Leber, die
einfachen Zucker nicht an den normalen Ort ihres Abbaus ge-
langen konnten; rechnet man mit dieser Moglichkeit, so diirfte
an die Stelle der heutigen Theorien des Diabetes, die auf der
Annahme abnormer fermentativer Féhigkeiten aufgebaut sind,
eine ,Membrantheorie des Diabetes“ gesetzt werden, und eine
derartige Annahme ist nicht bloB ein Wort, denn sie bedeutet -
eine Fragestellung; man wird im Bann solch einer Idee griBeren
Wert als bisher darauf legen, die Bedingungen fiir kiinstliche
reversible Permeabilititsinderungen bei den Zellen kennen zu
lernen, und sich mit groBerem Interesse einer der elementarsten
Aufgaben der Physiologie und auch der Pathologie widmen,
namlich der Aufklirung der Frage, wie eine Zelle die Nahrungs-
stoffe in sich aufnimmt.

Es ist iibrigens recht gut moglich, daB die Unterschiede
in der Permeabilitit der verschiedenen Blutkérperchen, die hier
beschrieben wurden, mehr gradueller Art sind, als es zuniichst
scheint. Man kann sich mit dem Hématokritverfahren leicht
davon iiberzeugen, daB die erhebliche Permeabilitit der Blut-
korperchen von Mensch, Affe und Hund fiir Traubenzucker
immerhin noch zuriicksteht hinter derjenigen von Erythrit oder
gar von Glycerin, die beide nach Overton zu den relativ lang-
sam eindringenden Stoffen gehdren. Dann kann man also in
der Serie der verschiedenwertigen Alkohole konstatieren, daB
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die Permeierfiahigkeit steigt in der Reihenfolge: Mannit < Adonit
< Erythrit < Glycerin; denn fiir Adonit ergaben die friiher
beschriebenen Versuche am Menschenblut eine geringe Permea-
bilitdt, die freilich beim Affenblut schon nicht zu konstatieren
war, und Erythrit gehort zu den allgemein langsam ein-
dringenden Verbindungen. Schneller als die Alkohole perme-
ieren die Aldehyde; dem entspricht abermals eine Reihe mit
steigender C-Kette: Glucoheptose < Hexosen < Pentosen, wie
sie bei den Blutkdrperchen von Mensch und Affe konstatiert
wurde. Wenn es demnach vielleicht nur auf graduelle Unter-
schiede ankommt, bestehend in relativer Steigerung der fiir die
Permeabilitit allgemein maBgebenden giinstigen Bedingungen
in der Plasmahaut der verschiedenen Zellarten, so verlieren die
hier gefundenen Unterschiede deshalb doch nicht an Interesse
fiir die Physiologie und Pathologie der Stoffaufnahme, da nach
‘wie vor die Frage nach der Natur dieser Bedingungen einer
voll befriedigenden Losung harrt.

Zusammenfassung.

Himatokritversuche sowie chemische Analysen lehren, daB
die Blutkorperchen von Mensch, Affe und Hund fiir Hexosen
und Pentosen durchlissig, fiir Heptose, Methylglucoside, Methyl-
pentose, Hexite und Pentite, Disaccharide, Aminosduren und
Salze organischer Séuren undurchlissig sind. Die Blutkorper-
chen von Rind, Schwein, Meerschweinchen, Kaninchen, Pferd,
Ziege, Katze und Hammel sind dagegen fiir simtliche gepriifte
Stoffe undurchlissig. Die Permeabilitat fiir Hexosen und Pen-
tosen steigt in der Reihenfolge: Livulose < Glucose < Sorbose,
Galaktose, Mannose < Xylose, Arabinose.

"Es gelingt nicht, die Permeabilitit der Blutkérperchen
durch Milchsdure, durch fermentlihmende Stoffe, durch Pro-
dukte innerer Sekretion oder durch Salze zu &ndern.

Zum SchluB sei es mir gestattet, Herrn Prof. Dr. Bethe
fir die gastliche Aufnahme in seinem Institut, sowie Herrn
Prof. Dr. R. Héber fiir die Anregung und stete Unterstiitzung
bei der Arbeit meinen besten Dank auszusprechen.



Untersuchungen iber ein fiir die Art nicht spezifisches
Eiweiantigen zelluliren Ursprunges.
Von

R. Doerr und R. Pick.

(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des k. und k. Militirsanitats-
komitees in Wien.)

(Eingegangen am 15. Januar 1914.)

Es ist mit Sicherheit festgestellt, daB Zellarten von sehr
verschiedener Provenienz im Kaninchenorganismus die Bildung
eines identischen, amboceptorartigen Antikérpers hervorrufen?!);
nach den gangbaren Anschauungen der Immunitétslehre be-
deutet es nur eine andere Formulierung dieser Tatsache, wenn
wir allen diesen Zellen ein gleichartiges EiweiBantigen als
Konstituens zuschreiben. Der Ausdruck ,gleichartigh bezieht
sich natiirlich nur auf die Antigenfunktion; eine chemische
Identitit wird dadurch nicht involviert, da wir ja wissen, daB
gleiche antigene Fihigkeiten bei chemisch zweifellos differenten
Substraten angetroffen werden.

Soweit unsere bisherigen Kenntnisse reichen, findet sich
dieses Antigen 1. in den Organen bestimmter Séugetiere und
Végel, und zwar des Meerschweinchens, des Pferdes, der Katze,
des Hundes, der Maus und des Huhnes; 2. in den Organen
von gewissen Kaltbliitern (der Schildkrdte); 3. in den Erythro-
cyten und Spermatozoen des Schafes; 4. in Bakterien, Para-

1) Vgl. Forssmann, diese Zeitschr. 1911. — Forssmann und
Hintze, ebenda 1912. — Doerr und Pick, ebenda 1913; Zeitschr.
f. Immunititsforsch. 19183. — Amako, Zeitschr. f. Chemotherapie 1912.
— Rothacker, Zeitschr. f. Immunitétsforsch. 1918. — Friedberger,
ebenda und Berl. klin. Wochenschr. 1918. — Orudschiew, Zeitschr.
f. Immunitéatsforsch. 1918. — Bail, ebenda. — Weil, diese Zeitschr. 1914.

— Schiff, Zeitschr. f. Immunitiatsforsch. 20, 1918.
Biochemische Zeitschrift Band 60. 17
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typhus- und Gértner-Bacillen; 5. in Tumor- (Carcinom-) Zellen
der Maus.

Zwischen den roten Blutkorperchen und den Organen des-
selben Tieres besteht, wie schon aus dieser Aufzihlung hervor-
geht, in der Regel ein inverses Verhalten: sind die Organe
reich an dem in Rede stehenden Antigen, so fehlt es in den
Erythrocyten (Pferd, Meerschweinchen, Hund, Katze, Maus)
und umgekehrt (Hammel). Aber auch hinsichtlich der einzelnen
Organparenchyme lassen sich UngleichmiBigkeiten in der Ver-
teilung konstatieren, indem — wenigstens bei Warmbliitern —
der Antigengehalt der Leber und des Gehirnes weit hinter dem
der Lunge, der Niere und des Myokards zuriickbleibt. Bei
antigenhaltigen Organen oder Erythrocyten trifft man geringe
Mengen der Substanz auch im Plasma bzw.im Serum des be-
treffenden Tieres (fiir das Pferd, Meerschweinchen und den
Hammel nachgewiesen); sie sind wahrscheinlich als sekundire
Beimengungen der Blutfliissigkeit aufzufassen, die ebenso wie
die Antigenspuren im Harne aus dem Gewebsstoffwechsel oder
aus dem Zerfall untergegangener Zellen stammen.

Merkwiirdiger noch und schwerer zu erkliren als dieses
Vorkommen in Zellen von so differenter tierischer und pflanz-
licher Herkunft ist das Fehlen des bezeichneten Antigens im
Korper anderer Tierspezies, des Menschen, des Schweines,
Rindes, Kaninchens und der Ratte, der Gans und der Taube,
des Aales und des Frosches. Besonders muB es auffallen, dag
in dieser Hinsicht auch solche Tiere ein diametral entgegen-
gesetztes Verhalten zeigen (Rind und Hammel, Ratte und
Maus, Taube und Huhn), die einander im natiirlichen System
nahestehen und bei denen andere EiweiBantigene, die Prici-
pitinogene des Serums, die Lysinogene der Erythrocyten aus-
gesprochene Verwandtschaftsreaktionen geben. Allerdings sei
ausdriicklich hervorgehoben, daB exakte Beweise fiir den ab-
soluten Mangel des fiir die Art nicht spezifischen Antigens in
den Zellen der aufgezihlten Tiere nicht vorliegen. Die Methoden
des Nachweises bestehen — wie gleich auseinandergesetzt werden
soll — in vitro- Reaktionen und Immunisierungen, bei denen
stets nur gewisse maximale Mengen der zu priifenden Gewebe
zur Anwendung kamen, die aus versuchstechnischen Griinden
nicht iiberschritten werden durften. Es wire daher immerhin
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moglich, daB sich der prinzipielle Unterschied zwischen den
negativen und positiven Befunden auf eine graduelle, freilich
sehr erhebliche Differenz reduziert, und einzelne Angaben in
der Literatur, die vorlaufig nicht weiter erértert werden sollen,
sprechen zugunsten dieser Annahme. Aber selbst von diesem
Gesichtspunkte aus verlieren die angefiihrten Verhiltnisse nicht
an Interesse und Bedeutung.

Der Antikérper des geschilderten Antigens ist, wie bereits
erwihnt, ein Amboceptor cytotoxischer Natur. Sein Vorhanden-
pein wird durch die Schiddigungen nachgewiesen, die die
antigenhaltige Zelle beim Kontakt mit antikorperhaltigem
Immunserum erfahrt, Schadigungen, die sich an gewissen Zell-
arten im Reagensglase demonstrieren lassen, bei anderen nur
im Tierversuch durch Funktionsstorungen des im normalen
Verbande stehenden Organes manifest werden. Als Testobjekt
fir das Experiment in vitro eignen sich nur Hammelerythro-
cyten, die einzige Art von roten Blutkoérperchen, in der das
Antigen auftritt; sie werden durch Zusatz von inaktivem
Immunserum, und zwar von sehr geringen Dosen (0,00002 bis
0,0002 ccm geniigen fiir 0,06 ccm konzentrierte Hammel-
erythrocytensuspension), derart verdndert, daB sie bei nach-
folgender Einwirkung von Komplement ihr Hémoglobin aus-
treten lassen. Die Priifung im Tierversuch erfolgt am zweck-
méBigsten am Meerschweinchen oder am Huhn, weniger gut
am Hunde durch intravendse Injektion; infolge der Reaktion
des in den Organzellen dieser Tiere befindlichen Antigens mit
dem eingespritzten Antikérper treten nach einer Inkubation
von wenigen Sekunden bis Minuten stiirmische Erscheinungen
auf, die dem bekannten Bilde eines anaphylaktischen Choks
in allen wesentlichen Punkten vollkommen gleichen (Phénomen
der ,primdren Toxizitat“ der Hammelerythrocyten- und Organ-
antisera von Kaninchen). Immunisiert man also — um das
Gesagte anders auszudriicken — ein Kaninchen mit irgend-
einem Organ vom Pferd, Meerschweinchen, Hund, von der
Katze oder Maus, vom Huhn oder von der Schildkrite, oder
mit Erythrocyten (Spermatozoen) vom Schafe oder endlich
mit Paratyphus- oder Gértner-Bacillen?!), so erhilt man in

) A. Rothacker fithrt in seiner Arbeit iiber Paratyphus- und

Girtner-Antisera vom Kaninchen nur die hémolytische Wirkung der-
17*
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jedem Falle ein Immunserum, das im inaktiven Zustande
1. auf Hammelblutkérperchen als lytischer Amboceptor, 2. auf
Meerschweinchen, Hithner und Hunde wie ein akutes Gift
wirkt. Erythrocyten anderer Spezies oder antigenfreie Tier-
arten (Ratten, Tauben, Kaninchen) werden von derartigen
Immunsera nicht stéirker als von normalem Kaninchenserum
beeinfluBt.

Der hammelhémolytische und cytotoxische Amboceptor
148t sich aus jedem Kaninchen-Immunserum dieser Kategorie
durch den Kontakt mit irgendeiner antigenhaltigen Zellart und
Abzentrifugieren derselben entfernen; ein Pferdenierenanti-
gserum z. B. biiBt seine l6sende Kraft fiir Hammelblut und
seine akute Toxizitdt fiir Meerschweinchen ein, gleichgiiltig,
ob man Pferdeniere, Hammelerythrocyten, Schildkrdtenleber,
Hiihnerlunge oder Paratyphusbacillen dazu verwendet. Dieser
»Bindungsversuch“ stellt gleichzeitig einen indirekten und be-
quemen Weg dar, um zu konstatieren, ob eine noch nicht
untersuchte Gewebsart Antigen enthdlt oder nicht, oder um
mehrere Substrate mit Riicksicht auf ihren Gehalt an Antigen
zu vergleichen.

Das wire kurz skizziert der gegenwirtige Stand unseres
Wissens. Ein weiteres Eindringen in die Materie, deren be-
deutungsvolle Beziehungen zu bereits bekannten Forschungs-
ergebnissen am Schlusse kurz besprochen werden sollen,
diirfte vielleicht zundchst in der Weise zu erreichen sein,

selben auf Hammelerythrocyten an, hat aber (einer brieflichen Mitteilung
zufolge) auch einen gewissen Grad von primérer Toxizitit beobachtet.
Er erhielt nach dreimaliger Vorbehandlung der Kaninchen mit den ge-
nannten Bakterien Sera, die in Dosen von 3 bis 4 com intravends injigiert
bei Meerschweinchen klonische Krimpfe, Dyspnoe, Harn- und Stuhl-
abgang, Seitenlage, Temperaturabfall und Exitus in 3 bis 4 Stunden
he