Ueber ein proteolytisches Enzym in der Milz.

Von

S. («, Hemaii und S. Rowland.

Der Redaction zugegangen um 11. Miirz UHU )

Schon mehrmals ist die Milz mit der Darmdigestion in
Verbindung gestellt worden und zwar in der Weise, dass die-
<(dbe die Pankreasverdauung verstarken soll. Nach Schiit
soll die Milz von der \bis /. Stunde der Magenverdauung einen
Stoll enthalten, der, durch das Blut dem Pankreas zugeltihrt,
tlit Bildung des Trypsins verursacht’l)2 Herzen fand, dass
| ankreasinfus, mit Milzintus versetzt, Fibrin rascher verdaut,
als ohne Milzinlus. Diese \\ irkung schreibt er einer Substanz zu,
die das Zymogen des Pankreas in Trypsin verwandelt.-) Der
Schiff-Herzen sehen Lehre vonder Beeinflussung des Pan-
kreas durch die Milz schliessen sich (iachet und Pachon
aul Grund eigener Versuche an,3) wahrend Lusanna und
Schindeier, sowie auch Ewaldd4) die volle Wirksamkeit des
Pankreas von entmilzten Hunden behaupten, was auch in der
letzten Zeit von Popelski unter gewissen Bedingungen con-
statirt wurde.5)

1) Maly’s .laliresbcr., Bd. 7. S. H20.
2y Pfliiger’s Archiv, Bei. HO. $. 2Do und Bd. s|. s. 120.
{) Arch, de physiol., Itd. HO, S. HOH. ,
Ma ly’s .tahresber.. Bd. 10. S. H22.
5) .Maly’s Jahresber., Bd. 20. S. H5H



|Um unseren | TUersuehungen sind wir in dor Weise ver-
fahren. dass die Milz so frisch als mdéglich vom Schlachthause
geholi, zerkleinert, mit Sand vermischt und in einem beson-
deren von S. Howland construirten Apparate 2—3 Stunden
lang behandelt wurde, wodurch die Zellen gequetscht und das
Ganze in eine brcitlmliche Masse verwandelt wurde. Daraul
wurde mit Kieselguhr Vermischt und mittelst einer livdrau-
lischen Dresse der Milzsaft ausg(*presst. Diese Behandlung wurde
von K, Rowland ausgefulirt, wahrend die chemischen Arbeiten
von S. U. Bedin lierriihren.

Der Dresssaft war VON Hamoglobin roth gefarbt und die
[reaction war immer stark sauer. Um zu prifen, ob der Saft
maoglicher AVeise ein eiweissverdauendes Enzym enthalt, wurde
derselbe zunéchst zur Autolyse bei Korpertemperatur in Gegen-
wart von Toluol hingestellt. Der durch Gerbsaure nicht fall-
bare Antheid des Stickstolles wurde vor und nach der Digestion
ermittelt. FdOr die Fallung wurde eine 7°/oige, mit etwas
Essigsdure versetzte Losung gebraucht, und zwar wurde ein
Volum Milzsufi mitdem gleichen Volumen Gerbséaurelésung ver-
setzt. was fur vollstandige Ausfallung vollig ausreichte. In 5 ccm,
des Filtrats wurde der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt.

Versuch | (Rindermilz.

Die Aciditat des Milzsaftes entsprach etwa 25 ccm
[ i,icKatMl in [Btt ccm. Saft. Der Saft wurde theils ohne
irgend einen Zusatz, theils mit Essigsaure t(),25ft.«i digerirt.
Die Resultate sind aus folgender Tabelle ersichtlich.

Die Ziffern geben die Anzahl Cubikcentimeter ! lon-Saure
an, welche dem Stickstoff von 5 ccm. unverdinntem Satt
entsprechen.

Vv Der ganze Stickstolfgehalt von 6 ccm. Si
Di.7 ccm. Saure*.

Vor der' Nach Nach Nach
Digestion | 16 Stunden 22 Stunden 40 Stunden

Olm»* Zusatz . "4 7.4 1H.4 Pec, i
Mit Essigsaure .. HO.0 aas ai.2



Kino Probe wurde auf dem Wasserbade erhitzt und mit
Gerbsaure gefallt. Der nicht féllbare Stiekstolf entsprach
7.0 ccm. .Saure,

Kine andere Probe wurde erhitzt und Ib Stunden lang
mit Essigsdure bei 37“ digerirt. Der nicht féllbare Stiekstolf
entsprach 7,1 ccm. Saure.

Versuch 2 (Hindermilz).

In diesem Falle wurden verschiedene Proben ohne Zu-
satz. mit Essigsaure (0,20";«), mit Salzsaure (0,1 °») und mit
Natriumcarbonat (0,37«>/0) digerirt. Der ganze Stickstoligehalt
entsprach fur 5 ccm. 35,1 ccm. Sdure. B

V NI
Vor d»?r Nach, Nach Nat.h
Digestion ti> Stunden 22 Stunden J in Stunde»

Olme zusatz . . . . . . . 72 17.1 17« 1 ms
Mit'Essigsaure.................. 20,7 27H :U),0
Mit HCl..oooooeieen L 1 27K 1i0.2
Mit Na., OO0, ' obK tu tos
NIVA R B |

Eine erhitzte und sofort gefallte Probe ergab die Zider 7,1:
eine erhitzte und mit Essigsaure (0,25° »r Di Stunden lang
digerirte Probe ergab die Zahl 7,0.

Versuch 3 (Hindermilz).

Verschiedene Proben wurden mit Essigsaure (0,25%;0)
und mit Milchséure (0,25»;0) digerirt. Die Lésungen wurden
theils mit Gerbsdaure wie zuvor, tbeils mit einer Ldsung von
10" uiger Phosphorwolframsdure und P)°/oiger Schwefelsiure
"cfallt. Da die Gerbsaure im Eeberscbiiss das Pepton nicht
fallt, die Phosphorwolframsdure aber ausser dem Eiweiss auch
Pepton und moglicher Weise vorhandene Hasen fallt, wird der
Pnterschied zwischen dem Stickstoffgehalt des Phosphorwolfrain-
saureliltrats und des Gerbsaurefiltrats ein ungefahres Maass von
Pepton und Basen reprasentiren. Die Ziffern der Tabellen liaben
dieselbe Bedeutung wie vorher. Der ganze SticksjtofTgehalt

entsprach 38,7 ccm. Saure.



[ligestion mit Essigsaure.

Vor der Nach Nach
Digestion @ stunden 110 Stunden

(iefallt mit (icrbsauie . . . . . . I - H4.0 H4,5
(i<*fallt mit IMmsphnrwoUramsamc* . . 5.4 17.8 20.0
[ |-

Digestion mit Milchs&ure.

<id;  mit (ferhsiiure - . - . .. Kj . 4.5 415
ticfii -~ mit I'lrospluuwolfranisiiute 5.4 17.0 20.4

Eine Probe, digerirt mit Milchsdure 150 Stunden lang,

ergab, mit Phosphonvolframséure geféllt, ganz dasselbe Resultat,
wie nach 110 Stunden.

Versuch \ tRindermilzi.

Oie Aciditat des Saftes entsprach fur OH) ccm. 10 ccm.
[ mn-Lauge.

Kir die Edllung wurde in verschiedenen Proben Gerbséure,
[ Mi<»spin»rwollVamséure. sowie in einigen Féllen Sattigung mit
Zinksulfat in schwefelsaurer Losung benutzt. Da nach den An-
gaben von Raumann und ROmer das Zinksulfat Eiweiss und
Albutnosen. nicht aber Pepton auslallt, darf man erwarten,
dass die tierbsditre und das ddmksulfat dieselben Resultate
ergehen w<erden. Die folgenderr Ziffern bestdtigen dies. Die
Digestion \vunie in mit wassertreiem Natriumcarbonat neutrali-
sirter LGsntig, in saurer Losung ohne irgend einen Zusatz, in
mit Essigsairre (0,25° m und mit Salzsaure 10,10 ot versetzter
Losung vorgenommen.

Der gesummte Stickstoffgehalt entsprach 80,0 ccm. S&ure.

!

Xeutralisirter Saft.

Vorder | Nach Na<‘h
Digestion Stunden »o Stunden
(iolallt mit (ierhsiutc i . .;1 t.1.0 19.1 20.4

(' filll mit I\Yo-Simv . . | 05



B O ()

Saurer Saft ohne Zusatz.

Vor »ler . Nach Nad,
Digestion.  #* Stunden | Iy Stnn.l.-n

e fallt mit Gerbsaure - -2 2o v § T2,K 2.0
) A 1 . ; - -

(kfallt mit 1'wo-Saure.................... u.5 20,H
Mit Essigsaure.

(w.fallt mit Gerbsaure - - - - - - - - IHtt {.f.0

(.(falt mit pwo-Saure . - - . __ «.5 J7:i | H.U

(..fallt mit e . ;G» 2.0t ".
Mil Salzsaure. (PN

Oefallt mit Gerbsaure . . - . l&.n ‘52 .8

O«'fU”t mlt PWO_Sa-.ure ............ foeie 0 0| it.r» 17A HM>

Eine Portion wurde auf dem WaSSi‘rbade erhitzt. mit
Kssigsaure wie vorher versetzt, pj Stunden lamr aulolvsirt

und mit Gerbsaure gefallt . > ccm. inlverdiiiml er Safteni h
. spraehen

» »y Uumuili™vu, nur unne
%

Aul kochen, wurde die Ziffer. L"JI,A'r erhalten.

Versuch 5 (Kindermilz).

Fallung mit Gerbsadure. Die Digestion wurde in mit
hssigsanre (0,25*/») versetzter, in nenlralisirter und in alkali-

scher Dosung .0,2»;» Soda) ausgerahrt. Der (iesammtgelmit
"I Sti. ksloir entsprach fur 5 ccm. Saft 30,2 ccm: Saure.

Versuch t 1 Pferde milz)

Die Aciditat entsprach fur 100 «in. 35 ccm: '/ton-Laiige.
Die Analysen wurden alle mit Gerbsaure uusgefylirt.

t-'f*"ammte Siickstoffgehall entsprach fur 5 « in. Saft 51 ccm
Saure.

H"p|*e->,. yic r < ZCitM 1i10t f. ,,|.ysiut. Chemie XXXII 1 LYY



HH)

S. i Vor der Nach Nach
Digestion | 16 Stunden k) Stunden
Mit Lssigsiiurc » . . . v v 0 5.2 HO,7 HI.K_
Ohne* Zusatz , [ I R B R ] [ T } ”I... I ].H,(> ZOfl
Mit NaJO, . .+ v v Voo 8l 8.2

Versuch'7 (Schaftnilzi.
IOo0 ccm. Saft wurden neutralisirt durch etwa *20 ccm.

l ion-l1 duge. Fallung mit Gerbsdure. Der Stickstoff in 5 ccm.
entsprach ccm. Sure. AV VA A R |

Vorder Nach Nach
Digestion j i*» Stunden W Stunden

Mit Hssigstiure i0.25"™ » . . + e s fiji 21.8 20.2
(llmo /usat/. . . - .. ', v oo T 17.2 225
Neutra! . . _ _ _ _ _ _ S e — 8.2 go
Mit Natttt. in2"»i . . . I J i\ 77 8 H

Narh Erhitzen auf dem Wasserbade und Féallung mit
Tiorbsaure wurde in 5 ccm. tmverdinnlen Saftes Stickstoll, ent-
sprechend 8.0 ccm. Saurt', gefunden. Da ohne Erhitzen die
Zitier fi.fi erhalten wurde isiehe die Tabelle), hat offenbar das
Erhitzen einen kleinen Antheil des Eiweisses in durch Gerbsaure
nicht fallbare Eortn Ubergefiihrt. Nach Erhitzen, und Digeriren
mit Essigsaure (JL20°>), 10 Stunden lang, wurde die Zitier 1U
lind nach il) Stunden die Zahl 9.2 erhalten.

Versuch 8 (Schweinemilzt.
..\Dn? Heaetion des Saftes entsprach fir 100 ccm. 11 ccm.
| 1on-Siiiirc.  Fallung mit Gerbsaure. Der <iesammitstiekstol!
von O rem. Saft ents fi/.i

Vor der Nach Nach

Digestion Iy, Stunden in Stuinh!
Mit l-ssi®siiurc 0.25" .. C, 0.1 21.0 2HH
Olim- /usat/ . . . + . + v v o o o I= LH.5 10
ACUIUN . . - o - .. , : 0.0 11.1
Mit Najté 02"-4;& v; Ir — 7.0 7.0

Auf dem Wasserhade erhitzter Saft ergab sogleich ge-
fulltdie Zahl 7.2 und nach Digeriren mit Essigsaure 10 Stunden
lang'die Ziffer 8.2.



Ans den erwahnten Versuchen geht zur Gentige, hervor:

1. Der durch Gerbsaure nicht fallbare-Stickstoff des er-
hitzten Milzsafts wird wahrend der Digestion mit (),25°/oiger
Essigsaure bei Korpertemperatur nicht wesentlich geandert
(Versuch 1, 2, 4, 7, 8h

2. Der mit (ierbsaure, Phosphorwolframsaure oder Zink-
Milfitt nicht  tallbaie Antheil des Stickstoffes nimmt wahrend
Aut bc w aliiens des frischen Milzsaftes bei Korpertemperatur
in Gegenwart von Toluol zu. Diese Veranderung des Eiweisses
ist eine sehr schwache oder bleibt ganz aus in alkalischer,
etwas starker in neutraler und am starksten in saurer LOsung,
bisweilen ist die Aciditdt des Presssaftes eine so starke, dass
eine zugegebene Saure keinen weiteren Einfluss hat (Versuch 4.

0. Der mit Phosphorwolframsaure nicht fallbare Stickstoff
erreicht nicht die Grosse des durch Gerbsaure nicht fallbaren.
Imlessen konnen wir aus den Versuchen x und 4 ersehen,

die mit Phosphorwolframsaure fallbaren Substanzen eine
Veranderung erfahren zu einer Zeit, wenn die mit Gerbsdure
nachweisbaren Veranderungen schon zum Stillstand gekommen
sind, was nach etwa 40 Stunden stattfindet.

W ii glauben auf Grund des Gesagten folgern zu kdnnen,

oi(' Milz \on Rind, Pferd, Schaf und Schwein ein
prni eol ytisches Enzym enthalt, das am starksten in
sniirer L6sung wirkt.

°b das Enzym in Form von einem Zymogen vorhanden

das durch die Saure gespalten wird unter Freiwerden des
Enzyms, oder ob die Saure fur die Wirkung des freien Enzyms
von Redeulung ist, muss bis auf Weiteres dahingestellt bleiben.

bi den Dbereits erwahnten Versuchen haben wir die
Wirkung des Milzenzyms auf die im frischen Milzsaft vor
handenen Eiweisskdrper untersucht: ausserdem haben wir
i"<h i di Angriff genommen, ob der Milzpresssaff
f'i'li zugesetzte Eiweisskorper zu digeriren im Stande sei

Zu dem Zweck haben wir zunéchst geprift, ob eine
massige Verdiunnung irgend einen Einfluss auf (lie Autolys.*
austlif. Milzsalt wurde theils unverdiinnt, tbeils mit dem
Igleichen Volumen Wasser verdinnt zur Digestum mit Essig-



saure hingestellt und nach 10 Stunden mit Gerbsaure golallt.
Im ersten Falle wurde fiir 5 ccm. des unverdinnten Satis
Stickstoff, entsprechend HH ccm. Saure, gefunden und im
/.weiten Falle entsprechend H2,8 ccm.

Versuch 9.

Durch diesen Versuch beabsichtigten wir die Einwirkung
von Milzsaft (vom Rind) auf die Eivveisskorper (les defibriuirten
IUutes, sowie auf das Fibrin zu erforschen. Der Stickstoff
von 5 ccm. Saft entsprach HI ccm. 1 io n-Saure.

Der durch Gerbsaure nicht féallbare Stickstoff entsprach
fir 5 ccm. unverdinnten Saftes nach Digestion mit Essigsaure
I<),2r>° 0) 10 Stunden lang 27,6 coin. S&ure.

10 ccm. detibrinirtes Hint -f- lo ccm. Wasser wurden
mit Essigsdure lo Stunden lang digerirt. Der durch 20 ccm.
Gerbsaurelosung nicht fallbare Antheil des Stickstoffs entsprach
fur 5 ccm. des Filtrats 0,7 ccm. Saure.

10 ccm. Milzsaft -f- 10 ccm. Hlut wurden mit Essigsaure
10 Stunden digerirt und mit 20 ccm. Gerbsaurelésung gefalit.
Der Stickstoff in 5 ccm. Filtrat entsprach 15,0 ccm. Saure. Wenn
von dem Bluteiweiss nichts verandert worden ware, hatte die
Stickstol'l'ineng\jle" 27’?—)- 0,7 =; 7.0 entsprechen Isolllen.

Derselbe Milzsaft wurde mit frischbereitetem Fibrin und
Essigsaure versetzt (250 g handgepresstes Fibrin aiif 15() ccm.
Milzsaft). Nach einer Nacht war das Fibrin aufgelost unter
| Unterlassen eines feinen Pulvers und nach U) Stunden wurde
analysirt. Mit Berucksichtigung der durch das leuchte Fibrin
verursachten Vermehrung des Flussigkeitsvolumens wurde der
durch (ierbsaure nicht fallbare Stickstoff in 5 ccm. unver-
dinnten Saftes, 57,1 ccm. Sdure entsprechend, gefunden. Eine
Kontrollprobe ohne Fibrin ergab 27,5 ccm.

Versuch 10.

10 ccm. Milzsaft wurden mit Essigsaure (0,25a 0) und
gekochtem Fibrin 10 Stunden lang digerirt. Dann wurde auf
20 cem. verdinnt mid mit 20 ccm. Gerbsaurelésung gelallt.
1 )er Sliekstoffgelialt von 5 ccnv. hiehtverdinnter Losung entsprach
07,8 ccm. Saure. Eine Kontrollprobe ohne Fibrin ergab 82.8 ccm.



Wie ersichtlich, besitzt der Milzsalt das Vermogen, die
Liweisskorper des Blutes zu digeriren; besonders leicht
wird das Blutfibrin von dem Satt aufgelost. In der That
scheint die W irkung des Milzsaltes in saurer Ldsung mit der
des Trypsins verglichen werden zu konnen. Zum Vergleichen
bahen wir auch mit Pankreassatt, der in derselben Weise be-
rcilcl worden war wie der Milzsaft, Versuche lber die Auto-
digestion in saurer, neutraler und alkalischer L&sung vorge-
genommen. Der Satt reagirte sauer, und die Aciditat
entsprach liir 100 ccm. etwa 33 ccm. Vion-Lauge. Der gesanimtc
Liweissgehalt von & ccm. entsprach 1)1,7 ccm. Lion-Saum®*.
Die Ubrigen Besultate sind aus folgender Tabelle ersichtlich.
Die Zittern geben wie vorher die Anzahl Lion-Saure an. welche
dem in 6 ccm. vorhandenen Stickstoll' entsprechen, der nicht
durch Gerbsaure geféllt wird.

Vor ikr Xavh

Digestion 1« Stniiij*-n

Mit hssiirsiiun* '0.2;*)°.») 20.7 50.0
Ohne Zusatz. ... . 5:i.0
Neutralisat . - - - - 55,2
Ml \aO 02". . 55 5

Aus diesem Versuche ist ersichtlich, dass die Einwirkung
dm S&ure gerade entgegengesetzt der bei dem Milzsall ist.
Dio Digestion in essigsaurer Losung ist zwar eine sehr starke,

aber immerhin schwacher als in neutraler und alkalischer,
wahrend das Milzenzym in neutraler und alkalischer Lodsung

entweder keinen oder nur einen schwachen Kinlluss auf das
Kiwoiss austbt. Wir glauben daraus folgern zu muissen, dass

d;ts Milzenzym nicht mit dem Trypsin identisch ist.

Arbeiten (ber die bei der Einwirkung des Milzsafts auf
Liweisskorper entstandenen Produkte, sowie iber andere nahe-
liegende Fragen sind schon im hiesigen pathologisclwbemiscben
Laboratorium im Gange.

London, Jenner Institute of preventive Medicine, den
K. Mérz IDOL



