Sind im Labmolekil mehrere functionirende Gruppen

anzunehmen ?
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Die vielfach angenommene Verwandtschaft der Knzyme
inil den Toxinen erhielt erst eine sichere Basis durch die er-
lolgreichen Versuche, mit Knzymen zti imnnmisiren, d. h. durch
systematische Vorbehandlung von Tliieren Antienzyme zn er-
hallen. die in ihrer Knilstehnng und Wirkungsweise den Anti-
toxinen analog sind. Nachdem schon Hildchrandl D eine
immimisirende Behandlung von Thieren mit Emulsin mit Er-
loli» versucht hafte, gelang es v. Dlngern,2) Antienzvme gegen
einige proteolytische Enzyme pathogener Mikroorganismen zu
erzeugen. hin Aulilah erhielten durch specifische jmmiini-
sirimg etwa gh'iehzcilig Morgen rot hh und Briot:f> erstérer
\erlolgte zuerst zahlcnmassjg den Verlaut der 1lutnutiisirmijj,
den er mit Hille einer sehr exacten Bestimmungsmethode
sladirte. Zn diesen Antienzymen gesellten sich in neuerer Zeit
Immunisatorisch erzeugte Antikdrper gegen das halt von Cvnara
cardunciihivM gegen .“Trypsin,ai ff*en Tyrosinase.»') gegen
Pepsin,1l so dass die Moglichkeit, Antienzyme zu erzeugen,
generell als eine sichcrgestcllle Begot anznsehen ist.

o) Hildt1*r.i mit. Virchow’s Arch.. Itd. |:tl.

2i v. hungern. Miinrh. mod. Wocli.. IXUS.

<i Morgenrot h. (>iilralhl. 1. Hakt.. IM. 2fi.. 1809.
lirinl. These tie Paris. 1*100.

») Morgenrot It. Prntralhl. f. liakt.. IW. 27. 1000.

1 Achahne. Annal. Inst. Pasteur. 1001.

» 'i'-ssanl. (lonipt. rend. Soc. Biol.,, 1002. S. 551.

'eSachs. Portsehr. d. Med.. 1002.
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Die theoretischen Schlussfolgerungen, welche man auf
(mmd der .Seilenkeltenthcorie Ehrlichs aus diu* Mojrli<*hkeil;
Antienzyme auf dem Wege der linnmnisirung zu erhalten.
zi<*hun kann, sind schon von Morgenroth in seiner Studie
uber das Anlilab wie folgt pracisirl worden:

'‘Diese Betrachtung leitet zu der wichtigen Frage Uber,
wie man sieh denn die Bildung des Anlilabs vorzustellen habe.
Nach der Seitenkettcnlhcorie missen wir annehmen, dass das
Antilab von g(‘wissen Organen erzeugt wird,Organen,die in
ihren Zellen Seitenketlcn besitzen, welche das Labmolekil zu
verankern im Stande sind. | nier dem Einflisse der Aus-
Schaltung der Seilenketten werde diese nun, wie es auch bei
der Bildung der Antitoxine anzunehmen ist, im | eberschusse
erzeugt, werden abgestossen und erscheinen so als Antikorper
im Blute. Aus dieser Anschauung ergibt sich die Folgerung,
dass auch das Lab eine specifische haptophore Gruppe be-
sitzt. Da sieh nun bei den Toxinen herausgestellt hat, dass
die toxische Wirkung nicht allein an die Existenz einer iiapto-
phoieu Gruppe, die nur eine Vermittlerrolle spielt, geknlpft
»st, sondern dass die Giflwirkung durch eine besondere. Atom-
gruppirung hervorgerufen wird, ist bei der sonstige« Feber-
omstiminimg der Toxin»; und Enzyme die Annahme nahegelegt,
dass auch das Fermentmolekil entsprechend gebaut ist und
ausser der liaptophoren Gruppe noch eine .zymophore besitzt,
welche die speeilische Fermentwirkung bedingt.»

In seinem verbreiteten Lehrbuch»i weist neuerdings
Oppenheimer, welcher diese Anschauung eingehend bespricht,
auf deren Berechtigung hin.

Ls wéare nun von vornherein die Auflassung nicht von
der Hand zu weisen, dass zur Charakferisirung der Enzyme
eine einzige chemische Gruppe genlgt, welch»; einerseits
Tragerin der Enzymwirkung ist und die Verankerung an das
fermentativ zu beeinflussende Substrat bedingt und welche
andererseits auch im Organismus verankert wird und dem-
entsprechend die Bindung des Enzyms mit dem Antienzym
vermittelt.

L Die fermente und ihre* Wirkungen. Leipzig. ['.hmi
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Bekanntlich hat Khriichl) selbst fir die Toxine die
Nothwendigkeit bewiesen, zwei charakteristische Gruppen an-
zunehmen, von denen die eine, die haptophore Gruppe, die
speeifisehen Bindungen vermittelt, wahrend die andere, die
toxophore Gruppe, die Tragerin der Giftwirkung ist.

Durch ein Gusserst sorgféltiges Studium der quantitativen
Beziehungen zwischen dein Diphtheriegift und dem Diphtherie-
antitoxin konnte Khrlieh feststellen, dass die Giftwirkung der
Toxine und deren F&higkeit, AntikOrper zu binden, zwei ge-
reimt!* Functionen sind;

Bekanntlich dient zur'Feststellung dieser Functionen die Be-
stimmung dreier Fundamenlalwertho. Der Toxicitatsgrosse liegt
die Bestimmung der absoluten tidlliehen Dosis des Toxins zu
(Trunde, wahrend die Neutralisationslahigkeit der Toxine durch
die Feststellung des Lo- und L f-Werthes bestimmt wird. Als
Lo-Wecrthe des Giftes wird diejenige Toxinmenge bezeichnet,
welche von einer constanten Antitoxinmenge — der Immunitats-
einheit ... eben vollig unwirksam gemacht wird, wahrend als
L ;-Werth des Giftes diejenige Toxinmenge bezeichnet wird,
welche, mit der Antitoxineinheit gemischt, so neutralisirt wird,
dass gerade eine, l6dtliche Dosis des Toxins frei bleibt. Waren
nun Toxicitdt und Neutralisatioiiswerthe eines Toxins einheit-
liche Functionen, so wirden Verdnderungen der absoluten
Toxicitat und Veranderungen' der Neutralisationswerthe Lo und
L stets parallel gehen. Thatsachlioh bestellt aber zwischen
beiden Grossen eine weitgehende Unabhéngigkeit.

Dies kennzeichnet sich besonders durch den Umstand, dass
eine Diphtheriogiftlosung einen erheblichen Theil ihrer Giftigkeit
Im Laufe der Zeit verlieren kann, wahrend ihre Fahigkeit,
Antitoxine zu binden, vollstdndig erhalten bleibt. So beobachtete
Khrlien an einer Diphtheriebouillon, dass im Laufe wvon
i Jahren die Giftigkeit auf '/$ herabgegangen war, wahrend
die Grundwerthe Lo und L-r, welche die Beziehungen des
Toxins zu dem Antitoxin définiren, dieselben geblieben waren.

D Khrlieh. Wvrthbestimmung des nijdithonoheilserums, Kilin.

Jain 1*, ISUT. — Fclkt die Constitution des Diphthcriogiftes. Deutsch, ined.
Worhensehr.. 18118.
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Es war also hier der quantitative Uebergang von 2 3 des Toxins
in ungiftige, aber bindungsfahige Modificationen, Toxoide, nach-
zuweisen. Ganz entsprechende Vorginge der Toxoidbildung
konnte Madsenl) an dein letanolysin zeigen.

Derartige Beobachtungen machen natirlich die Annahme
zweier Gruppen der Toxine zu einer NothWendigkeit. Auf
Beobachtungen anderer Art, welche zu demselben Schliisse
flhren, wie die Immunisirung mit den ungiftigen Toxoiden und
das Verhalten der complexen Cytotoxine, welches eine wesent-
liche Stitze dieser Anschauungen bildet, kbnnen wir an dieser
Stelle nicht naher eingehen.

Ks isl aus dem Gesagten ersichtlich, dass es'von der
grossten Wichtigkeit isl. auch fir die (Enzyme den Toxoidcn
analoge Derivate nachznweisen. Dnreli diesen Nachweis wiirde
es sich mit Sicherheit, ergehen, dass man mich hei den Kn/.yincn
zwei Gruppen, eine haptophore und eine zymophore Gruppe,
anzunehmen hat. und dass die Annahme einer einzigen charak-
teristischen Gruppe den bekannten (Erscheinungen durchaus
nietil gendgt, Ks erschien deshalb im héchsten Grade wiinschens-
wert!!, Derivate des Kabes nachzaweiscn, welche die-Fahigkeit
hesilzen, «las Anlilab zu verankern, ohne selbst eine Kahwirkung
auszuliben*

Versuche in dieser Richtung wurden schon friher im
Institut fir experimentelle Therapie zu Frankfurt a\ M. von
Myers und Rashford angestellt. Diese beiden Fntersucher
bemuhten sich, durch zerstérende Agentien, lheils thermischer,
theils chemischer Art, eine Verdnderung tier in einer Lab-
I6sung vorhandenen Enzymemolekile in dem angegebenen Sinne
herbeizufiihren. Trotz einiger Versuche, welche sich wohl in
diesem Sinne verwerthen lassen, waren die Besullate so in-
constant und die | rsaehen dieser Unregelmassigkeiten'so wenig

zu ermitteln, dass eine Entscheidung durch diese Versuche
nicht herbeizufihren war. Ich habe in einer Anzahl von Ver-

suchen, bei welchen Lablésimgen eine I>estimrnle Zeit auf
verschiedene Temperaturen (zwischen 55» und GO") erwartiit

') Madson. Zeitsrhr. f. Hyg. IM. 32. 1SW.
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wurden, zwar gunstigere Resultate als meine Vorganger er-
halten, denen aber aueh durch die mangelnde Gonstanz die
uberzeugende Kraft fehlte.

Im Folgenden beschranke ich mich darauf, eine Versuchs-
anordnung mitzulheilen, die mir stets unzweideutige und wider-
spruchslose Resultate ergeben hat. Fs gelang mir, die gesuchten
Labmoditieatinnen in den Lablosungen nachzuweisen, und zwar
vermittelst Filtration durch porose Kerzen.

Ras Antilab, dessen wahre Antienzymnatur ich schon in einer
friheren Arbeit') sichergestellt habe, lieferte mir das normale
Pferdeserum, das, wie ich schon friherl) angegeben habe, vor
dem Gebrauch durch zweitdgige Dialyse von einem zweiten
labhemmenden Factor Dbefreit wurde. Die Technik meiner
Versuche sei im Folgendcir kurz geschildert. Die stets
verwendete I°>ige Losung von Witteschem Labpulver
(1 : 3000000) wurde mit Leilongswasscr hergestellt. Die ab-
solute Restirnmung der Vcrlabungskraft meiner Mischungen
wurde stets nach dem von Morgenroth angegebenen Ver-
fahren ausgelihrt. In den Versuchen zur Restirnmung der
Rindungsféhigkeit der Lablésungen wurde nach demselben Ver-
fahren vorgegangen, indem wechselnde Mengen Lab mit je
O.loecm dialysirtem Pferdeserum gemischt wurden. Lab und
Antilab blieben If> Minuten bei Zimmertemperatur stehen, nach-
dem, wie in allen Versuchen, das Gesamintvolumen der FIlussig-
keit auf 2 ccm gebracht war. Frst dann wurden to ccm mit
Chloroform conscrvirter Milch zugesetzt. Diejenige Labmenge,
welche durch o,lo des Plerdescrums gerade vollkommen neu-
tralisirt wurde, so dass keine Gerinnung eintrat, stellte die
Lo-Mcnge dar. wahrend L - derjenigen Labmenge entspricht,
welche, mit 0,1") Pferdoseruin gemischt, gerade* Gerinnung her-
vorruft.

Zur Filtration verwendete ich eine 1'\»ige Labldsung, die
durch -kleine Rerkefeldkerzen 'und in einem Falle durch eine
Chamberlandkerze geschickt wurde. Von 100 ccm der Innigen
Lablésung wurden stets 20-eef.ii zu Controllversuchen verwendet
und der Rest von SO ccm Lab. so filtrirt, dass je 3 Portionen

0 Korsrlum. Diese Zeitschr., ttHJg.
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von 2<i ccm gesondert aufgefangen wurden. Der Verlauf der

\ersuche <i aus folgenden Tabellen zu ersehen ,Tah | -V

b. 202—2551 |
niclit tiltrirt etz it nicht tiltrirt furch 1

vivil:

1. 0,000 ccm o 1 0,0 ccm O 1. 0,05 rem O 1. 0,2-
2.0000D) » o 2 0015: o , oo O 2 02
3. 0.0007 * = 3 004 » 3.0070 * O 3 04
4. 0.000s ; 1 i. 0,045 » | 4.0.075 4. 0.5
5.0.0000 » . 5 005 i L, ), (t08 > _f 5 0«
o+ <5000 » -+ 0. 0,7

Abscliwnchiing
1. der todtliehen Dosis (MH ; (>«hh>7 = 07,1 Maj

- der Lo-Dusis 0.4:0,07 — 5.71 Mal.

Versuch II.

Ahsolule Deslimmuno des |, it}|,s
1 % ige Lablosunji

nicht liJtrirt» ‘lurch n.-rkcfcl.lkerz«; liltrirt

Jiu erde IWtion die letzte Portion
1. 0.000» ccm O L 002 crin O 1. 0,000 9
2. 0,00i0 » 2..0.025 » O 2. 0007 » ()
3. 00011 - 3. 0.03 » 3. 0.00s , =
4. 00012 . o, 4. 0.035 » 4, 01HDb i g
5. 0.0013 » __ 5. 0.04 ¢ 5. 0.0i»)

bedeutet Verlabung. Q Ausbleiben derselben.
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" Lo-BeStimtuung
0.15 ccm pferdesermn -j- 1 0. ige Lablésung

iluredi P.erkcfehlkcrzo liltrirt
nicht filtrirt

-lie ér>te Portion -li-> letzte Portion
1. 0.035 ccm O 1. 0.P2 ccm O (@)
2. 001 » O 2. 015 * O O 0.15 ecin]
,{ (i0|5 * 't' o, 02 » O
1. 01t>  » 1. o2s > O IR
0. "1LKi v *e- 5. 0.30 O 4-
" e ]‘,' y 0.35 » -f ‘ |
7. 010 > - LA
< 0,15
[ Die Absclnvichung.
1. der todtlieben Dosis:
ai erste Portion <i»:5:00011i = 27 Mal.
b letzte Portion <0.00s:0.0011) — (i.7 Mal;
2. der LoDosis:
a erste Portion O.:L;0.01i7.5 Mal.
)i letzte Portion i0.15:0.0li — 3.75 Mal.
\orslie'll 111.
Absolute liestinimung des Labs
| ige Lablésung
. o -lur. ti Uerkéti t.tkerzo liltrirt 1,,I<.|, rhamherlan.J-
nicht liltrirt ) I
erste Kerze zweite Kerze kerze tillrirt
1. 0.000S rem o 1. 0.15 ccm o O o
2. 0.0ttoo » O 2. 0.02 o o (@)
3 0,000 » L 3 0025 § i -f- 10,025 ccm (@)
1L oIMIL » 4- 1,003 » 45 + -f- (0.03 ccm)
5 0.0012 » 5 0035 * - .4

Die Abschwirhung der todtliehen Dosis:
1.-Ctste Berkefeldkerze 0,025 :0.001 = 25 Mal.
2. zweite Berkefeldkerze 0,025:0,001 = 25 Mal.
. Lbainberlandkerzc 0,03; 0,001 = HO Mal.
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Lo-liestimmung

0.15 ccm Pferdeserum -f- | ige Labliisung

nicht filtrirt

«lurch BerkiTriilktT/** lillrirt ) .
'lurch Chiunherlaiiti-

erste Kerze /Weite Kerze I ker/e liltrirt
) ' i ’ LTTN] *V*\
1. 002 ccm O 1. 0,1s ccm O O O
2 0025 « O 202 O O <0.2 ccni) O 0.2 cent)
;i. 0,0a ==
i » a. 0.02’|5: v + -r + . _
4. 00ar» +  _i. 4 o.a 4 .4 - '
! '.*"". | I ' '
5. o.ot 5. 0.a*» » o !
Die Abschwéachung der Lo-Dosis:
1. erste Itorkefcldkerze 0,2:0.04 r (;.« M;(.
2. zweite llerkefeldkerze 0.2.0.04 : (*/; "al.
*k Chamberlandkerze 0.2:0.04 - Mal.
Versuch |V.
Absolute Bestimmung,des Labs
10 " ige Labldsung
. L 'lurch ! »erkefelilkefze liltri
nicht liltrirt
erste 1**ition }tzt
0.001 ccm O 1. 0.000 ccm O O
0.0012 v O 2. 000 , O O
0.0014 » T a. 002 » oO S 002
0.00i0 > 4. 4. 0.0a o 4-
0. 0.001H » 4- 5. 0.04 » o -i
01H>2 » 4. 0. 0.05 o Jt
{ 7. 0.0« » 4- R
J , H 007 » JL j 1 4

;Imu J

Abschwéchung der absoluten Wirkung-I

L erste Portion 0.011:0.0014 — 420 Mal

2.

letzte Portion 0.02:0.0014 = 144 Mal.
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Lo-Hestiinmun»
10 ¢ ijle Lablésung

«lurch nerkdVhlkorze liltrirt

nicht liltrirt
erst«; t’ortion letzte
|
i 007 oin o 1. 0.005 ccm O l. 0,18 ccm O
2. O0S » Q 2. (.07 » @) 2. 0.2 » o
a. 0o » i 0075 > O | a °-5 » O
1 o, > 4 1. 0.08 » - ; 1. (H , ~r
5. 00t b 5. 000 j 5. 0..15. ‘
b 012 b A ol e e o.l +
7. 011 Y '
o
Abschwiieliun" der Lo-Dosis:
1. erste Portion 0.7 :0,0« 8,75 Mal,
2. letzte Portion 0.25:0.08 = H.I;{ Mal.
Versuch V (neues Labpulver).
Absolute Ilestimiaun<i I/o-Bestiin in un»
d_es hi _bs_ 0.In mn Pferdeseruin
| igc Labli'»sim'r
elurch I'» rkefcl.l- |
l. 0.1IK*2r<in O 1, 0.0l ccm Q L.OI CCM O 101 ccm O
2.0.0011 O 2002 + o 201 O 2015 , o
a. a.00le 1 | 0.03 d 012 > + & 05 ')
100018 / : 1 0ol » 101 / .. 1055 o
5 0,11 » ‘ 5. 0(1 - P

Oie Abschwécliunji .

bidtliclien Dosis 0.0.1: 0.00IC, -- 18.75 Mal.
Lo-Ousis 0.5:0.11 1.51 Mal.

Slelll man die in den einzelnen, von einander unab-
hangigen Vt.Tsuch.cn erhaltenen Ahschwdachungen der absolut
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»erlabenden Wirkung j.n.l der N....raiisalinnsllUssigkcit zu-
sammen, so erhalt man folgende Werthe:

Abschwachung der Verhaltnis*- d
absoluten Wirkung.  neutralisirten Wirkung ernaftnis=- der
57.1 0 Abschwéelmngen.
)/ 10 1
42,1t 8.75
» ' 4.1»: 1
.0 :
’ o 447 |
27 m :
2") ’ 4« |
C.1; .
48:1
1S.7%) 454
14.4 ' 41 1
: 3.14 .
N 41):1
> 4.75 L8
5 8.
2.  Its ]

HI," Abschwachimg der Wtutralisirenden Wirfcungli‘st also
in allen ballen geringer, als die der absoluten Labwirk,,,<> ,,nd
zwar in den verschiedenen ballen das lo- bi- | «lache

\Vas den Vorgang belrilll, der siel, bei der Filtration
der Lablesungen abspiell, so ist nicht anzunclnnen, dass ,ie
Labmoddiealionen erst bei der Filtration entstehen. AFdie
nachsthegende Verslellung erscheint die, dass schon in dem
kaullichen Labpulvcr ein Theil des Labs modifieirl ist. Nimmt

man mm an dass die l'ercn ..... Killer durch Msorption in
viel hoherem Maasse die itttdeten Labnmlekile 3,,ni,-kl,allen
“ M cko* wwil,icirte'y m ".'kl&rt »ich ungezwungen’

das Zustandekommen ,,er hier hesehriehenen Versuehsrésul.a.e
the Kigensel,arien ,ler Adsorption l.esilzen. wie bekannt, die
(inzelnen Hilter in verschiedenem Maasse, worauf die | r-
ai K d,i \iisliicdencn, wenn auch gleichsinnigen AVeftlie ,ler
einzelnen Vei™m lie bcmiit.

Kino derartige selective Adsorplionswirkm.g d,é i-iller
ist na.-l.Is Fngewol,»liebes. wie die Versuche von Kbrlieh und
Morgenrotl,” leinen, in denen von zwei in, Fehrige» si.-l,
aus.se,'st &hnlich verhalt, ,,den Co,,,piemenlen eines Serums |,,.]
der Filtration durch Pukalllilter das eine zuraekgel,alte,,-wurde

wahrend das andere das Filter passirte. Hierher gehort auch
die Angabe von FITrnnl.n, dass das Invertin aus liefe die

Xr. 31" 1 hf" licrlin. klin. Woollens, In-, 1M«l.

2l Kffront. Les Enzyms; et leurs applications. Paris. 181«).
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Chamberlandkerze pas”irt, wahrend das Invertin von Aspergillus
niger von derselben zuriiekgehalten wird.

Ks sprechen unsere Versuche dafur, dass die Annahme
einer einzigen wirksamen Gruppe im Lab, der gleichzeitig die
Funktion der haptophoren und der toxophoren Gruppe zukommt,
ausgeschlossen ist. Das Labmolekil muss also eine complexe
Zusammensetzung besitzen; ob es nach Art eines Toxins oder
nach Art der aus zwei Tlieilsticken bestehenden Cytotoxine
wirkt, ist «rst durch weitere Versuche, die auch im Institut
fur experimentelle Therapie fortgefuhrt werden, zu entscheiden.
Immerhin erscheint diese Feststellung als ein weiterer Fort-
schritt in dem so schwierigen Gebiet der Fermente, die ja an
und fur sich durch ihre Wirksamkeit, sowie durch ihre Analogien
zu gewissen Baetorienproducten von besonderer Bedeutung
sind, tls..,dUrfte sich das hier erzielte weitere Eindringen in
die Constitution der Fermente, das zu der Feststellung bin-
du ngsfu higer, aber unwirksamer Modificationen lihrte,
«len Fortschritten auf diesem Gebiete anschliessen, die wir
E. Fischers stere«x»chemischer Betrachtung der Enzyme und
der in letzter Zeit erworbenen Kenntniss der Antienzyme ver-
danken.



