Uber Blutserumdiastasen und Antidiastasen.

Von
M. Asooli und A. Bonfanti.

(Aus dem Institute fur spezielle Pathologie <<T Universitat Pavia: Prof. L. Devoto.)
(Der Deduktion zugegangen am *. .September 1901)

I. Uber die Vielheit der Blutserumdiastasen.

Seit Magendie und Claude-Bernard ist es bekannt,
dall das Blutserum Starke in Zucker umzuwandeln imstande
Ist, von den Arbeiten der spateren Autoren haben dann beson-
ders die Untersuchungen von Réhmann und Biall) dazu bei-
getragen, in einwandsfreier Weise den Beweis zu liefern, dal
Blut- und Uymphserum ein saccharifizierendes Ferment ent-
halten. Weiterhin wies Bial nach, daB das diastatische Fer-
ment des Blutserums sich von demjenigen des Speichels und
Pankreas unterscheidet: eine eingehende Analyse dieser Vor-
gange fuhrte Bial und C. Hamburger2) in plausibler Weise
zur Annahme, dal} das Blutserum zwei verschiedene Fermente
enthalt, eine Diastase, welche Starke in Dextrin und Maltose
uberfihrt, und (‘ine Glukase, welche diese beiden Produkte in
Traubenzucker spaltet. Beide Fermente sind nach Hamburger
auch in Speichel und Pankreas enthalten, aber in anderen
Mengenverhéltnissen als im Blutserum, auf welchen Umstand
die Verschiedenheiten der diastatisehen Wirkung besagter Organe
zurtickzufihren sind.

Wir bezwecken, in folgendem auf biologischem Wege den
Beweis zu erbringen, daR das Blutserum, in vollster Uberein-
stimmung mit der von Khrlich vertretenen pluriinistischen Auf-
fassung der Antikorper desselben, eine Vielheit untereinander
verschiedener diastatischer Fermente enthalt.

W M. Hiitl, Archiv fir Physiologie, IM. 52, 53, 51.
*).<’. Hamburger, Archiv fir Physiologie, Bel. 0.



Lber niutserumdiastasen und Antidiastason. 157

Technik und Versuche.

Zu den Versuchen wurden Mereksche Préaparate von
Kartoffel- und Heisstarke in 1'Voider frisch bereiteter Suspension
mit Irischem HIlutserum und 1°%» Toluol versetzt, tichtig
durchgeschittelt und darauf 24 Stunden im Hrutofen hei ‘17°
gehalten, wobei dieselben wiederholt durchgeschittelt wurden.
Nach Herausnahme aus dem Brutschréanke wurden die Koélbchen
auf Sterilitdt durch Impfungen von aus der Mitte in sterile
Pipetten aufgesaugten Tropfen auf Agar und Bouillon kontrolliert
— wobei die Kulturen regelmaRig steril blieben —, mit I°/<>
Kochsalz versetzt, im Soxhletschen Apparate gekocht, nach
Zusatz einiger Tropfen verdinnter Essigsaure wieder gekocht
und darauf moglichst rasch filtriert. Der Reduktionswert wurde
mit Violett escher Kupfersulfatferrocyankaliumlésung bestimmit,
von welcher 20 ccm zur Titration verwendet wurden. Die
Fehlergrenzen der Methode betragen nach Kontrollversuchen
bis 0,01—0,015°/0: der geringste noch mit Sicherheit zu be-
stimmende Zuckergehalt war mit unseren Losungen 0,05°/©.
Einfaches 2stiindiges Kochen von Starkekleister mit verdinnter
Essigsdure bedingt, wie bekannt und wie wir uns vergewisserten,
keine Saccharilikation desselben. Endlich moéchten wir noch
hervorheben, dal wir auf eine Reihe von Menschen-, Rinder-
und Kaninchensera gestoRen sind, die unter den angegebenen
Bedingungen nicht oder nur Spuren von Zucker bildeten.

Wir lassen zunéchst die Versuche folgen, in denen wir
dasselbe Blutserum einerseits auf Kartoffelstarke, andererseits
auf Reisstarke, drittens auf Reisstarke und Kartoffelstarke ein-
wirken lieRRen.

Aus den in Tabelle la und Ib niedergelegten Beobachtungen
folgt, dal3 die saccharifizierende Wirkung des Blut-
serums auf verschiedene Starkearten eine verschieden
starke ist: bei Einwirkung auf Suspensionen, die
mehrere Starkearten enthalten, ist dieSaccharifikation
fur gewohnlich gréfRer als bei Einwirkung auf ungefahr
gleich konzentrierte Suspensionen, die nur eine Starke-
art enthalten.
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Tabelle la.

Prozentsatz des gebildeten Zuckers
bei Einwirkung UIf

1 ccm Blutserum von 50**cm 20/uige 50 ccm 2u(Uige o cem 1°/0igc
Kartoflel- Reis- Heis- und 1°/0ige
stéarke- starke- KartofIVIstiirke-

suspension  suspension suspension

nr. 16 : Diabetes mellitus . . 0.228 0,209 ~
Hemiplegiker ; Bekonvaleszent 0,101 0,251 o
nr. 15: Diabetes mellitus. . 0.127 0.122

18: Kmupdso Pneumonie — 0,092 0,120
» 0: Pellagrarekonvalesz.  undosierbar undosierbar 0,093
Yo > 0.078 0,201

10: 0,095 0,076 0.110

3. 0,117 undosierbar 0.082
Bind........cccooiii 0,102 0,065 0.138

Tabelle Ib.

Prozentsatz des gebildeten Zuckers
bei Einwirkung auf

2 ccm Blutserum von 100 ccm 1°j0igc 100 cem; jPfojfcl 100 ccm 0.r>%/Oige

Heis- und
KartolTelsturke- Keisstarke- 0,5'%/oige*
. . KartoflVistarkc-
suspension suspension

suspension

Pellagrarekonvaleszenten, Nr. 8 0.092 0,078 o
Rind.......c.cociiiii 0,066 0.058 0,138

Es liiere am néachsten, diese Befunde mit der verschie-
denen Lo&slichkeit der Starkearten in Zusammenhang zu bringen.
Bei naherer Betrachtung der Protokolle ergibt sich aber, daf
einmal bei'Einwirkung von Blutserum auf Kartoffelstarke, das
andere Mal wieder auf Reisstarke die Zuckerbildung grofer
ist. Mithin wird die erwdhnte Erklarung hinfallig und die
beobachteten Tatsachen zwingen uns zur Annahme, dal} das
Blutserum eine Vielheit von diastatischen Fermen-
ten enthalt, die spezifisch oder partiell spezifisch
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auf verschiedene Starkearten einwirken. Fs erschien
uns lohnend, obige Befunde durch Variation der Versuchsan-
ordnung zu erweitern, und haben wir zu diesem Zwecke unter-
sucht, wie sich die latsachen bei Anwendung einer Methode,
die wir, anlehnend an die elektive Absorption, als elektive
Fermenterschopfung bezeichnen mdchten, verhalten. Wir
gingen hierbei so vor, dal wir nach der angegebenen Technik
das Blutserum zundchst auf eine Starkeart in <),")%iger Sus-
pension einwirken lielen, darauf am folgenden Tage die Flissig-
keit in B gleiche Teile teilten: im 1. wurde der gebildete
Zucker bestimmt: der 2. Teil weiter mit 0,5",» derselben
vorher angewendeten Starkeart, der 3. mit 0,5°/» der anderen
Starkeart versetzt.

Tabelle Il.

Prozentsatz des gebildeten Zuckers

nach nach
Stammlésung nach TH_ Stundgn 48 Stunden
bei nachtrag- bei nachtrag-
lichem Zusatze lichem Zusatze

24 stunden  pach 24 Stunden nach 2i Stunt] n

von Inniger von 1 °/uiger
Kartoffelstarke Heisstarke
150 ccm I'VVoigc Reisstarke
-{- 3 ccm rnenschl. Blut-
serums Nr. If> 4_ 1.5 ccm
Toluol..... e, 0,157 0,285 0,154

150 ccm I°/o ige Kartoffelstarke ' I
«f- 3 ccm rnenschl. Blut-
serums Nr. 16 4- 1.5 ccm

Toluol.......iiiiiei, 0,097 0’123 0.204

150 ccm 1°/o ige Kartoffelstarke
T~ 1 ccm Binderseruin -j-

*

15 ccm Toluol....... 0,078 0.103 0,12t

Vorausgehender Tabelle Il ist zu entnehmen, daR bei
nachtraglichem Zusétze einer verschiedenen Starkeart
du* Saccharifikation nach weiteren 21 Stunden be-

deutend grofRer ist als bei Zusatz derselben Starke.
Zwar schreitet die Zuckerbildung auch bei letzterem langsam

weiter, da die FermentWirkung nach 24 Stunden noch nicht
den Gleichgewichtszustand erreicht hat; die greitbaren Unter-
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schiede im Endresultate stehen jedoch mit der Vielheit der
diastatischen Fermente im bestem Finklange.

Die vorliegenden Befunde liefern auch zur vielumstrittenen
Klage der Finheitlirhkeit der Diustusewirkung im allgemeinen
einen Beitrag. Letzterer gegenuber gewinnt die Anschauung,
dal» die Saccharifizierung auf der sukzessiven Einwirkung ver-
schiedener Fermente (Dextrinase, Maltase, Glukase) beruht,
immer mehr Anhé&nger. Unsere Untersuchungen zeigen, daR die
Verhéltnisse noch komplizierter liegen, insofern als schon im
Blutserum eine Vielheit nicht nur sukzessive, sondern
auch gleichzeitig spezifisch auf verschiedene Starke-
arten (‘inwirkender diastatischor Fermente vorhanden
ist. Ahnliche Verhaltnisse sind zuerst von Ehrlich und Morgen-
roth bei den Hamolysinen,1) dann von uns-) und hierauf von
v.Hungern3) bei den Prézipitinen nachgewiesen worden: unsere
Angaben sind in jlngster Zeit von Michaelisl) und Bertarellib)
nachgeprift und vollinhaltlich bestatigt worden.

1. Uber Antiamylase.

Wir kennen zur Zeit eine Reihe normal vorhandener oder
immunisatorisch erzeugter Antifermente (Antilab, Antitrypsin,
Antipepsin, Antiurease etc.): hingegen ist bis jetzt die Erzeugung
von Antiamylase noch nicht gedungen.

Da das Blutserum normalerweise amylolytisch wirkt, gingen
wir zunachst daran, zu untersuchen, ob in demselben vielleicht
gleichzeitig antagonistisch wirkende Substanzen vorhanden, durch
das Uberwiegen der didstatischen Fermente aber verdeckt seien;
wissen wir doch aus den schénen Untersuchungen Delezennes,b)
dall das stark antitryptisch wirkende Blutserum gleichzeitig ein
tryptisches Ferment enthalt, welches durch Behandlung des
Serums mit U.hloroform enthillt werden kann. In dhnlichem
Sinne 'ausgeflihrte Versuche ergaben beziglich Antiamylase ein

1 Berliner klinische Woehenschrift 1899— 1902.
XL Minchener meil. Wochenschrift 1902.
;I Die Antikorper, Fischer-Jena.
4) Deutsche med. Wochenschrift 1904.
& Uivista d’lgione e Sanita pubblica 1904.
Dele/enne, Comptes rendus de la Société de Biologie 1908.
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negatives Resultat: ebenfalls negativ tielen die Versuche mit
Zusatz auf verschiedene Temperaturen erhitzter Sera ausdie-
selben besitzen, wie schon bekannt,l) nur beschleunigende
Wirkung auf die Blut- und Pankreasdiastasen.?)

Wir versucliten nun. die Bildung von Antidiastasen auf
immunisatorischem Woge hervorzurufen; in Anbetracht der
erwdhnten Vielheit der diastatischen Permente schien uns der
Versuch bei geeigneter Anordnung nicht aussichtslos zu sein.

Als Versuchstiere dienten Kaninchen, denen 10—15 ccm
0'V'oige, 24 Stunden im Brutschrank mit Chloroform digerierte,
darauf durch Chamberlandsche Filter geschickte Pankreatin-
I6sungen (ein Mercksches Préparat) wiederholt intraperitoneal
eingespritzt wurden. Hs war angezeigt, die amylolytische Wirkung
der zu prufenden Sera durch Erhitzen (U0 Minuten aufBo0, wobei

Ag. dost, verdinnt wurden) auszuschalten. um das llervor-
trelen von Antidiastase zu ermdglichen: inaktivierte Normal-
sera besitzen, wie erwahnt, beschleunigende Wirkung auf die
Pankreasdiastasen. Die Immunsera wurden auf antidiastatisclie
Wirkung gegeniber auf dieselbe Weise frisch bereiteten
Pankreatinlosungen, die in den Vergioichsversuchen natirlich
dieselben waren, und zum Teil auch gegentber Blutseris ver-
schiedener Tierarten gepruft.

Kaninchen Nr. 1 (Kl

Blutserum vor der Behandlung (10. IV. tOOli:
100 ccm 1%%*ge Reisstarke -f- 2 ccm Kl1-Serum -f- Toluot.
Geb. Zucker: 0,107°/o.
00 ccm | %ige Reisstarke -f~ tO ccm 50'wige Pankrealinlésung Toluol.

Geh. Zucker: (>.1(X)°;u.
t0 ccm lu,0ige Reisstarke-{- JO ccm ;V' >ige Pankrealinlésung -j-J <crn

K'-Serum inaktiviert 4- Toluol. (ich. Zucker: O.frJH" .
K erhélt jeden 2. Tag 10 ccm Pankreatinlésung intraperitoneal.

I) Pozerski. Comptes rendus de la Société de Biologie LO(KI

*) Nach unserer Erfahrung ist die Aktivierbarkeil der diastatischen
Wirkung verschiedener Pankreatinpraparate durch ein und dasselbe
inaktivierte Normalserum sehr verschieden ; mitunter fehlt sie vollstandig.
Das von uns verwendete Praparat war, wie den Protokollen zu ent-
nehmen ist, stark aktivierbar.

Hoppe-Scyler s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLIII. 11
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Serum geprift nach dreimaliger Injektion :27. 1V;:
100 ccm | V»igc Reisstarke 2 ccm K'-Serum -f- Toluol.

(leb. Zucker: 0,0(510 o.
1H) ccm 1 *V/ige Reisstarke -f- 10 ccm 5°,.dge Pankreatinlésung -f- Toluol.

* Geh. Zucker: 0,148 °/o.
00 ccm 1u,aige Reisstarke -f- 10 ccm 5°,0ige Pankreatinlésung -j- | ccm
K*-Serum inaktiviert -}- Toluol. Geh. Zucker: 0.011U°o.

00 ccm I'Sige Reisstarke.-f- 2 ccm Rinderserum -f- Toluol.
Geh. Zucker: 0,084 °/o.
Ott ccm 1°,0ige Reisstarke -j- 2 ccm Rinderserum -f- 1 ccm K"-Serum
inaktiviert -} Toluol. Geb. Zucker: 0,052°0.
SK) ccm I°oige Reisstarke -{- 2 ccm Menschenserum ' }* Toluol.
Geb. Zucker: 0.50u o.
90 ccm J°,uige Reisstarke-}- - ccm Menschenserum 4-1 ccm K*-Serum
inaktiviert. Geh. Zucker: 0,009 °.
ftt) ccm 1°/uige Reisstarke - 1 ccm K'-Serum (frischt -j- Toluol.
Geb. Zucker: 0,Q80°0.
Ott ccm I°\> ige Reisstarke -f- 1 ccm K*-Serum drisch) 4- 1 ccm K*-Serum
inaktiviert  -j- Toluol. Geh. Zucker: 0,080°.0.
Kaninchen Nr. 2 iKa).
Blutserum vor der Behandlung (1. V. 1001):
100 ccm I%0ige Kartoffelstarke -j- 1.5 ccm K*-Serum -j-, Toluol.
Geh. Zucker: 0,(t77°/o.
K* erhalt viermal jeden 2. Tag 10 ccm Pankreatinlésung subkutan.
K*-Serum nach der Behandlung (11. V. 1904i:
100 ccm ! oige Kartoffelstarke -}- 1,5 ccm K2-Serum -f- Toluol.
Geb. Zucker: 0,051 °/o.
K*-Serum nach 5 weiteren Kinspritzungen (21. V. 1904):
ai 00 ccm 1° cige Kartoffelstarke -f- 2 ccm Schweineserum -f- Toluol.
Geb. Zucker: 0,092ii/o.
00 ccm reuige Kartoffelstairke -j- 2 ccm Scliweineserum -f- 1 ccm
K*-Serum inaktiviert -}- Toluol. Geh. Zucker: 0,0070/o.
h) Ott ccm I°uige Kartoffelstarke -f- 2 ccm Rinderserum -f- Toluol.

Geb. Zucker: 0,074°/o.
00 ccm ! Vigo Kartoffelstarke -j- 2 ccm Rinderserum -f-1 ccm K2-Serum

inaktiviert -f- Toluol. Geb. Zucker: 0,077°;).

c¢i SO ccm 1" oige Kartoffelstarke -}- 10 ccm 5°,»ige Pankreatinlosung
-}- Toluol. Geb. Zucker: 0,205° u.

MO ccm 1 °/oige Kartoffelstarke -f- Itt ccm 5°,uige Pankreatinlésung
[ ccm K*-S( rum inaktiviert -j- Toluol.  Geb. Zucker: 0.205°«>.

Kaninchen Nr. 3 (K3).
Blutserum vor der Behandlung (4. VI. 1904):
90 ccm 1° «ige Reisstarke -j- 2 ccm Serum K3 -f- Toluol.

Geb. Zucker: 0.002°0.
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Nach 3 Einspritzungen (5., 0., 7. VI.):
ccm 1 9%ige Reisstarke -f 2 ccm Serum 4- Toluol.

(ich. Zucker: 0,088%.
ccm 1%%0ige Reisstarke 10 ccm 5° ..ige Pankreatinlisung -j- Toluol

Geb. Zucker: 0,1(58%.
ccm 1% ige Reisstarke -}- 10 ccm o%bige Pankrcatinld.sung -j- 1 ccm
inaktiviertes K3-Serum -f-, Toluol. Geb. Zucker: 0.132%.

Nach 0 weiteren Einspritzungen (21. VI. O[»:
ccm ! °/oige Reisstarke -f- 10 ccm 5®/» ige Pankrealinlésung -% Toluol.
Geh. Zucker: 0,142° o,
ccm 1°/oige Reisstarke -f 10 ccm 5% ige Pankreatinlisung-f 1 ccm
inaktiviertes K;i-Serum -f- Toluol. Geb. Zueker: 0,240°).».

Kaninchen Nr. 4 (KG.

Blutserum vor der Behandlung (5. VI. 1904):
ccm I°/<’ige Reisstarke -[ 2 ccm Ké-Seruin | Toluol.
Geb. Zucker: 0.092%.

Nach 3 Einspritzungen (9. VI. 1904c
ccrn | %ige Reisstarke -f 2 ccm K4-Serum {  Toluol.

: Geb. Zucker: 0,077%».
11. VI. 1904:
ccm 19%bige Reisstarke % 10 ccm 5°,«ige Pankreatinlésung -f Toluol.

Geb. Zucker: 0,1(>8%.
cern 12%0ige Reisstarke -f- 10 ccm 5%6 ige Pankreatinlésung -% 1 ccm

inaktiviertes Hierum -f Toluol. Geh. Zucker: 0,111%.

Nach weiteren (I Einspritzungen <24. VI. 1904);
ccm 1% ige Reisstarke -}- 10 ccm 5%6ige Pankreatinlésung-J- Toluol.
Geb. Zucker: 0.142%.
ccm 1 9%ige Reisstarke -f- 10 ccm 0%oige Pankreatinlisung f | ccm
inaktiviertes K4-Serum -f Toluol. Geb. Zucker: 0.231%).

Kaninchen Nr, 5 (K6).

Blutserum nach 4 Einspritzungen (14. VI. 1904):
ccm 126ige Reisstarke-f- 10 ccm 5%» ige Pankrealinlésung -{-Toluol-.
Geb. Zucker: 0.205%.
ccm | %ige Reisstarke -{- 10 ccm o0/uige Pankreatinlésung -f | ccm
inaktiviertes K’-Serum }- Toluol. Geb. Zucker: 0,205 1

Kaninchen Nr. 0 iK%.

Blutserum nach 4 Einspritzungen:
ccm 1%)ige Reisstarke -f 10 ccm 5° .»ige Pankreatinlésung-J- Toluol.

Geh. Zucker: 0,088".».
ccm i%ige Reisstarke -{- 10 ccm 5%b6ige Pankreatinlosung *ccm

inaktiviertes K"?-Serum. Geb. Zucker: 0,188%0..’
H*
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K" und Ka wurden noch je viermal injiziert: die Prufung ihres
Serums ergab wieder das identische Resultat-, d. h. keine Wirkung mit
Blutserum Kb5. begunstigende Wirkung bei K6.

Aus den im 2. Abschnitte unseres Aufsatzes mitgeteilten
Untersuchungen ergeben sich folgende Schlul3folgerungen:

t. Ks ist mdglich, durch immunisatorische Behandlung
von Kaninchen mit Pankreatin im inaktivierten Serum eine
gegen die Pankreasdiastase wirksame Antidiastase nachzuvveisen.

?.. Die Bildung von Antidiastase ist unter diesen Um-
standen nicht konstant: mitunter verschwindet nur die normalen
inaktivierten Blutseris zukommende beschleunigende Wirkung
auf das diastutischc Ferment des Pankreas: in anderen Fallen
verhalten sich trotz der Behandlung die Blutsera der Versuchs-
tiere wie normale Kaninehensera.

R. Bei langerer Immunisierung der Versuchstiere kann die
gebildete Antidiastase wieder verschwinden.

U Die Antidiastase entfaltet in verschiedenem Malie ihre
Wirkung auch auf die Blutdiastasen anderer Tierarten: eine
hemmende Wirkung auf das diastatische Vermégen des eigenen
frischen Serums konnten wir bisher nicht konstatieren: es
stehen diese; Tatsachen mit der im 1. Abschnitte angenommenen
Vielheit und Verschiedenheit der Blutserumdiastasen in bestem
Kinklange und bestéatigen dieselben.

. Bei einem Teile der behandelten Kaninchen nahm die
amylolytische Wirkung des frischen Blutserums ab ; diese Ab-
nahme steht seheinbar mit der Bildung von Antiamylase nicht
im Zusammenhang: ob dieselbe von der Immunisierung der
Tiere direkt abhé&ngt, méchten wrir unentschieden lassen.



