Uber die Nuclease.

Von
Fritz Sachs.

(Ails dem physiologischen Institut in Heidelberg.)
(Der Redaktion /.»gegangen am 11. Oktober UH)f>.)

Bereits im Jahre 1865 stellte Beehamp(l) die Tatsache
fest, dal}, wenn man Hefe unter Vermeidung der Faulnis der
Einwirkung des Wassers aussetzt, Phosphorsaure in Ldsung
Ubergeht. Einige Jahre spater fand Schitzenberger(2), welcher
die Béchamp’sehen Versuche bestatigte, dal} auflerdem in dem
-nach der Digestion erhaltenen wasserigen Auszug eine gummi-
Uhnliche Substanz, Leucin, Tyrosin, Xanthin, Guanin und Hypo-
xanthin (angeblich auch Carnin) auftreten. Schitzenberger
falte diesen Vorgang als einen Verdauungsprozel? auf. Wéhrend
aber die Entstehung des Leucins, Tyrosins usw. leicht aus einer
fermentativen Zersetzung von EiweilRsubstanzen erklart werden
konnte, wurde der Ursprung des Sarkins, Guanins, Xanthins
und Hypoxanthins erst klar, als durch die Untersuchungen von
A. Kossel der genetische Zusammenhang der genannten Purin-
korper mit den Nueleinstoffen bekannt wurde. (3) Kossel zog
den Schluf3, daR bei dem genannten Vorgdnge Nuclein zersetzt
wird(3a) und bestétigte diese Auffassung durch besondere Ver-
suche. In Hefe, die er unter Wasser bei Korpertemperatur dige-
rieren liel3, konstatierte er eine Verminderung der Menge der
Nucleinphosphorséure und somit eine Zersetzung des Nucleins.(4)

Im Jahre 1880 Ubertrug Salomon(5) die Schutzen-
berger'schen Versuche, welche bis dahin nur mit Pflanzenzellen
angestellt worden waren, auch auf tierische Organe und fand
in Leber und Muskeln, die er 4—24 Stunden bei Zimmertem-
peratur liegen lieR, eine Abspaltung von Xanthinkorpern.
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Salkowski i6) machte es durch systematische Anwendung
von antiseptischen Mitteln und mit Hilfe von Kontrollveteuchen
hei denen nach Erhitzen dos Gemisches die entsprechende Wir-
kung ausblieb, wahrscheinlich, dal} die autolytische Zersetzung
der Nucleinstolle durch ein Ferment bedingt sei.

Ahnliche Resultate gewannen dann fernerhin Schwie-
ning (7i. Biondi (8), Hahn und Geret (j), Fr. Mduller (10
KutscherQOl), welcher letztere neben den bereits von Schitzen-
berger festgestellten Substanzen noch Ammoniak, Histidin,
Arginin, Lysin, Asparaginsdure und eine Substanz von der
Formel G8H6N404 unter den Produkten dieses Prozesses auffand.

Hahn und Geret erbrachten einen Beweis fiir die enzv-
matjsche Natur der Nucleinzersetzung, indem sie auch bei Hi-
gestion des Buchner sehen Hefeprellsaftes Phosphorsaurt* und
die Nucleinbasen als Abbauprodukte nachweisen konnten. Aus
dem Umstande, dal3 sich unter den Spaltungsprodukten nur ganz
geringe Spuren von Albumosen und gar keine Peptone fanden,
glaubten Hahn und Geret, das in Frage kommende Ferment
sowohl vom Pepsin, wie vom Trypsin wohl unterscheiden zu
missen. Ebenso spricht sich Biondi(8) flr die Existenz eines
besonderen proteolytischen Fermentes aus. Kutscherfll) hin-
gegen weist darauf hin, dal} das proteolytische Enzym der Hefe
Hexonbasen, aber kein Indol und Skatol bildet, daR es sich
also ebenso wie das tierische Trypsin verhdlt und nicht etwa
wie die proteolytischen Enzyme der Bakterien.

Bereits fruher hatte Popoff(12) begonnen, die Wirkung
von Pepsin und Trypsin auf die Nucleinstoffe zu untersuchen.
Nach seinen Befunden gehen bei der Verdauung von Thymus-
brei durch Pepsin nur ganz geringe Mengen Nuclein in Ldsung,
bei der Verdauung durch Pankreatin von Witte aber betracht-
liche Mengen, ohne daR das Nucleinsauremolekul selbst dabei
zersprengt wird. Milroy (13i, welcher die Untersuchungen Po-
poffs im Jahre 1890 fortsetzte, fand, daf die aus Thymus,
roten Blutkdrperchen des Vogelblutes und Pankreas dargestellten
Nucleinkdrper durch Pepsin und Trypsin in LOosung tbergefiihrt
werden, ohne eine wesentliche Spaltung zu erleiden. Denn einer-
seits war die Menge der abgespaltenen Orthophosphorséure
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stets (bis auf einen Versuch: Trypsinverdauung der Kernsub-
stanz des Entenblutes, 47°/0) sehr gering, andrerseits lieR sich
die Nucleinsiiure unter den gelGsten Stoffen nachweisen und
die Zusammensetzung des unverdauten Restes hatte sich nicht
verandert.

Umberfld) bestatigt diese Untersuchungen (1901). Er
fand bei Experimenten mit dem Nucleoproteid des Pankreas
unter den geldsten Stoffen neben betrachtlichen Mengen von
Nucleinsiure Pepton und die weiteren Abbauprodukte des eigent-
lirhen Eiweillkomplexes.

Aus allen diesen Versuchen scheint also hervorzugehen, daf
die eigentlichen proteolytischen Fermente zwar imstande sind,
Nucleinsdure vom Nucleoproteid abzuspalten, nicht aber sie
weiter zu zerlegen. [)a aber bei den Autodigestionsversuchen
«>wohl mit liefe wie mit tierischen Organen Spaltungsprodukte
der Nucleinsaure selbst auftreten, so muRte die Selbstverdauung
von der Trypsin-, resp. PepsinVerdauung wohl unterschieden
werden. Neuerdings ist von Neuberg und Milehner(l5) als
charakteristischer Unterschied die bei der Autolyse auftretende
Bildung freier reduzierender Pentose aus den Nucleoproteiden
beschrieben worden.

Wenn man nun auch aus friiheren Untersuchungen eine
fermentative Zersetzung der Nucleinsaure annehmen mufRte,
so ist es doch das unbestrittene Verdienst von Arakiflo),
diese zuerst direkt demonstriert zu haben, indem er rein dar-
gostellle Nucleinsdure der Einwirkung des Fermentes aussetzte.
Er wahlte zu seinen Versuchen die von A. Kossel und A. Neu-
mann il7) aus der Thymusdrise dargestellte a-Nucleinséure.
deren Alkalisalze in wasseriger Losung beim Erkalten eine gela-
tinierende Masse bilden.

Araki konnte nun durch Einwirkung von Thymus-, Leber-,
Milzextrakt, Trypsin und Erepsin eine Verflissigung dieser gela-
tinierenden Masse konstatieren, wobei die a-Nucleinsiure zu-
nachst in die b-Saure umgewandelt, wahrend bei lénger fort-
gesetzter Digestion auch die letztere weiter zerlegt wurde,
freie Nueleinbasen, sowie anorganischer Phosphor konnten
allerdings nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden. Be-
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zuglich iles Trypsins hebt Araki als interessant hervor, flat;
die eiweibspaltenden Enzyme im (Gegensatz zu den kohlehydrat-
spidtenden auch Stoffe von so verschiedenartiger Konstitution
wie flie Xueleinsauren, zu zerlegen imstande sind. IwanolT #
hingegen halt die von Araki beobachtete Zerspaltung der
Nueleinsdure flir zu gering und nimmt daher fir die Nuciein-
zerselzung im Organismus ein spezielles Ferment an. lwanolt
konnte nun aber in dem Mycel verschiedener Schimmelpilze.
Aspergillus niger und Peénicillium glaucum, ein Ferment na<h-
'veisen, welches die Nueleinsdure bis zur Abspaltung von | s
phorsture und Nticleinbasen zersetzt, und welches er fiir nicht
identisch mit einem proteolytischen Fermente hélt. Fine» Stltze
tir diese Annahme liefern die Versuche von Plenge welche
zeigen, dalR verschiedene Bakterien die Gallerte des a-niielein-
stiuren Natrons verflussigen, und zwar nicht nur diejenigen,
welche Gelatine Verflissigen, sondern z. B. auch Typhus- und
Colibazillus, die Gelatine nicht verflissigen. Zur entgegen-
gesetzten Auflassung (hinsichtlich der Spezilizitat eines Xuclein-
saunk spaltenden Fermentes) kam nach seinen neuerdings
erschienenen Fiitersuchungen Nakayamai20). Dieser Forscher
land, daR das Trypsin nicht imstande ist. eine tiefgreifende
Zersetzung der Nueleinsaure herbeizuftiihron, wahrend aus ihr
durch Digestion mit proteolytisch stark wirksamen Krepsiu-
IGsungeii freie Nucleinbasen, sowie anorganischer Phosphor
abgespalten wurden. Aus diesem Befund schliel3t Nakayama
einerseits, dal das Trypsin mit dem Krepsin nicht identisch
ist. andererseits, dall zwischen proteolytischen und Nueleinsaure
spaltenden Fermenten ein prinzipieller Unterschied nicht zu
machen ist. Ich mochte jedoch der letzten Schluf3folgerung
nicht durchaus beipllichten, da moglicherweise der Darmsaft
neben dein Krepsin ein besonderes auf Nueleinsdure wirksames
Ferment, eine ‘Nuclease*,*) enthalt.

Weiter unten werde ich noch auf einige dieser Frgebnisse
einzugeben haben, doch bemerke ich schon jetzt, dali meine
Versuche, die alle unabhangig von Nakayama angestellt wurden,

* Jwano ff will diese Bezeichnung mit Recht fur ein das Nuclcin-
saurenndektl zerlegendes Ferment Vorbehalten wissen.
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zu dem gleichen Resultat tihrten, was die Unwirksamkeit des

Trypsins und die Art der fermentativen Spaltung der Nuclein-
silure anlangt.

|  Wirkt das Trypsin auf die Nucleinsdure ein? *)

Ich \ei wandte zu meinen V(*rsuchen eine 4°/oige wasserige
Losung von a-nucleinsaurem Natron, dit», in der Warme flssig,
hoi Zimmertemperatur eine vollkommen starre Masse bildete
und zu wenigen Kubikzentimetern in Reagenzglasern abgefullt
war. Ras a-nucleinsaure Natron wurde nach der Vorschrift
von Neu mann p2l) hergestellt. Nach etwa eingetretener Ver-
flussigung wurde immer versucht, noch vorhandene gelatinierende
Substanz nachzuweisen. Renn die Verflissigung allein war ja
auch nach physikalischen Gesetzen durch Diffusion maoglich,
und nur die Unmoglichkeit des Nachweises von gelatinierender
Substanz war fir eine Zerstérung der a-Nucleinsdure durch
das Ferment beweisend. Fs wurde dabei derart verfahren, dal}
das Versuchsgemenge heil3 filtriert und dann mit Alkohol und
etwas Natriumacetallosung versetzt wurde». Durch diese Rea-
gention wird das a-nucleinsaure Natron aus der wasserigen
Losung gefallt,, und man kann es dann, wenn man es in heilem
Wasser l6st, nach dem Krkalten der Losung als gelatinierende
Substanz selbst in geringer Menge noch erkennen. Als ich also
Grubler’sche Trypsinpraparate, Hammarsten’schen Pankreas-
oxtrakt(22), Mays'sehen Pankreasextrakl.(M)," unter Toluol im
Thermostaten auf die Gallerte einwirken lie3, konnte ich mich von
einer tatsachlich intensiven Verflissigung, die auf das Ferment
zurlckzufuhren war, nicht Uberzeugen. Gelatinierende Substanz
war immer nachzuweisen, allerdings war schatzungsweise eine
Verminderung derselben anzunehmen.

Auch Herr Dr. Steudel war, wie er mir mitteilte, bei
Versuchen, die er bereits vorher angestellt hatte, zu der gleichen
Ansicht gekommen.

*) Die diese Krage betreffenden Untersuchungen habe ich in meiner
Inauguraldissertation: «lst die Nuclease mit dem Trypsin identisch?»
Heidelberg 1905, ausfuhrlich auseinandergeset/.t. Sie sollen deshalb hier
nur kurz wiedergegeben werden.

‘to*
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Fine intensive Wirkung erhielt ich zum ersten Male bei
Anwendung von frischem Pankreasbrei. Hier fiel regelmaRig
die nach der Verflissigung angestellte Probe auf Gelatinieren
negativ*; aus. Ebenso verhielt sich ein nach l6stindiger
Digestion des Pankreasbreies unter Toluol bei Zimmertemperalm*
mit Hilfe der Buchnersehen Presse erhaltener Pankreasprel3-
saft. Diese Versuche fihrten dann darauf hin, Pankreas-
extrakte zu untersuchen, die nach kirzerer Digestionszeit er-
halten waren, und sie mit solchen zu vergleichen, die nach
langerer Digestionszeit erhalten waren.

Es zeigte sich nun, dal} z. B. ein nach ITstlindiger Di-
gestion gewonnenes Pankreasextrakt die Wirkung in ausge-
zeichneter Weise hervorzubringen imstande war, wéhrend es
nach 92stlndigcr Digestion diese Fahigkeit fast vollkommen
eingebulit hatte. Gleichzeitig fiel aber auf, daR gerade bei den
furNucleinsdure wirksamen Extrakten, die nach kurzer Digestions-
zeit erhallen waren, von einer Wirkung auf eine Fibrinflocke
kaum eine Andeutung vorhanden war, wahrend sie bei den
alteren Digestionsextrakten deutlich hervortrat. Die Nuclease
schien also in den Pankreasextrakten zuerst aufzutreten, um
dann bei langerer Digestion dem proteolytischen Agens Platz
zu machen. Dieser spontane Umschlag konnte auch bei ein
und demselben Versuchsgemenge deutlich beobachtet werden.
Es wurden zu diesem Zwecke 100 g Pankreas mit 200 ccm
Wasser und Toluol angesetzt, in einzelnen Zwischenrdumen
Proben von dem Extrakt abfiltriert und auf ihre Wirkungs-
weise auf eine Fibrinflocke, resp. auf das a-nucleinsaure Natron
untersucht. Es sei bemerkt, dal hier sowohl, wie in allen
folgenden Versuchen, bei der letzteren Prufung immer soviel
von dem Extrakt zugesetzt wurde, als die Menge der LOsung des
a-nucleinsauren Natrons betrug. Die Tabelle, welche das Ergebnis
zeigt, sei der Ubersicht halber hier wiedergegeben (s. Seite 343).

Ich mochte im Hinblick auf die Tabelle hinzufiigen, dal
das Verschwinden der Nuclease und das Auftreten des Trypsins
bei den vielfach angestellten Versuchen nicht immer zu der-
selben Zeit stattfand, sondern dal} sich hierin grofe Schwan-

*) 1). h. es war keine gelatinierende Substanz nachzuweisen.
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kiin®i‘ll zeigten, sodal ich die vollkommene Trennung der beiden
Fermente nicht in meiner Gewalt hatte. Ofters ist sie aber
vollkommen gelungen, so z. B. im Falle des in der Tabelle er-
wahnten Pankreasextraktes, der zuletzt stark proteolytisch wirk-
sam, ohne Wirkung aber auf Nucleinsdure war. In &ufRerst
seltenen Fallen beobachtete ich, dall der Pankreasextrakt trotz
lange ausgedehnter Digestion seine Wirkung auf Nucleinsaure
nicht einblfite. Dann wurde aber das Auftreten des proteo-
lytischen Fermentes vermilit. Umgekehrt erhielt ich gelegent-
lich Pankreasextrakte, die schon nach ganz kurzer Digerierungs-
zeit stark proteolytisch wirksam waren. Hier war dann aber
von der verflissigenden Wirkung auf die Losung des a-nuclein-
sauren Natrons nichts zu merken. Aus allen Versuchen geht
also die Kegel hervor, dal3, je starker die proteolytische Wirkung
des Pankreasextraktes, desto schwaéacher diejenige auf Nuclein-
saure ist, und umgekehrt. Aut Grund dieser Tatsache und mit
Kiieksicht auf die gelegentlich gelungene vollkommene Isolierung
der beiden Wirkungen nehme ich an, daf3 die Nuclease mit
dem Irypsin nicht identisch ist. dal3 es sieh um die
Wirkungen zweier verschiedener Fermente handelt.

| Bis zur Auflosung Hi« zur Verfllssigung
der Fibrinflocke (ler Ga,lerte <k*s a-nuclein-
sauren Natrons verflossene

der Digerierung | verflossene Zeit

Zeit .
10 Stunden 2—3 Stunden 4—0 Stunden?*)
18 Stunden 1 Stunde 4—0 Stunden*)
22 Stunden /4 Stunde 0—10 Stunden**)
25 Stunden 20 Minuten 10—18 Stunden***)
41 Stunden 20 Minuten | Nach 20 Stundenjvvrér*die Masse

noch vollkommen starr.

*I Probe auf Gelatinieren negativ

**liier lieb sicli nach 20 Stunden noch gelatinierende Substanz in
ganz geringer Menge nachweisen.

***) Probe auf Gelatinieren nach 45 Stunden positiv.
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Ks erklart sich aber auch dor scheinbare Widerspruch
meiner Beobachtungen mit den Araki sehen Angaben, da cs.

wie aus meinen Ausfihrungen hervorgeht, wohl moglich ist.
ein Pankreaspraparat zu erhalten, das die Fahigkeit, sowohl
Kiweil» wie auch die Niioleinsaure zu l6ésen, in hinreichendem
Malle besitzt. Nur ist die Wirkung nicht auf ein und dasselbe
Ferment, sondern auf eine Beimengung von Nuclease zum
Trypsin zuruckzufihren.

n. Einwirkung des Trypsins aui die Nuclease.

Mit den folgenden Experimenten wurde nun nach einer
Erklarung gesucht fir den Obergang der Nucleasenwirkung in

di<* proteolytische in demselben Pankreasextrakte. Ich dachte
mir, dull moglicherweise die Nuclease allmahlich durch das sich
bildende Trypsin zerstort wird, und in dieser Erwagung stellte
ich die folgenden Versuche an:

Ks wurden unbesetzt 100 g zerriebenes Pankreas mit 200 ccm
Wasser und Toluol bei Zimmertemperatur. Nach \ Tagen wurde die
FlUssigkeit von dem Brei abfiltriert. Der so erhaltene wasserige Aus-

zug (Ai loste eine ungekochte Fibrinflocke in wenigen Minuten und ver-
flussigte die Gallerte des a-nucleinsauren Natrons nicht.

[*Unl Stunden, bevor Extrakt A abfdtriert wurde, wurden ebenfalls
100 g | ankteas mit 200 ccm Wasser und Toluol bei Zimmertemperatur
angesetzt und der hieraus gewonnene Extrakt (IT nach eben diesen
0 Stunden abfiltriert, sodal3 die beiden Filtrate ungefahr zu gleicher Zeit
erhalten wurden, A nach Ttagiger, B nach ostindiger Digerierung.
B verflussigte die Gallerte des nucleinsauren Natrons nach kraftigem
Umschitteln in wenigen Minuten (Probe auf Gelatinieren nach 19 Stunden

negativ), loste eine Fibrinllocke bei schwach alkalischer Reaktion inner-
halb 20 Stunden gar nicht.

Ein Teil von A wurde nun zum Sieden erhitzt, sodal} er seine
Wirkung auf die Fibrinllocke vollkommen einhiil3te, und dann wurden
vereinigt :

I. Der ungekochte Teil von Extrakt A mit der gleichen Monge von
Extrakt B (Gemisch 1).

Il. Der gekochte Teil von Extrakt A mit der gleichen Menge von
Extrakt B (Gemisch II).

Diese beiden Gemische wurden in folgender Weise geprift .

Versuch 1. 17 Stunden nach der Vereinigung wird Gemisch |
einigen Kubikzentimetern der Lésung des a-nucleinsauren Natrons hin-
zugeligt. und zwar in doppelter Menge, sodal? also von dem nucleasen-
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haltigen Extrakt B die der Ballerte gleiche Menge zur Verwendung kommt,

In kurzer Zeit ist die Masse verfllssigt. Probe auf Gelatinieren 80 Stunden
darauf positiv.

\ ersuch 2. 17 Stunden nach der Vereinigung wird bei schwach
alkalischer Reaktion eine Fibrinllocke der Einwirkung des Gemisches |
ausgesetzt. — Nach 15 Minuten ist sie vOllig zerfallen.

\ ersuch 8. 17 Stunden nach der Vereinigung wird Gemisch Il
der Gallerte des nudeinsauren Natrons in doppelter Menge zugefugt. —

Nach ca. ! Stunde ist die Masse dunnflissig. Probe auf Gelatinieren
80 Stunden darauf negativ.

Versuch r iKonirollversuch). 17 Stunden nach der Vereinigung
Extrakt B in gleicher Menge zu nurleinsaurem Natron. L&dsung in
wenigen Minuten. Probe auf Gelatinieren nach 80 Stunden negativ.

Aus diesen Versuchen ersieht man, dafll in dein Falle,
wo die wirksame Trypsinlésung 17 Stunden auf den nuclease-
haltigen Saft eingewirkt hatte, eine Schwachung der Nuclease-
Wirkung eingetreten ist, wahrend dies dort, wo das Trypsin
vorher durch Kochen zerstért worden war, nicht der Fall ist.
Noch deutlicher trat dies in den folgenden Versuchen hervor,
wo dieselben Gemische, aber erst U Stunden nach der Ver-

einigung, untersucht wurden:
Versuch la. Gemisch ! zur Gallerte des nudeinsauren Natrons

in gleicher Menge. — Nach 72 Stunden ist die Masse starr.
Versuch 2a. Fibrinflocke bei schwach alkalischer Reaktion der
Einwirkung von Gemisch | ausgesetzt. — Nach 80 Minuten ist sie voll-

stdndig aufgelost.

Versuch 8a. Gemisch Il zur Gallerte des nudeinsauren Natrons
m gleicher Menge. — In kurzer Zeit ist Verilissigung eingetreten. Probe
auf Gelatinieren 50 Stunden darauf negativ.

Versuch \a fKontrollversueh). Zur Gallerte des nudeinsauren
Natrons Extrakt 13, und zwar von dem Extrakt nur die Halfte der Menge

dir Gallerte, die andere Halfte wird durch Wasser ersetzt. — Die Masse
id bald \eiflissigt. Probe auf Gelatinieren o) Stunden darauf negativ.

In den folgenden Versuchen wurde der nucleasehaltige

Saft auf andere Weise gewonnen als bisher. Und zwar kam
darauf an, «Im mdglichst schnell zu erhalten, da die Nuclease
im frischen Pankreas, wie sich herausgestellt hatte, am wirk-
samsten ist. Das Verfahren war folgendes: Der Pankreasbrei
wurde mit Saud zerrieben, mit der Handpresse gepreldt, der

ausgeprefRte Saft mit einer gewissen Menge Wasser verdinnt
und filtriert. Mit dem so erhaltenen Saft, der im folgenden
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stots gemeint ist, wenn schlechthin von Pankreasextrakt ge-
sprochen wird, wurden die vorhergehenden Versuche in ent-

sprechender Weise wiederholt. Unbedeutende Anderungen der
Versuchsanordnung sind dabei vorgekommen. Z. B. liel3 ich
die beiden Extrakte A und B langere Zeit (2-3 Tagei aul-
einander einwirken. HegelmURig verflUissigte Gemisch 11 die
gelatinierende Masse vollstandig, und die Probe auf Gelatinieren
fiel nachher negativ aus, wahrend Gemisch | die Masse ent-
weder. gai* nicht verfllssigte, oder nach eingetretener Ver-
flissigung die Probe auf Gelatinieren doch positiv ausfiel. Auf-
fallend war, dall Extrakt B meist sich weniger wirksam auf
die Nucleinsdure erwies, als Gemisch Il. sodal3 bei Versuchen
mit der ersten Fliussigkeit sich gelatinierende Substanz nach-
weisen liel3, wahlend dies bei solchen mit der zweiten nicht
mehr moglich war. Wie ist das zu erklaren? Ich glaube, es
liegt daran, daR bei dem Erhitzen von Extrakt A die nattrlich
auch in diesem, wenn auch nur in geringer Menge noch vor-
handene Nuclease nicht mitzerstdort worden und mithin bei der
Vereinigung mit Extrakt B diesem zugefugt ist. Es wirde
dann das Extrakt B geringere Mengen von Nuclease enthalten
als Gemisch Il. Ich wurde zu dieser Annahme gefihrt durch
den gelegentlichen Befund, dal3 bei Erhitzen auf 75° der Pankreas-
extrakt die Gallerte vollstdndig verflissigte (Probe auf Gelati-
nieren fiel negativ aus), wahrend die Fibrinflocke von demselben
Extrakt nach 17 Stunden noch nicht gel6ést war. Eine feste
Norm lie sich hierfir aber nicht aufstellen. Besonders sprechen
aber einige andere Befunde, welche spater erwahnt werden,
fir eine hohe Resistenz der Nuclease gegen Warme. Hin-
gegen w ird, wie ich aus den soeben besprochenen Ver-
suchsreihen schlief3en zu durfen glaube, die Nuclease
durch das Trypsin zerstort, und ist der Wechsel in
der Wirkung der Pankreasauszuge auf diese Weise
zu erklaren.

ffl. Einwirkung von Séaure und Alkali auf die Nuclease.

Es wurde nun des weiteren das Verhalten von Saure
und Alkali zur Nuclease untersucht. Ich wahlte fir diesen
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Zweck Essigsaure und Natriumcarbonatlésung. Vorher sei be-
merkt. dal die Reaktion dos frisch gewonnenen Pankreas-
extraktes stets schwach sauer ist.

\ ersuche mit Essigsaure.

\ ersuch 1. Zur Losung des a-nucleinsaureti Natrons wird die
.deiche Menge verdinnter Essigsdure hinzugefigt. — Nach wenigen
Minuten ist die Masse dinniliissig. Probe auf Gelatinieren 18 Stunden
darauf stark positiv.

\ (isuch 2. Ein Pankreasextrakl von guter Nucloasonwirkung
wird stark mit Essigsaure angesauert, der LoOsung des nucleinsauren
Natrons in gleicher Menge zugefiigt. — Masse nach wenigen Minuten
dunnflissig. Probe auf Gelatinieren nach 21 Stunden positiv..

Versuch 3. Der mit Essigsaure stark angesauerte Pankreas-
extrakt wird zundchst 21 Stunden stellen gelassen, dann mit Na,,C(),-
Eusimg ungefdhr neutral gemacht und so in gleicher Menge der Gallerte
der Xucleinsaure zugesetzt. — Nach wenigen Minuten ist die Masse
dinnfliissig. Probe auf Gelatinieren nach 24 Stunden negativ.’

Diese Versuche sagen aus, dall Essigsaure die Wirkung
der Nuclease verhindert, ohne eine Zerstdrung des Fermentes
herbeizufuhren.

Versuche mit Natriumcarbonatlosung.

Versuch 1. Zunachst wurde auch Na2CO03-Losung allein der
Galleite zugesetzt. Hier war nichts von einer Verflissigung zu konsta-
tieren. Im Gegenteil, das Natriumcarbonat beginstigt eher die Gelatinier-
barkeit.

Versuch 2. Pankreasextrakt von guter Nuclcasenwirkung wird
mit Na2U)3-Losung alkalisch gemacht und dann in gleicher Menge der
Losung des nucleinsauren Natrons zugefiigt. — Nach 60 Stunden ist die
Masse noch starr.

Versuch 3. Der mit NaXO,-L6sung alkalisch gemachte Pankreas-
extrakt wird im Eisschrank aufbewahrt, nach 1) Stunden mit Essig-
sdure neutralisiert und unserer Gallerte in gleicher Menge zugesetzt. —
Die Masse bleibt starr.

Versuch 4 (Kontroliversuch). Derselbe Pankreasextrakt allein
ohne Zusatz von Reagentien) zu nucleinsaurem Natron zugesetzt, ver-
flissigt die Masse. Probe auf Gelatinieren negativ.

Versuch 5. Pankreasextrakt mit Na;CO,-Losung alkalisch ge-
macht, sofort darauf mit Essigsaure neutralisiert und dem nucleinsauren
Natron in gleicher Menge zugefiigt. — Die Masse ist bald dinnllussig.
Probe auf Gelatinieren 72 Stunden darauf negativ.
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Versuch 6. Pankreasextrakt mit einem neutralen Gemisch von
Essigsaure und Natriumcarbonat versetzt und im Eisschrank aufgestellt.

Nach lii Stunden zu nucleinsaurein Natron in gleicher Menge. — j-s

tritt bald Verflissigung ein. Probe auf Gelatinieren 48 Stunden darauf
negativ.

Versuch?. Ein Trockenpréparat der Nuclease (von guter Wirkung
dessen Herstellungsverfahren spater beschrieben werden wird, wird m

Wasser gelost, mit Na/X), alkalisch gemacht, so stehen gelassen und
nach 24 Stunden mit Essigsdure schwach angesduert. Darauf in gleicher

Menge dem nucleinsaureu Natron zugeflgt. Nach 1)6 Stunden ist die
Masse noch starr.

\\ ir schlieRen aus diesen Versuchen, dal} Natriumcarbonat
sowohl die W irkung der Nuclease verhindert, als auch hei
langerer Einwirkung eine Zerstérung des Fermentes herbeiftihit

In einem Versuche, wo ein gut wirksamer. frischer Pankreas-
extrakt'mit Natriumcarbonat neutralisiert wurde, war eine deut-
liche Schwachung der Wirkung auf Nucleinsaure zu konstatieren.

Mithin ist schwach saure Reaktion, wie sie sich auch im
frischen Pankreasextrakt findet, fiir die Wirkung der Nuclease
am gunstigsten, vielleicht Gberhaupt erforderlich.

IV. Darstellung eines Trockenpraparates.

Es sei nun kurz das Verfahren zur Gewinnung des vorhin
erwahnten Trockenpréparates geschildert

070 g Pankreas wurden mit Sand und Kieselguhr zer-
rieben und mit der Bluchner'sehen Presse gepreBt. Der ge-
wonnene Saft (100 ccm) wurde sofort mit Ammonsulfat bis
zur Séttigung versetzt, der entstandene Niederschlag abfiltriert
und mit Alkohol und Ather getrocknet.

Das Filtrat war ohne Wirkung auf Nucleinsdure. Der
getrocknete Niederschlag verflissigte, in destilliertem WTasser
gelost, nucleinsaures Natron vollkommen in einigen Stunden
(Probe auf Gelatinieren fiel nachher negativ aus) und l0ste eine
Fibrinllockebei schw ach alkalischer Reaktion innerhalb 2 Stunden
gar nicht, nach 19 Stunden allerdings vollkommen. Das Pulver
hatte «eine Wirkung zur Zeit der letzten Priufung (2 Monate
nach Herstellung) noch bewahrt.

Gelegentlich einiger Fallungsversuche wurde festgestellt,
dall die Nuclease nicht dialysierbar ist.
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V. Verbreitung der Nuclease.

Die vorstehend beschriebenen Versuche wurden, wie schon
erwahnt, mit einem aus Kindspankreas dargestellten Praparat
aiisgefuhrt.  AufRerdem fand ich dies Enzvm in Bestatigung
der Arak Eschen Angabe in der Kalbsthymus, fernerhin im
lInndepankreas (auch bei neugeborenen Tieren), mit W’ahr-
M-heinlichkeit in der Kalbsniere; hingegen nicht im Kindsmuskel
und im Rinderblut. Auch das Pepsin (Gribler) erwies sich
frei von einer entsprechenden Wirkung. Leider hatte ich keine
Gelegenheit, das Pankreassekret auf seinen Gehalt an Nuclease
zu prafen, was natirlich von groBer Wichtigkeit ware. Es

>t aber wohl zu vermuten, daB das Ergebnis negativ aus-
gefallen ware.

VI Tritt eine Spaltung der Nucleinsaure unter der Wirkung der
Nuclease des Pankreas ein?

Nakayama schlieBt aus seinen oben zitierten Versuchen,
«lak unter der Wirkung des Erepsins eine Spaltung der Nuclein-
sdure eintritt. Bezliglich der Phosphorsaure erscheint dies
Ergebnis einwandsfrei, denn die gefundenen Werte der abge-
spaltenen Phosphorsaure sind sehr hohe. Nicht so tberzeugend
i>t aber meines Erachtens die Bildung freier Nucleinbasen nach-
gewiesen. Hierzu scheint mir die Darstellung eines krystalli-
sierenden Salzes dieser Basen und die Prifung der angewandten
Eermentlosung auf praformierte oder abgespaltene Basen er-
forderlich. Ferner habe ich bei meinen Versuchen mit der
Nuclease des Pankreas das Eindampfen der Ldsung vor der
Silberfallung vermieden. Auch bei Innehaltung dieser Cautelen
war das Ergebnis dasselbe wie das Nakayamas.

Mein Verfahren gestaltete sich folgendermallen: Nachdem
die Losung des a-nucleinsauren Natrons etwa 2-3 Tage lang
der Wirkung der zu untersuchenden Flissigkeiten ausgesetzt
worden war, wurde das Gemisch filtriert und das Filtrat zur
Beseitigung etwa noch vorhandener Nucleinsdure mit Schwefel-
sdure versetzt, da die gel6ste Nucleinsdure nach den Beobach-

tungen von A. Kosself*4) die spater vorzunehmende Ausfillung
der Basen mit ammoniakalischer Silberldsung hindern mufte.
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Dor dabei etwa ausgefallene Niederschlag wurde abfiltriert,
darauf wurden aus dein Filtrat die Purinbasen mit Queeksilbor-
sulfatlosungt23) gefallt. Der so entstandene Niederschlag wurde
abgesaugt, in Wasser aufgeschwemmt und unter Zusatz von
etwas Salzsaure mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Dann wurde
wiederum filtriert und das Filtrat durch Durchleiten von Luft
vom Schwefelwasserstoff befreit. Nun wurde es mit ammnonia-
kalischer Silberlosung geféllt, der entstandene Silberniederschlag
abfiitrierl, gut ausgewaschen, in Wasser aufgeschwemmt und
unter Zusatz von Salzsdure in der Warme zersetzt. Das Chlor-
silber wurde abliltriert. durch das Filtrat noch einige Blasen
Schwefel Wasserstoff geleitet und dann wiederum filtriert. Das
letzte Filtrat wurde zwecks Abscheidung von Krystalien (salz-

saure Purinbasen) eingedampft. Die etwa ausgeschiedenen Kry-
stallo wurden samt dem Rickstand in salzsiurehaltigem Wasser
gelost, die Losung filtriert und wiederum bis zum volligen Aus-

krvstallisiercn eingedampft. Die Krystallc wurden mit Alkohol
und Ather getrocknet und gewogen.*)

In dieser Weise wurden die Gemische von folgenden
Versuchen bearbeitet .

Versuch 1. ;>0 ccm Pankreasextrakt werden unter Toluol an-
gesetzt mit 00 ccm einer 1° oigen Ldsung des a-nucleinsauren Natrons.
Das Resultat der muh 2—3 Tagen vorgenommenen Verarbeitung war:

Dewicht der Krvstalle: 0,1 tot) «

Versuch 2. 50 ccm Pankreasextrakt, welches 5 Minuten lang
gekocht worden war, werden unter Toluol angesetzt mit 50 ccm der
4>igcn Losung des a-nucleinsauren Natrons. Verarbeitung ebenfalls nach
2—3 lagen, liier wurde, bevor das erstemal filtriert wurde, etwas er-
warmt. da die Masse noch etwas dickfllssig war.

Gewicht der gewonnenen Krystalle: 0.1020 g.

Versuch 3. 50 ccm Wasser unter Toluol angesetzt mit 50 ccm
der  oigen Losung von a-nuelemsaurem Natron. Verarbeitung nach 2—3
Tagen: auch hier wird vor dem Filtrieren etwas erwarmt.

Gewicht der gewonnenen Krystalle: 0,0190 g.

Versuch L 50 ccm Pankreasextrakt, der 5 Minuten lang gekocht

war. blieben allein, vor der Verarbeitung 2—3 Tage unter Toluol hei

* h» samtlichen Faéllen, in denen uberhaupt Krystalle erhalten
wurden, prufte icli dieselben mit Hilfe der von Burian als charakteristisch

fir die freien Nucleinbasen angegebenen Diazoreaktion(*«) in der Pauly -
schen Modifikation.(*T) Die Reaktion fiel stets positiv aus.



i ber die Nuclease. 351

Zimmeitemperatur stehen. Hier war der tiiecksilbersulfutnied<*rschlag so
aufderordentlich spérlich, dal3 diese Portion nicht weiter untersucht wurde.

Versuch 5. 50 ccm 4i,0iger L6sung von nucleinsaurem Natron
wurden unter Toluol angesetzt mit 50 ccm verdinnter Essigsaure. Hei
der nach 2-3 Tagen vorgenommenen Verarbeitung war der Silbernieder-
schlag so gering, dal} auch diese Portion nicht weiter untersucht wurde.

Die erhaltenen Krystalle konnten nach ihrem Verhalten zu Am-

moniak sowie aus ihren Krystallformen *» im wesentlichen mit salzsaurem
Guanin identifiziert werden.

In einer anderen entsprechenden Versuchsreihe waren
angesetzt worden: 1 125 ccm Pankreasextrakt mit 125 ccm
der \°,0igen LOsung des nucleinsauren Natrons. 2. i25 ccm
desselben Pankreasextraktes, der aber aut' etwa 80° erhitzt war,
mit »ler gleichen Menge der LoOsung des nucleinsauren Natrons
und 3. 120 ccm desselben nicht erhitzten Pankreasextraktes
flir sich allein unter Toluol. Nach entsprechender Verarbeitung
ergab sich:

Im ersten Falle

Gewicht der Krystalle 0,5860 g.

Im zweiten Falle

Gewicht der Krystalle 0.1071 g.

Im dritten Falle waren nur Andeutungen (unwéagbare
Spuren) von Krystallen zu erkennen.

Die Versuche beweisen, dal3 also eine Abspaltung
von Nucl einbasen statt gefunden hat. welche mit Sicher-
heit auf die Wirkung des Fermentes zu beziehen ist
Ihnn die Menge der nachweisbaren Basen war in den Fallen,
wo der Pankreasextrakt durch Essigsdure oder Wasser ersetzt
wurde, oder wo der Pankreasextrakt fir sieh allein untor-
Hmht wurde, &uRerst gering und nicht zu vergleichen mit der-
jenigen. welche nach Einwirkung von Pankreasextrakt auf Nuclein-
uture festgestellt wurde. Auffallend ist. dall auch dort, wo der
I'ankreasextrakt vorher erhitzt war, bemerkenswerte Mengen
voon Basen nachgewiesen werden konnten. Allerdings waren
fHcse ja immer geringer, als in den Fallen, wo das Erhitzen
unterlassen worden war. Immerhin mufte man hier den grofRten

*) cf. A Kossel in «Hehrens, Kussel. Schiefferdetker:
Das Mikroskop». Braunschweig bei H. Bruhn. 18K9, S. 2KO.
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loil dor \\ irkung auf den zugesetzten Pankreasextrakt (nicht
etwa aul das \\ asser oder die saure Reaktion) und somit auf
das Ferment beziehen. Und dies ist wohl angéngig, da ja
auch andere Fermente bereits bekannt sind, die durch Warme
nicht zerstort werden. Die Abspaltung von Nucleinbasen aus
der Xucleinsaure durch die Nuclease des Pankreas ware so-
mit erwiesen.

Am SchllUsse der vorliegenden Arbeit spreche ich Herrn
Prof. Dr. Kessel fir die Anregung zu diesen Untersuchungen,
sowie die entgegenkommendste Unterstitzung, die er mir bei
ihrer Ausfihrung zuteil werden liel3, den warmsten Dank aus.
Ebenso danke ich Herrn Privatdozenten Dr. Stendel nochmals

fir seine wertvollen Ratschlage bestens.
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