Beitrage zur Kenntnis der Autolyse.

Von
Dr. Luigi Preti aus Pavia.

(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat zu Berlin.)
(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1907.)

Mit dem Ausdruck Autodigestion oder Autolyse bezeich-
net man bekanntlich die Summe aller derjenigen Spaltungs-
vorgange, welche stattfinden, wenn man die vom lebenden
Korper abgetrennten Organe entweder unter aseptischen Kau-
telen oder, zerkleinert, in mit einem Antisepticum — Chloro-
form oder Toluol — versetzten Wasser aufbewahrt.

Uber die Konstanz dieser von intracellularen Fermenten
abhangigen Erscheinungen kann kein Zweifel sein; sie sind in
den verschiedensten Organen, sowie In pathologischen Neu-
bildungen nachgewiesen, dagegen bestehen Zweifel dartber,
ob die Autolyse ausschlie3lich ein postmortaler VVorgang ist,
oder ob man Grund hat anzunehmen, dal} sie auch wahrend
des Lebens stattfindet, also hauptsadchlich der Abbau des Ei-
weilles und der Nucleinstoffe auf diesem Wege erfolgt. Auf
Veranlassung von Professor E. Salkowski habe ich diese
Frage der Entscheidung nédher zu bringen gesucht.

Die Versuchsergebnisse vieler Autoren, die sich mit dem
Studium des Einflusses der alkalischen Reaktion auf die Auto-
lvse beschéftigt haben, lassen diese Zweifel entstehen. Als erster
hat Schwieningl) gefunden, dal} die Alkalescenz die Autolyse
stort. Dasselbe fand Hildebrand?2) fur die Autolyse der
Milchdrise, Hedin und Rowland3) und Hedin4) flir das pro-
teolytische Ferment der Milz verschiedener Tiere. Wiener))
beobachtete, da bei einer durch Natriumcarbonat hervorge-
brachten Alkalescenz, welche 0,2—0,4°/0 NaOH entsprach, die
Autolyse vollstandig aufhorte.

O Virchows Archiv, Bd. CXXXVI, S. 444.

2) Hofmeisters Beitrage zur ehern. Physiol, u. Path., Bd. V, S. 463.
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 531.

4) Festschrift fur Olof Hammarsten, 1906.

5) Zentralblatt fir Physiol., Bd. XIXI S. 349.
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v. Drjewezkil) kam zu folgenden Ergebnissen: iIn
einer Sodal6sung von 0,5°/0 fand sicher keine Autolyse statt,
In einer solchen von 0,3°%0 war sie in einem Falle nachweis-
bar, In einer anderen nicht, in einer 0,2°/oigen war sie un-
zwelifelhaft erkennbar, wenn auch schwacher, als ohne Alkali.
Mit dem Einflul geringer Alkalescenzgrade beschaftigten sich
Bar und LOb,2) sowie In einer spateren Arbeit Baer3) allein.
Wiener schlol} aus seinen Versuchen, dall die Autolyse ledig-
lich ein postmortaler Vorgang sei, Bar und LOb sprechen
sich nicht so entschieden aus, sind aber der Meinung, dal} der
Organismus in der Art des Blutzuflusses und des Lymphstromes
einen Regulationsmechanismus fir die Autolyse besitzt.

Um die in Rede stehende Frage einer Entscheidung naher
zu bringen, stellte ich Versuche in dreifacher Richtung an.

1. Es wurden die Versuche von Bar lber den EinfluB
geringer Alkalescenzgrade wiederholt und vervielfaltigt.

2. Es wurden vergleichende Versuche uUber die Autolyse
In Blut und In Wasser von annahernd demselben Alkalescenz-
grade angestellt.

3. Es wurde die Autolyse bluthaltiger und blutfreier Or-
gane verglichen.

. Der EInflull geringer Alkalescenzgrade.

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie bei Bar.
Bei Hunden, welche soeben durch Verbluten getOtet waren,
wurde Ringersehe Losung solange in die Pfortader eingefihrt,
bis sie aus den Lebervenen farblos abflol. Die Leber wurde
auf diesem Wege ganzlich von Blut befreit. Die Leber wurde
nunmehr zerhackt und von dem Organbrei je 10 g mit 200 ccm
physiologischer Kochsalzlosung unter Zusatz bestimmter wech-
selnder Mengen Natriumcarbonatlésung in den von Bar ange-
wandten Zahlenverhaltnissen angesetzt und 4 Tage Im Ther-
mostaten bei 39—40° belassen. Alsdann wurde die Mischung
nach Zusatz von 2 g Monokaliumphosphat zur Entfernung des

9 Biochem. Zeitschrift, Bd. I, S. 229.
2) Arch. f. experim. Pathol., Bd. LUI, S. 1.
3) Arch. f. experim. Pathol., Bd. LYI, S. 68.
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Eiweil3esy gekocht, nach dem Erkalten wieder auf 200 ccm auf-
gefullt und filtriert. In je 80 ccm des Filtrates bestimmte ich
den Stickstoff nach Kjeldahl unter Anwendung von Queck-
silberoxyd. Zum ZurUcktitrieren diente Vs-Normalnatronlauge.
In den Tabellen ist die Anzahl der Kubikzentimeter Vs-Nor-
malsaure angegeben, welche durch den nicht koagulierbaren
Stickstoff beansprucht wurden.

Im Maximum wurden, wie beil Baer, 48 ccm Vs-Normal-
natriumcarbonat in 200 ccm Menstruum angewendet, dieses
entspricht einer Alkalikonzentration von 0,254 °/o Natriumcar-
bonat — 0,192 Natriumhydrat.

Versuchsreihe |I.

Hundeleber  7s-n-Na2CO3 Physiologische Nicht koagulierter N,

Kochsalzl6sung entsprechend
g cem cem Vs Saure in ccm
sofort koaguliert
) 10 + 200 2,2
1. 10 -T 48 + 152 6,5
IH. 10 - 24 - 176 6,5
V. 10 4- 12 + 188 8,2
V. 10 - 6 + 194 1,7
VI. 10 + 3 + 197 9,1
VII. 10 0 + 200 11,1
Versuchsreihe |l.

Physiologische Nicht koagulierter N
Hundeleber  “/s-n-Na2C03 o Yo o9 Icht koagulierter

KochsalzlGsung = V5-n~Séure
ccm ccm ccm
sofort koaguliert

1. 10 -+ 200 2.1
11, 10 -|- 48 + 152 7,9
HI. 10 + 24 + 176 8,9
V. 10 + 12 -~ 188 11,4
V. 10 -f- 6 -f 194 10,5
VI. 10 -f- 3 -+ 197 9.5
VII. 10 0 -f 200 11,8

*) Nach Embden und Knop, Hofmeisters Beitrage z. ehern.
Physiol, u. Path., Bd. Hll, S. 123.
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Versuchsreihe IllI.

Physiologische Nicht koagulierter N
Hundeleber 1/5-n-Na2GO03

Kochsalzlésung — Ves-n-Saure
g ccm ccm ccm
sofort koaguliert

I. 10 + 200 1,8
Il. 10 + 48 + 152 5,3
In. 10 + 24 + 176 5,6
V. 10 + 12 + 188 10,9
V. 10 + 6 + 194 8,3
VI. 10 + R + 197 9,5
VII. 10 0 + 200 12,6

Versuchsreihe 1V.

Physiologische Nicht koagulierter N
Hundeleber 115-n-Na2C03

Kochsalzl6sung = 1/5 n_Saure
ccm ccm ccm
sofort koaguliert

l. 10 0 + 200 1,6
1. 10 -j- 48 + 152 11,2
1. 10 + 24 + 176 16.9
V. 10 + 1> 4 09 16,0
V. 10 + 6 + 194 11,4
VI. 10 f 3 + 197 11,9
VII. 10 0 + 200 17,5

Das Resultat der Versuche ist, wie die Betrachtung der
Tabellen ergibt, nicht einheitlich.

Im Versuch | hemmt der grof3te Alkaligehalt, entsprechend
0,254 °/o Natriumcarbonat, am starksten, der halb so grolle
Alkaligehalt aber ebenso stark; abgesehen hiervon bildet die
Hemmung eine ganz kontinuierliche Reihe; in den drel andern
Versuchen liegt die starkste Hemmung zwar auch bei dem
hochsten Alkaligehalt, aber die Reihe ist nicht kontinuierlich,
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die schwacheren Konzentrationen hemmen mehr als die star-
keren. Das Optimum der Wirkung liegt bei Versuch Il und
Il bei dem Zusatz von 12 ccm Natriumcarbonatlosung, ent-
sprechend einer Konzentration von 0,0635°/o, bel Versuch IV
bel dem Zusatz von 24 ccm Natriumcarbonatlosung entspre-
chend 0,127 0/o. Auf die Abweichung des Versuches IV von
Il und Il ist bei den geringen Differenzen in der Angabe der
verbrauchten Kubikzentimeter kein groBer Wert zu legen.
Jedenfalls liegt das Optimum der Wirkung des Fermentes nicht
bei den niedrigsten Graden der Alkalescenz, sondern bei den
hoheren zwischen 0,0635 und 0,127 °/o Natriumcarbonat.

Die Versuche Il und Il stimmen mit den von Baer mit-
geteilten (er hat, soweit ich sehen kann, nur einen solchen
Versuch angestellt) Uberein, auch er fand das Optimum beli
Zusatz von 12 ccm gleich 0,0635°/0 Natriumcarbonat. Das
Optimum nahert sich sehr stark dem ohne Zusatz von Alkali
erreichten Umfang der Autolyse. Das ist ein sehr wichtiges
Faktum, denn wir haben durchaus keinen Grund zu der An-
nahme, dall wahrend des Lebens in der Leber bezw. In an-
deren Organen so sehr hohe Alkalescenzgrade bestehen. Nicht
weniger wichtig ist, dal auch bei einem Alkalescenzgrade von
0,25°/o0 Natriumcarbonat die Autolyse keineswegs aufgehoben ist.

II. Versuche mit Blut und alkalisiertem \Wasser.

Zu diesem Versuche benutzte ich feinzerhackte, moglichst
frische Kalbsleber, die ich in sterilisierte Gefa3e brachte. Das
erste Gefal? fullte ich mit 100 g Leber und 500 ccm Blut desselben
Tieres. Das zweite mit 100 g Leber und 500 ccm destilliertem
Wasser mit einem Zusatz von Natriumcarbonat entsprechend
0,2°0 NaOH gleich 0,265 °/0 Natriumcarbonat. Das dritte
Gefal enthielt nur 500 ccm Blut. Zur Sterilisierung diente
ein Zusatz von 1°/0 Toluol. L Auflerdem wurden 500 ccm Blut

*) Chloroform lie3 sich nicht anwenden, da nach friiheren Beobach-
tungen von E. Salkowski (Deutsche Med. Wochenschr. 1888, Nr. 16)
das Blut dadurch hei 400 koaguliert wird, wie beim Erhitzen bezw. Kochen.
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unter Zusatz von 2,5 1 Wasser unter minimaler Ansauerung mit
verdunnter Schwefelsaure aufgekocht.

Nachdem die Mischungen nach wiederholtem Schutteln
72 Stunden im Thermostaten gestanden hatten, wobei die al-
kalische Reaktion bestehen geblieben war, wurden sie mit
2,5 1 destilliertem Wasser verdinnt und unter Anwendung von
verdunnter Schwefelsdure gekocht. Nach dem Abkihlen wurde
durch Wasserzusatz das Volumen von 3 | (mit dem Nieder-
schlag gerechnet) hergestellt, dann durch trockene Filter fil-
triert. Vom Filtrat nahm ich 2000 ccm, lieR bis 800 ccm ver-
dampfen (bezw. etwas mehr, dann wieder Wasserzusatz). In
der so erhaltenen eiweil3freien FlUssigkeit bestimmte ich:

1. Gesamtstickstoff,

2. Stickstoff der Albumosen,

3. ) der Purinbasen,

4, » der Monoaminoséauren. Q

Die erhaltenen Resultate sind in den folgenden Tabellen ent-
halten. Die Zahlen beziehen sich auf die ganze angewendete
Quantitat des Versuchsmaterials.

Versuchsreihe V.

1 2.

100 g Kalbsleber
f- 500 g Lésung 100 g Kalbsleber

von 0,265 °0 Na2C0o3  -J- 900 ccm Blut

g g
Gesamt-N.........coveevvennnn, 0,5488 0,8344
Monoaminosauren-N . . . 0,2732 0,5281
Albumosen-N.........cc......... 0,0761 0,0492
Purinbasen-N................... 0,0788 0,0548

R Ygl. hierlber die Arbeit von Drjewezki, Biochem. Zeitschrift,
Bd. I, S. 229.
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Versuchsreihe VI.
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1. 2. 3. 4,
100 g Kalbs-
500 ccm Blut 500 cem Blut . leber 100 g Kalbs-
fort -j- 500 ccm leber
Sotor o Losung  4- 500 ccm
- digeriert 0.265 °/
koaguliert von U, 0
J Na2C03 Blut
g g
Gesamt-N . . .. 0,2128 0,4088 0,3864 0.8848
Monoaminosauren-N 0,0739 0,1523 0,2307 0,5331
Albumosen-N . 0.0515 0,1164 0,0627 0,1008
Purinbasen-N |, 0,0123 0,0067 0,0347 0,0436
Versuchsreihe VIL.])
1 2. 3. 4,
500 ccm Blut 500 ccm Blut 100 g Leber 100 g Leber
sofort iy 509 e
K liert digeriert 0.265 0 1ger 500 ccm Blut
oagulier Na2C03-L6sung
g g g g
Gesamt-N. . 0,1624 0,2128 0,3752 0,5953
Monoamino-
sauren-N . 0,0470 0,0716 0,1500 0,2710

Welche Schluléfolgerungen lassen sich aus diesen Zahl-
ergebnissen ziehen?

Aus der Versuchsreihe V folgt zunachst, dall die Bildung
der Albumosen und der Purinbasen jedenfalls durch die An-
wesenheit von Blut gehemmt wird.

Um zu sehen, ob das in der Versuchsreihe V beobach-
tete Plus von Stickstoff im ganzen und von Monoaminosaure-
stickstoff, das sich in der Mischung von Blut mit Leber zeigt,
vielleicht von dem Blut als solchem oder von einer Autolyse
desselben abhangt, wurde die Versuchsreihe VI angestellt. Die-
selbe zeigt:

*) In dieser Versuchsreihe wurde das Eiwel} durch Kochen mit
Monokaliumphosphat entfernt.
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1. Dall im Blute selbst Autolyse stattfindet. Der Umfang
derselben ergibt sich, wenn man die fur das frisch untersuchte
Blut erhaltenen Werte von denen des digerierten abzieht.

Es betrdgt der Zuwachs an Gesamtstickstoff 0,4088 —
0,2128 = 0,196 N, der Zuwachs an Monoaminosauren-N 0,1523
— 0,0739 = 0,0784 N, der an Albumosen-N 0,1164 — 0,0515
= 0,0649 N.

Bel der Digestion des Blutes nehmen also Gesamtstick-
stoff, Monoaminosaurenstickstoff und Albumosenstickstoff zu,
dagegen ergibt sich auffallenderweise eine Abnahme des Purin-
basenstickstoffs. Da die Zahlen des N indessen sehr klein sind,
so kann man nur soviel schlielen, dal die Purinbasen jeden-
falls nicht zunehmen, eine Spaltung von Nucleinsduren also
nicht stattfindet, sei es, dall es an solchen im Blut fehlt oder
dal} es an dem betreffenden Ferment, der Nuclease, fehlt.

2. Um die Autolyse der Lebersubstanz in der Mischung 4
der Yersuchrreihe VI feststellen und mit der Autolyse des
Blutes vergleichen zu konnen, muR man die Zahlen der Ko-
lumne 2 von denen der Kolumne 4 abziehen. Es ergibt sich
dann als Autolyse der im Blute digerierten Leber

1. Gesamt-N 0,8848 — 0,4088 = 0,4076 g,

2. Monoaminosauren-N 0,5331 — 0,1523 = 0,3808 g,

3. Purinbasen-N 0,0436 — 0,0067 = 0,0369 g.

Fur den Albumosen-N ist die Rechnung nicht ausfihrbar,
da fur diesen in Kolumne 2 mehr gefunden wurde als Iin Ko-
lumne 4.

3. Vergleicht man mit diesen Zahlen die in der Kolumne 3
erhaltenen, so ergibt sich beziglich des Gesamt-N noch ein
kleines Plus flr die Autodigestion der Leber im Blut, gegen-
tber der in Alkalildsung, namlich 0,0996 g (0,4800 — 0,3864),
ebenso fur den Monoaminosauren-N 0,1501 g. Die Differenz
fur den Purinbasen-N ist zu klein, um In Betracht zu kommen,
und beziglich des Albumosen-N ist ein Vergleich nicht mdg-
lich, da fur die Digestion des Blutes sich allein schon mehr
ergeben hat, als bei der Mischung von Blut und Leber.l)

X) Maoglicherweise liegt hier ein Yersuchsfehler vor.
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Wenn man auf die Unterschiede bei ithrer Kleinheit auch
keinen groRen Wert legen wird, so folgt doch jedenfalls so
viel daraus, dal3 die Autolyse der Leber in Blut nicht schwa-
cher ist, wie die in Alkalilosung von 0,265 °/o0 Na2CO03

Auch aus Versuchsreihe VII ergibt sich, da das Blut einer
Autolvse unterliegt. Der Zuwachs an Gesamt-N betragt 0,0504 g,
der an Monoaminosauren-N 0,0246 g, ist also allerdings recht
geringfugig.

Vergleicht man die Autolyse der Leber in Blut mit der
In alkalischer Lo6sung, so ergibt sich folgendes:

In der Mischung 4 ist der Gesamtstickstoff (nicht koagu-
lierbar) gefunden 0,5935 g. Davon entfallt auf das Blut 0,2128 g,
also auf die Leber 0,3825 g. In der Autolyse der Mischung 3
Ist gefunden 0,3752 g, also fast dieselbe Zahl.

An Monoaminosaurenstickstoff fand sich in Mischung 4
0,271 g; davon entfallt auf das Blut 0,0716 g, also auf die
Leber 0,1994 g. Die Autolyse der Leber in der alkalischen
Fllssigkeit hat 0,1500 g ergeben; Es ist also noch ein ge-
ringes Plus fur die Autolyse der Leber in Blut vorhanden.

Was speziell die in Blut selbst stattfindende Autolyse
betrifft, so haben M. Ascoli und Moreschil) in den Leuko-
cyten ein Ferment von derselben Wirkung wie das autolytische
gefunden. Erben?) hat beobachtet, dal sich im menschlichen
Blut nach dreitagiger Digestion zwar kein Pepton, wohl aber
Albumosen in geringer Menge finden.

[1l. Versuche mit bluthaltiger und blutfreier Leber.

Ich nahm zwei ungefahr gleich schwere Kaninchen. Das
eine wurde durch Durchschneiden der Carotis getotet, die Leber
herausgenommen und von der Pfortader aus solange mit phy-
siologischer Kochsalzlosung durchspilt, bis die FlUssigkeit aus
den Lebervenen farblos abflol. Das andere Kaninchen wurde
durch Nackenstich get6tet und nach einer halben Stunde die
Leber entnommen. Natdrlich hatten die Organe ein sehr ver-
schiedenes Aussehen : die erste Leber war grauwell, die zweite

9 Lavori dell’Xl Congresso Medico, Roma 1902.
2) Mlnch. Med. Wochenschr., 1906, S. 2567.
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rot. Von jeder feinzerhackten Leber wurde dieselbe Quantitat
mit 500 ccm Chloroformwasser 72 Stunden lang im Thermo-
staten bei 39—40° gelassen, die gut verschlossenen Gefélie
Ofters durchgeschuttelt.

Nach beendeter Digestion wurden die Mischungen unter
Zusatz von Monokaliumphosphat aufgekocht. Nach dem Er-
kalten wurden sie durch Wasserzusatz auf das Volumen von
500 ccm gebracht, dann filtriert und von 50 ccm der Stick-
stoff nach Kjeldahl bestimmt. In der nachfolgenden Tabelle
sind die erhaltenen Werte fur den nicht koagulierbaren N zu-
sammengefalt.

versuchs- Quantitat N in der N in der
ummer des Lgberbreies blutfre_ien Leber bluthaltigen Leber
in g In g in g
VI 65 0,2716 0,2492
IX 34 0,2016 0,1736
X 78 0,4592 0,2940
XI 54 0,3864 0,252
X1l 72 0,3556 0,3444
X111 67 0,4536 0,3050

Bel Betrachtung der Tabelle fallt sofort auf, daR in allen
6 Versuchen ausnahmslos in der vorher durch Ausspilen von
Blut befreiten Leber mehr unkoagulierbarer Stickstoff gefunden
Ist, als In der bluthaltigen. Es laldt sich nicht verkennen, dal}
dieses Resultat in einem gewissen Widerspruch steht zu den
Im vorigen Abschnitt behandelten Ergebnissen der Digestion
des Leberbreies in Blut, welche zum wenigsten ergeben hatten,
dal} das Blut die Autolyse nicht hemmt. Das hoOhere Resultat
bei der ausgespulten Leber fallt umsomehr ins Gewicht, als
die ausgespulte Leber natUrlich wasserreicher war, dasselbe
Gewicht also nicht dieselbe Quantitat Lebersubstanz reprasen-
tierte. Eine bestimmte Erklarung ist flr die Erscheinung na-
tirlich nicht zu geben. Man konnte sich vorstellen, da durch
die WaschflUssigkeit Substanzen entfernt sind, welche, abge-
sehen von Blut, hemmend auf die Autolyse einwirken.
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Fragen wir nun, was sich aus den Versuchen fur die
Frage ergibt, ob die Autolyse der Organe eine postmortale Er-
scheinung ist, oder ob sie auch wahrend des Lebens statt-
findet, so laldt sich hiertiber folgendes sagen:

Eine bestimmte Entscheidung haben meine Versuche nicht
gebracht, und konnen sie auch der Natur der Sache nach nicht
bringen. Wenn man aber in Betracht zieht, dal} eine Alkales-
cenz der Digestionsflissigkeit von ca. 0,25°/0 Natriumcarbonat
die Autolyse nicht hindert, wenn sie dieselbe auch verringert,
ferner dalR die Autolyse auch dann stattfindet, wenn der Or-
ganbrei sich direkt im Blut befindet, wenn man ferner erwagt,
dal die Alkaleseenz des Blutes in den Organen durchaus nicht
Immer so hoch zu sein braucht, wie die des entleerten Blutes,
so liegt kein Grund vor, die Autolyse fur eine rein postmor-
tale Erscheinung zu erklaren; es ist vielmehr im hohen Grade
wahrscheinlich, dal} sie auch wahrend des Lebens stattfindet,
und dal namentlich die Eiweil3spaltung in den Organen wahrend
des Lebens durch die intracellularen Fermente bewirkt wird,
eine Anschauung, die E. Salkowskil) schon vor 34 Jahren
ausgesprochen hat.

Mit Bestimmtheit zu entscheiden ist diese Frage nur, wenn
es In groleren Versuchsreihen konstant gelingt, bekannte Ei-
weilispaltungsprodukte, z. B. Aminosauren in physiologisch
frischen Organen nachzuweisen. Einen derartigen positiv aus-
gefallenen Versuch hat bereits DrjewezKki2) mitgeteilt, in
welchem er In der Leber eines eben getOteten Hundes eine
erhebliche Quantitat Leucin nach der a-Naphtylisocyanat-Methode
von Neuberg und Manasse3) nachweisen konnte.

Es sel mir gestattet, Herrn Professor Salkowski meinen
herzlichsten Dank auszudriicken fir den tatkraftigen und be-
standigen Beistand bei der Arbeit, sowie flr den Rat, den er
mir bereitwilligst bei meinen Untersuchungen gewahrte.

fi Virchows 'Annalen, Bd. LVIII, S. 3 (1873).
2) Biochem. Zeitschrift, Bd. I, S. 244.
3) Ber. d. deutsch, chem. Gesellsch., Bd. XXXVIII, S. 2359 (1905).



