Uber den Gehalt blutfreier Organe an Erepsin.

Von
Otto Cohnheim und Dimitri Pletnew (Moskau).

tAus dom physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.)
(Der Redaktion zugegangen am i. August 1910,

Salkowskil) als erster und spater Jacoby?) haben mit
der von ihnen angewandten Methode der «Autodigestion» oder
¢ Autolyse» gefunden, dal} in den Organen und Geweben Endo-
enzyme vorhanden sind, vermittelst deren eine Eiweil3spaltung
zustande kommt. Aufanderem Wege ist es Vernona3) gewesen,
der die Anwesenheit des von einem von unsl) im Jahre 1901 in
der Darmschleimhaut gefundenen Erepsins in verschiedenen
Geweben festgestellt hat. Es erwies sich bei seinen Versuchen,
dal am erepsinreichsten die Darmschleimhaut und davon die
Duodenalschleimhaut ist, wahrend alle anderen Gewebe be-
deutend im Gehalt des Erepsins nachbleiben, mit Ausnahme
nur der Nieren, die ungeféahr doppelt so reich an dem Ferment
sind, wie jedes andere Organ. Die letzte Stelle in der Reihe gehort
dem Blut und Serum, die nur kleine Mengen Erepsin enthalten.

Abderhalden’) und seine Mitarbeiter haben das Vor-
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handensein proteolytischer Fermente in verschiedenen Organen
verschiedener Tiere an einem ausgedehnten Material bestétigt.
Indessen bleibt immer noch der Einwand mdoglich, daR es sich
hier nicht um reine Organ- und Gewebsfermente handelt, dal
vielmehr eine Beimischung der Fermente der verschiedenen
Ulutkdrperchen vorliegt.  Es ist ndmlich von verschiedenen
Beobachtern >) gefunden worden, daR im Gegensatz zu Plasma
und Serum Leukocyten, rote Blutkdrperchen und Blutpléttchen
reich an Fermenten sind. Vernon sagt in seinen Arbeiten
nichts Uber die Art, wie er die Organe vom Blut befreit hat.
Abderhalden mit seinen Mitarbeitern befreite zwar «tunlichst*
die von ihnen untersuchten Organe vom Blut, aber Uber die
Methode ist nichts angegeben, und es war das meiste von ihnen
benutzte Material vom Schlachthaus bezogen. Befreit man die
Organe aber erst extra corpus von Blut, so kann man nicht
vollkommen sicher sein, da Blutkdrperchen, besonders Blut-
plaltchen nicht an den Geweben haften und ihre fermentative
Wirkung bei den Versuchen ausiiben. Nur Bloch,2) der in
Jacobys Laboratorium arbeitete, hat die Leber im blutfreien
Zustande untersucht, und Autolyse beobachtet.

Wir hielten es deshalb fir zweckmaRig, den Gehalt der
Organe an Erepsin nachzukontrollieren. Um mdglichst die Bei-
mischung der Blutfermente zu vermeiden, haben wir die Tiere
— Katzen — lebend mit erwarmter Ringerscher Lésung aus-
gewaschen und zwar auf folgende Weise.3) Es wurde eine
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Carotis geoffnet, aus welcher das Blut hinausspritzte, wahrend
zur gleichen Zeit in die Vena jugularis die Ringersche Ldsung
unter standigem Druck hineinflo3. Man konnte dabei beobachten,
dal die aus der Carotis ausstromende Flussigkeit allmahlich
ganz klar wurde, bei noch schlagendem Herzen. Nachdem das
Tier auf solche Weise entblutet war, wurden die zur Unter-
suchung genommenen Organe noch einzeln mit Ringer scher
Losung ausgewaschen auf die Weise, daR die Ringersche
Losung durch das zufuhrende GefaR unter Druck durchgeleitet
wurde und vermittelst der Vene das Organ verlieR. Nach dieser
grundlichen Durchspulung wurden die Organe mit der Schere
zerkleinert, mit Ouarzsand sorgfaltig zerrieben und mit Wasser
aufgenommen. Der Hauptteil 16ste sich, doch nicht alles.
Die Emulsion wurde ohne Filtration verwendet.

Zur Prufung auf das Vorhandensein von Erepsin hat
Vernon das Verschwinden oder Schwéacherwerden der Biuret-
reaktion von W.itte-Pepton benutzt. Abderhaldenl) und
seine Mitarbeiter beobachteten die Abspaltung von Tyrosin aus
Glycyltyrosin oder die Spaltung anderer bekannter Dipeptide oder
sie verfolgten die Spaltung von Seidenpepton in Aminosauren,
die sich durch Anderung der Drehung kundtut. Diese Methoden
sind for bestimmte Fragestellungen von Wert oder wenn es
sich darum handelt, den Verlauf einer gréfReren Reihe von
Spaltungen zeitlich zu verfolgen. Uns kam es nur darauf an.
die An- oder Abwesenheit eines Pepton spaltenden Ferments
festzustellen und eine angendherte Vorstellung der Ferment-
menge zu erhalten. Wir haben daher einfach Pepsinpepton zu
den Organextrakten hinzugesetzt und nach Ablauf bestimmter
Zeiten in dem enteiweil3ten Extrakt die Biuretreaktion geprift.
Das Pepton wurde durch weitgehende, in Dialysierschlauchen
erfolgende Verdauung von ausgekochtem Fleisch mit Pepsin-
oxalsdure gewonnen, *) das Pepsin stellten wir uns durch Ex-
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traktion der Schleimhaut des Fundusteils von Schweinemagen
selbst dar. Die Oxalsaure wurde mit Kreide entfernt, die Losung
aufgekocht und filtriert. Die Peptonlosung enthielt im Kubik-
zentimeter 25,7 mg N, also ungeféhr 0,16 g Pepton, gab eine
starke, rein rote Biuretreaktion, enthielt keine Oxalséaure, Spuren
von Kalk und reagierte auf Lackmus neutral.

Dies Pepton wurde zu den Organlésungen zugesetzt, die
Losung mit Toluol versetzt in den Brutschrank gestellt. Dann
wurden Proben entnommen, mit Kochsalz und Essigsaure auf-
gekocht, filtriert und in dem Filtrat die Biuretreaktion geprift.

1. Versuchsreihe.

2 Katzennieren, 11 g schwer, wurden in der geschil-
derten Weise behandelt und auf 300 ccm Wasser gebracht,
das Gemisch wurde in 2 Teile geteilt:

a) 100 ccm Losung, 10 ccm Peptonlésung mit 1,69 Pepton,
10 ccm delibriniertes Blut von demselben Tier.

b) 150 ccm Losung, 10 ccm Pepton, kein Blut, 10 ccm
Wasser.

cj 150 ccm Wasser, 10 ccm Blut, 10 ccm Pepton.

Nach 2 Stunden zeigen alle 3 deutliche Biuretreaktion,
nach 7 Stunden c unveréndert, a und b schwache Biuretreaktion,
in b anscheinend schwacher, nach 20 Stunden a ganz schwache
Beaktion, b keine Biuretreaktion, ¢ anscheinend unveréndert.

Nach 24 Stunden wurden zu a und b weitere 10 ccm
Peptonldsung hinzugesetzt; in weiteren 32 Stunden wird die
Biuretreaktion in b sehr schwach, in a bleibt sie erhalten,
wenn auch wohl abgeschwacht.

Die Peptonspaltung durch Nierenextrakt geht also auch
bei vollstandiger Entfernung des Blutes vor sich, ja sie scheint
durch Hinzufiigung von Blut verlangsamt zu werden.

2 \Versuchsreihe.

Es wurden von einer Katze beide Nieren. 10 g schwer,
von einer anderen Katze Lungen, 16 g schwer, und von den

‘{uergestreiften Muskeln desselben Tieres 45 g genommen und
auf beschriebene Weise verarbeitet. Die Nieren wurden auf
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160 ccm Emulsion gebracht, also 10: 160, die Lungen 16 : 200,
die Muskeln 45:250. Von allen diesen Losungen wurden
20, 40 und 60 ccm genommen, je mit 3 ccm unserer Pepton-
I6sung gemischt und unter Toluolzusatz in den Brutschrank
gesetzt. Wie in der ersten Versuchsreihe, so auch hier, wurde
die Biuretprobe 4 mal taglich vorgenommen. Es erwies sich
dabei, dall nach 6 Stunden in der Nierenemulsion bei 60 ccm
Emulsion kaum Spuren von Pepton noch vorhanden waren,
bei 40 ccm deutliche Spuren und bei 20 ccm schwache, aber
doch deutliche (qualitativ starker als bei 40 ccm) Biuretreaktion
zu sehen war. 20 Stunden nach Anfang des Versuches, am
Morgen des néachsten Tages, fiel in 40 und 60 ccm Nieren-
emulsion die Biuretprobe negativ aus, wahrend bei 20 ccm sie
noch spurenweise vorhanden war.

Bei der Muskelemulsion fiel die Biuretreaktion bei 60 ccm
nach 68 Stunden, bei 40 ccm nach 76 Stunden und bei 20 ccm
nach 86 Stunden nach Beginn des Versuches negativ aus.

Bei der Lungenemulsion ist die Biuretreaktion nach 58 (?)
Stunden bei 60 ccm negativ, bei 40 ccm ist sie nach 62 Stunden
und bei 20 ccm nach 76 Stunden negativ.

Aus dieser Versuchsreine geht hervor, dal3 die Quantitat
des proteolytischen Fermentes am starksten in der Niere ist,
weiter folgen die Lungen, und noch weiter stehen die quer-
gestreiften Muskeln zurtick. Berechnen wir die angegebenen
Zahlen auf Organgewicht in jeder Emulsion, so ergibt es sich,
dal 3 ccm Peptonlésung oder etwa 0,5 g Pepton von

3.7 g Nieren in 20 Stunden,

4.8 g Lungen in 58 Stunden,

10,8 g quergestreiften Muskeln in 68 Stunden
gespalten werden. Die Reihenfolge der Organe ist dieselbe wie
in VVernons Versuchen.

Das Erepsin, oder jedenfalls ein Ferment, das Pepton wie
Erepsin spaltet, kommt also nicht etwa dem Blute zu, sondern
den Organzellen selbst.



