Uber die Fermente der Leukocyten.

Von
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in St. Petersburg.)
«Der Redaktion zugegangen am 3. September.)

Die Fragen Uber die fermentative Energie der Leukocyten
sind zurzeit noch fast gar nicht aufgeklart. In dem Lehrbuch
von Oppenheimer”) finden wir z. B. nur Uber die Leuko-
protease nahere Angaben, bei den anderen Fermenten wird
nur im allgemeinen auf die Wahrscheinlichkeit ihres eventuellen
Vorhandenseins oder NichtVorhandenseins in den Leukocyten
hingewiesen. (2)

Indessen sind aber diese Fragen von ungeheurem Inter-
esse, einerseits wegen der wichtigen Rolle, welche die Leuko-
cyten im Leben, sowohl des normalen, wie des kranken Or-
ganismus spielen, und anderseits wegen der Bedeutung, welche
den fermentativen Prozessen augenscheinlich bei den vielseitigen
Funktionen der Leukocyten zukommt. So tritt z. B. in den letzten
Jahren, dank den Arbeiten von Metalnikoff,(*) Bergell,(4)
Fiessinger und Marie(5) die interessante Rolle der Lipase
bei der tuberkuldsen Infektion hervor, ebenso wie die inter-
essante Tatsache, daR die Lipase nur in den Elementen des
lymphatischen Systems gefunden wird.

Als Ausgangsmaterial fur die Untersuchungen der fermen-
tativen Funktionen der Leukocyten dienten bis jetzt fast aus-
schlielflich derartig komplizierte Substrate, wie Eiter, Exsudate,
leukédmisches Blut und verschiedene Organe (Lymphdrisen,
Milz, Knochenmark). Nur Maucinl6) benutzte isolierte, vom
Pferde gewonnene Leukocyten.

In der vorliegenden Arbeit, welche ich auf Anregung und
unter der Leitung von Frau Dr. Sieber-Schumowa ausfihrte,
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untersuchte ich isolierte Leukocyten vom Hunde auf ihren Ge-
halt an einigen Fermenten. Zu diesem Zwecke wahlte ich
gerade Hunde, weil diese augenscheinlich, den Eigenschaften
ihrer Leukocyten nach, dem Menschen nédher stehen, als alle
anderen Tiere mit Ausnahme des Affen- wie bekannt besitzen
nur Mensch, Affe und 1Jund Leukocyten mit echten neutro-
philen Granula und nur hier erscheinen die polynukledren Leu-
kocyten als Trager des proteolytischen Fermentes.l) .

Meine Untersuchungen wurden an vier vollkommen ge-
sunden Hunden angestellt; nur der Hund Nr. 1 unterschied sich
von den anderen dadurch, dal3 ihm im Verlauf von 5 Monaten
00,4 g reines Natr. nucleinicum (Merck) in allmahlich ansleigen-
den Dosen intraperitoneal eingefiihrt worden waren, wobei die
letzte Injektion zu 18,15 g drei Tage vor dem Tode des Tieres
(durch Verblutung) stattfand.

Um die Leukocyten rein und in grtRerer Menge darzu-
stellen. bediente ich mich des Klingschen Verfahrens mit einer
kleinen Modifikation. (7) Den Hunden wurde ein positiv chemo-
taktisch wirkendes, selbstverstandlich vorher sterilisiertes Ge-
menge von Aleuronat mit Weizen- und Kartoffelmehl in die
Heurahohle eingefuhrt; die von mir dabei beobachteten Tat-
sachen allgemeinen Charakters erlaube ich mir an dieser Stelle
kurz anzufihren.

Alle Hunde reagierten schon nach Ablauf von 8 '4 Stunden
nach der Injektion mit Temperaturerh6hung (bis zu 40° C.)
und deutlicher Storung des Allgemeinbefindens: die vorher
munteren und gesunden Hunde wurden apathisch, matt, rea-
gierten fast gar nicht auf die Umgebung (sogar auf Schmerz-
empfindungen erfolgte fast keine Reaktion), sie verloren den
Appetit und machten tberhaupt einen schwerkranken Eindruck.
Im Blute der Tiere wurde wahrend dieser Zeit Hypoleukocytose
konstatiert, wobei die Leukocvtenzahl sich, im Vergleich mit
dem Befund vor der Injektion, um 2000—4000 Leukocyten
verminderte. Am néchsten Tage war das Befinden ein wenig
besser, wenn auch noch stark alteriert; Temperatur gegen 39.0

‘i i brigens fand Mancini (loc. cit.) in den Leukocyten des Pferdes
ein proteolytisches Zymogen.
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bis 39,5° C.: im Blute immer noch Ilvpoleukocytose nachweisbar

mit Ausnahme von einem Fall (Hund Nr. 2), wo wahrend dieser
Zeit eine ausgesprochene Hyperleukocytose bestand (Steigerung
der Leukocytenzahl von 7950 auf 31850). Nach der zweiten
Injektion wurde wieder Verschlimmerung des Befindens, wieder
Temperaturerhbhung und von neuem Hypoleukocytose beob-
achtet (bei dem Hunde Nr. 3 fiel die Leukocytenzahl bis auf 3900).

Die soeben erwéhnten Erscheinungen erinnern sehr an
das Krankheitsbild bei Infektionskrankheiten (wie bekannt, wird
in dem Anfangsstadium jeder Infektion gleichfalls Hypoleuko-
cytose beobachtet). Unwillkirlich drangt sich der Gedanke auf,
dall das klinische Bild einer beliebigen Infektionskrankheit (in
bezug auf Temperatur, Blutveranderung, subjektives Befinden)
in letzter Linie nicht durch die Art der Infektion, sondern
durch den, natirlich von der Infektion abh&ngigen Charakter
der Reaktion des Organismus bedingt wird; es kommt also
dabei auf den Charakter der Prozesse und Schutzkrafte an,
deren sich der Organismus im gegebenen Falle fur die Wieder-
herstellung des gestbrten Gleichgewichtes bedient.

Methode der Gewinnung von Leukocyten und ihren
Extrakten.

Das obengenannte Aleuronatgemenge (in unserem Falle
:><\'oig) wurde zu je 20—40 ccm (je nach GroRe des Tieres)
in eine der Pleurahdhlen, meist in die rechte, eingefiihrt. Nach
den Erfahrungen unseres Laboratoriums besteht der Vorzug
der Pleurahthle vor der Peritonealhdhle (Kling), wenigstens
bei groRen Tieren (Hund, Schaf) darin, dal} das Exsudat in
ersterer vollkommen zuganglich ist und leicht beinahe quanti-
tativ gesammelt werden kann. Etwa nach 20 Stunden wurde
die Injektion in der gleichen oder in einer etwas kleineren Dosis
wiederholt und 4 Stunden nach der zweiten Injektion das Ex-
sudat entnommen. Die Erfahrungen unseres Laboratoriums
lehren, dal} die besten Resultate in quantitativer Beziehung bei
Entnahme des Exsudates 3—4 Stunden nach der 2. Injektion
erzielt werden.

Nach Er6ffnung der Pleurahdhle wurde das Exsudat in
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situ mit 1 °/o Natr. citricum enthaltender physiologischer Koch-
salzlésung verdiinnt und dann mittels Siphon in einem Kolben
oder Zylinder gesammelt, wobei die Pleurah6hle mehrefemal
mit der genannten Flussigkeit durchgespuilt wurde. Am nachsten
Tage wurde die Flissigkeit von den zu Boden gesunkenen Leuko-
cyten entfernt und letztere von den ihnen noch anhaltenden
Flussigkeitsresten durch Zentrifugieren und mehrfaches Aus-
waschen mit physiologischer Kochsalzldsung, befreit.

In drei Fallen (von vier) enthielt das Exsudat eine groRere
oder geringere Beimengung von Blut. Die Befreiung davon
gelang in diesen Féllen nur durch mehrfaches (bis zu 10—I6mal)
und kurzdauerndes (nicht langer als 1 Minute) Zentrifugieren
und Auswaschen mit physiologischer Kochsalzldsung. In dieser
Beziehung bestatigt mein Versuch vollkommen die Angaben
von Mancini (L c.).

Auch in der Pleurahohle, in welche keine Injektion er-
folgt war, wurde stets ein, wenn auch quantitativ geringeres
Exsudat vorgefunden. Die von mir ausgefuhrte Zahlung der
Leukocyten in diesen Exsudaten ergab in derjenigen Pleura-
hohle, in welche eine Injektion stattgefunden hatte, gegen
60000—70000 Leukocyten im Kubikzentimeter; in der intakten
Pleurah6hlé schwankten die Zahlen zwischen 32 7507°-131700.

Die Menge der so gewonnenen Leukocyten schwankte
bei den einzelnen Hunden, unabhéangig von der GrolRe der-
selben, bedeutend. Die Hunde wogen 9—14 kg, die Menge
der von ihnen gewonnenen Leukocyten schwankte aber zwischen
3,0—30,0 g. (Beim Hunde Nr. 1 — 10,0 g, bei Nr. 2 — 45 g
bei Nr. 3 — 3,0 g und bei Nr. 4 — 30,0 g.) Die letzte der
angefiihrten Zahlen entspricht derjenigen Menge von Leuko-
cyten, welche aus 30 | Pferdeblut gewonnen werden kann
(Mancini, 1 ¢.) — ein Umstand, der zugunsten der beschrie-
benen Methode der Leukocytengewinnung spricht.

Die ausgewaschenen Leukocyten «stellen eine weiBlich-
graue, dickflussige und zdhe Masse dar, die sich bei Unter-
suchung an geféarbten Ausstrichpraparaten als fast ausschlieRlich
aus polymorphkernigen Zellen erweist: die vereinzelt Vorgefun-
denen Lymphocyten konnen im Vergleich mit der ganzen Masse

15~
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nicht in Betracht kommen; alle Untersuchungsresultate missen
daher auf die polymorphkernigen Leukocvten bezogen werden.

Um die in den Leukocvten enthaltenen Fermente in Lo-
sung Uberzufihren, bereitete ich aus denselben nach der be-
kannten Methode mittels Gefrierenlassen und wieder Auftauen
(‘inen wasserigen Extrakt im Verhéltnis von 1 : 10, wobei der
erforderliche Grad der Zerstérung der Leukocvten an gefarbten
Praparaten kontrolliert wurde. In diesen Extrakt wurde darauf
NaCl meinem der physiologischen Kochsalzlosung entsprechenden
Verhéltnis hinzugeflgt, der Rest der Leukocyten mittels Zentri-
fugierens entfernt und der durchsichtige etwas opalescierende
Extrakt als Ausgangsmaterial fur alle weiteren Untersuchungen
benutzt.

An dieser Stelle sei bemerkt, dal3 bei allen Manipulationen,
die in dieser Arbeit beschrieben und erwé&hnt werden, selbst-
verstandlich alle VorsichtsmaRregeln ergriffen wurden, um eine
Verunreinigung des zu untersuchenden Materials zu verhiten.
Alles benutzte Geschirr, Wasser und Ldsungen wurden vorher
sterilisiert. Als Antiseptica wurden Chloroform und Toluol ver-
wendet. Die Kontrollversuche wurden, wo erforderlich, mit
Extrakt, der wahrend 5 Minuten auf dem Drahtnetz gekocht
hatte, angestellt.

Meine Untersuchungen bezogen sich auf folgende Fer-
mente: Protease, Amylase, Diastase (Dextrinase), Katalase,
Lipase, Nuclease und Oxydase.

Protease.

DaR die neutrophilen Leukocyten bei einigen Tieren als
Trager des proteolytischen Fermentes erscheinen, ist eine zur-
zeit fest begrindete Tatsache; meine Untersuchungen an iso-
lierten Leukocyten vom Hunde stehen damit in vollkommener
Ubereinstimmung.

Das Vorhandensein und die digestive Energie des Fermentes
bestimmte ich 1. nach der békannten Methode von Gross-Fuld
und aulRerdem 2. aus der Differenz in der Menge des nicht durch
Essigséaure féallbaren Eiweil3es in Parallelportionen mit lebendem
und abgetOtetem Ferment; die Eiweillbestimmung wurde am
Filtrat durch Verbrennung nach Kjeldahl vorgenommen.
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+ Versuchsdauer in beiden Fallen 24 Stunden. Temperatur
* 40° C., Versuchsobjekt 2°/ooige Caseinldsung.

Nach der Methode von Gross-Fuld erhielt ich folgende
Resultate:

Hunde Nr. 1 Nr. 2 Nr. :i Nr. 4

Die zur vollstandigen Verdauung von 1

2 ccm Casein erforderliche Extrakt- 0.25 0,25 0.1« 0.1«
menge aus Leukocyten in ccm | f

C.aseinmenge in ccm. welche durch
| com Extrakt verdaut werden kann T oo« 12.5 125

1]

Folglich ist 1 g Leukocytenl) imstande, im Verlauf von
21 Stunden bei einer Temperatur von 40° C. durchschnittlich
102,0 ccm einer Caseinlosung oder 205 mg Casein zu verdauen.

Bei Bestimmung der Proteasewirkung aus der Menge des
nicht durch Essigsaure féllbaren Eiweiles war das Resultat
gleichfalls ein positives und die Differenz in der Menge des
nach Kjeldahl bestimmten N in der Versuchsportion einerseits
und der Kontrollportion anderseits stets deutlich.

Zur lllustration fihre ich folgende Zahlen an (Hund Nr. 4).

mg N mg N in der Bie ent-

. . Difielen/.
Hund Nr. 4 in 7 ccm Filtrat ganzen Menge " sprechende
in mg N UiiTerenz in
Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle mg Eiweil3

0.5 ccm Extrakt t

-p 4-5ccm Casein 2.1 11 3,0 - L 1.4 Hji)

0.1 ccm Extrakt 1

£-0.0ccm Casein 1« 10 2t ) U 0.0 5,«25

Das heildt, 1 g Leukocyten ist imstande, bei oben er-
wahnten Verhaltnissen 175,0—562,5 mg Eiweil3 zu. verdauen.
Bei diesen Verdauungsversuchen waren die Resultate im

allgemeinen die gleichen, gleichviel, ob der gewdéhnliche oder
ein erst im Verlauf einer halben Stunde bei einer Temperatur

9 d. h. die Menge des Extraktes, welche 1 g Leukocyten entspricht.
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von 50° C. erwédrmtes Extrakt verwendet wurde. Folglich
erklart sich die optimale Wirkung der Leukoprotease hei der
genannten Temperatur bei Verwendung von Blut, Organen und,
ahnlichem Material als Fermentquelle wahrscheinlich nicht durch
eine direkte Aktivierung des Fermentes, sondern entweder
durch ein Freiwerden desselben aus den bei dieser Temperatur
zerfallenden Leukocvten oder aber durch eine Zerstérung irgend-
welcher thermolabiler, die Verdauung behindernder Substanzen. (*)

Amylase und Diastase.

Gewohnlich werden diese Benennungen als Synonyma zur
Bezeichnung eines und desselben, der Verwandlung von Starke
in Zucker dienenden Fermentes gebraucht. Auch die zwei Arten
der quantitativen Bestimmung dieses Fermentes, sowohl die
kolorimetrischen Methoden, denen die Jodreaktion auf Starke
zugrunde liegt, wie diejenigen, die auf der Bestimmung des
sich bildenden Zuckers beruhen, gelten als gleichwertig zur
Bestimmung dieses Fermentes, eine Differenz zwischen den-
selben soll nur in bezug auf Genauigkeit und Bequemlichkeit
der Ausfihrung bestehen. (eelw)

Wenn wirklich mit beiden Methoden die Wirkung eines
und desselben Fermentes bestimmt wird, so missen bei Unter-
suchung gleicher Organe beim gleichen Tiere ungefahr parallele
Resultate erzielt werden und die Abweichungen davon durfen
nicht das Mal} der der Methode anhaftenden Fehlerquellen Uber-
schreiten. Wir sehen indessen bei gleichzeitiger Bestimmung
der diastatischen Wirkung von Organen einerseits nach Wohl-
gemuth (10) und anderseits aus der Menge des aus Stérke ge-
bildeten Zuckers, daf ein solcher Parallelismus meist nicht
besteht und im Gegenteil oft eine ausgesprochene Inkongruenz
beobachtet wird, wie wir dies an dem gro3en Material von
Aljoschin(ll) erkennen und wie auch ich an einer Reihe eigener
Untersuchungen konstatieren konnte.

In Anbetracht dieser Tatsachen neige ich zu der Ansicht,
dafl? zwei Fermente an dem Prozel3 der Verwandlung von Stérke
in Zucker teilnehmendl?) die Amylase, welche Starke in
Dextrin verwandelt und nach der Methode von Wohlgemuth
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bestimmt wird, und die eigentliche Diastase (oder richtiger
Dextrinase), welche Dextrin in Zucker Uberfihrt und aus
der Quantitat des letzteren bestimmt wird.

Weiter unten fuhre ich die an Leukocyten sowohl nach
der einen wie nach der anderen Methode gewonnenen Resultate
an und auch hier 1aBt sich wieder der obengenannte Mangel
eines Parallelismus konstatieren.

Fir die Annahme, daR die Leukocyten ein amylolytisches
oder diastatisches Ferment enthalten, sprechen sich eine ganze
Reihe von Autoren mit grolRerer oder geringerer Bestimmtheit
aus, so Berestnew, Castellino und Paracca, Achalme,
Zabolotny, Tarchetti, Haberlandt, Mancini.(,s)

Zur Bestimmung der Amylase bediente ich mich der Methode
von Wohlgemuth mit der kleinen Abénderung, dal zum Ti-
trieren statt einer Qio-n-Jodlésung eine Vioo-n-Jodlésung (2
Tropfen auf 1 Reagenzglas) verwendet wurde. Versuchsobjekt:
Amylum solubile (Kahlbaum). Versuchsdauer 1 Stunde. Tem-
peratur 40° C. (im Wasserthermostaten).

Die amylolytische Wirkung des Leukocytenextraktes war
bei allen 4 Hunden die gleiche (ein geringer Unterschied be-
stand nur in der Intensitdt der violetten Féarbung des limes —
Reagenzglases) und betrug in der von Wohlgemuth vorge-
schlagenen Einheit D = 125, d. h.,, 1 g der Leukocyten ist

imstande, im Verlaufe einer Stunde bei einer Temperatur von
40° C. 125 ccm einer I°/oigen Stéarkelosung oder 1,25 g reiner
Starke zu verdauen.

Zur Bestimmung der Diastasewirkung wurden die Experi-
mente in folgender Weise angelegt: Ein Gemenge von 1 ccm
Extrakt, das mit Wasser bis zu 10 ccm verdunnt war, und
10 cctn einer I°/oigen Starkelosung wurden auf 21 Stunden
bei einer Temperatur von 37,5° in den Thermostaten gebracht.
Nach Ablauf dieser Zeit wurde darin nach der Methode Leh-
mann- Riegler(14) die entstandene Zuckermenge bestimmt (in
den Kontrollversuchen waren nur Spuren einer Reduktion mit
Fehlingscher Losung zu konstatieren).
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Hunde Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4

Ihc | enn Kxtrukt entsprechende
Zuckermenge in mg a9 25.05 13.7 8.7

Ihc | g Leukocyten entsprechende f
Zuckermenge in mg 250,5 137 87

Folglich ist 1 g Leukocyten imstande, aus Starke hei oben

angegebenen Verhéaltnissen durchschnittlich 143,4 mg Zucker
zu bilden.l)

Katalase.

In bezug auf den Katalasegehalt der Leukocyten existieren,
soviel mir bekannt, keine speziellen Untersuchungen. NurBatelli
und Stern sprechen sich in einer ihrer Arbeiten (bei Berlihrung
der Frage uber die Verteilung der Katalase in den verschiedenen
Blutelementen) auf («rund indirekter Beobachtungen dabin aus,
dal! dieses Ferment in den polynucledren Leukocyten nicht in
merklichen Mengen enthalten sei; die Lymphe und die Lympho-
eyten seien folglich fast ganz frei von Katalase. (,>)

Bei der Bestimmung der Katalase bediente ich mich der
allgemein bekannten Kaliumpermanganatmethode. Als Versuchs-
objekt diente 1 v»ige Wasserstoffsuperoxydlosung (Merck). Ver-
suchsdauer 15 Min. Temp. 37,5° C. Der Versuch wurde in
folgender Weise angelegt: wir nahmen 0,5—1,0ccm (mit sterilem
Wasser auf 10 ccm verdinnten) Extrakt auf 10—20 ccm einer
I Sogen 1lgOs-Losung. Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde
1 ccm dieser Jtlischung in saurer Losung (H8S04) mit fs0-11-
Losung von KMn04 (1 ccm = 0,00034 g HgO2) titriert. Nun
ist es leicht, falls man vorher den Titrationsgrad der 1° eigen
[120.r LOsung kennt, die Menge des gespaltenen H202 auf 1 ccm
Extrakt und auf 1 g Leukocyten zu berechnen.

) Nur in einem Falle, leider, prifte ich an zwei Parallelporlionen
mittels der Polarisationsmethode die Wirkung des Leukocytenextraktes
auf 2 ' >ige Traubenzuckerlosung (im Verhéltnis von 1:10) bei einer Tem-
peratur von 37.5° C.: es erwies sich, daB der Ablenkungswinkel der
Polarisationsebene sogar nach 00 Stunden unverandert geblieben war.
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Die Menge Dasselbe Die entspreeliende
des gespaltenen I1/)r entsprechend Menge < in ccm
Hunde .
welche 1 ccm Extrakt LO ¢ hei Ou und 700 mm
entspricht Leukocyten auf 1.0 g Leukocyten
Nr. 1 HI.6 H16 - 20H,.j
> 2 00.6 096 229
» 8 ‘ 129,2 1292 425,2
» 4 99.90 99»,6 325

Im Durchschnitt ist folglich 1,0 g Leukocyten imstande,
im Verlauf von 15 Minuten bei einer Temperatur von 37,5° C.
eine Menge von 950,9 mg flsO2 zu spalten oder, mit anderen
Worten, daraus 312,9 ccm O? in Freiheit zu setzen.

Vergleicht man diese Zahlen mit dem Katalasegehalt des
Blutes, wo 1,0 g nach meinen Beobachtungen unter denselben
Bedingungen gegen 1400 mg H&02 (407 ccm Ot) spaltet, so
kommt man zu dem Schllsse, dal! die Leukocyten eine relativ
hohe katalytische Wirkung besitzen: wir wissen ja, dal» das
Blut zu den besonders an Katalase reichen Gewebpn gehort.

Lipase.

Mancini(f) konnte Lipase an isolierten Leukocytcn. vom
Bferde (bei Prifung an Mandel6lemulsion) keine deutliche lipo-
lytische Wirkung konstatieren.

Bergell,(4) Fiessinger und Marie(5) kommen aufgrund
ihrer hauptséchlich an tuberkulésen Exsudaten und Eiter, ferner
an Milz und Lymphdrisen einiger Tiere angestollten Unter-
suchungen zum Schlisse, dald die Lipase ein ausschlief3lich dem
lymphatischen Apparat angehoriges Ferment darstellt und in
den polvnucledren Leukocyten nicht enthalten ist. .

Bei meinen Untersuchungen auf Lipase dienten mir sowohl,
kinstliche wie natirliche Fette als Versuchsobjekte. Als Ver-
treter der ersten Gruppe benutzte ich Monobutyrin und Athyl-
butyrat, als Vertreter der zweiten Gruppe Olivendl und Butter.
Jeder Versuch war von einer Kontrollprifung an abgekochtem
Extrakt begleitet. Aus der Differenz in der Aciditat der Ver-
suchsportion einerseits und der Kontrollportion anderseits schlof3
man auf Vorhandensein und Energie des Fermentes.

Der Versuch selbst wurde in folgender Weise alisgefihrt:
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Kxtrakt 1—2 ccm; 10 ccm einer I°/oigen LOsung eines kinst-
lichen Fettes; Olivendl 0,5 ccm: Butter 0,1 g. Die Gesamtmenge
<ler Mischung wurde mittels sterilen Wassers auf 30 ccm ge-
hracht. Versuchsdauer 21 Stunden; Temperatur 37,5° G. Die
Titration erfolgte mit 1j«o n-Kalilauge; als Indikator diente
Phenolphthalein.

Das Resultat war in allen vier Fallen, trotz mehrfach
wiederholter Untersuchung, ein vollkommen negatives.

Kin solches Resultat kdnnte aber nicht nur durch wirk-
liche Abwesenheit des Fermentes, sondern auch dadurch be-
dingt sein, dal sich das Ferment im gegebenen Falle in inaktivem
Zustand befindet.

Um moglichst der Losung dieser Frage naher zu treten,
stellte ich einige Versuche bei Gegenwart von mangansauren
Salzen (MnO, MnS04) an, diese erhéhen, wie bekannt, die Tatig-
keit der Lipase (Aktivierung?) (If!). Das Resultat war gleich-
falls negativ.

Die eben angefuhrten Tatsachen geben uns, wie mir
scheint, das Recht, mit Bestimmtheit zu behaupten, dal! die poly-
morphkernigen Leukocylen vom Hunde keine Lipase enthalten.

Nuclease.

In betreff der Nuclease der Leukocylen fand ich in der
mir zuganglichen Literatur keinerlei Angaben.

Dieses Ferment wurde von mir nach zwei Methoden unter-
sucht: nach der kirzlich von Pighini(l7) vorgeschlagenen op-
tischen Methode in allen 4 Fallen und auBerdem in 2 Féllen
auf chemischem Wege.

I. Die Nucleinsdure dreht, wie bekannt, die Polarisations-
ebene nach rechts; bei Spaltung der Saure werden ihre optischen
Kigenschaften verandert, der Ablenkungswinkel wird Kleiner
und aus der Anderung dieses Winkels kann man auf Vorhan-
densein und Starke der fermentativen Wirkung schlieBen. Als
Versuchsobjekt diente mir eine 2°/oige Losung von Nuclein-
saure der Pariser Firma Le Prince. Als Polarisationsapparat
benutzte ich das Polarimeter von Schmidt und Haensch.
Itie L&nge der Rohre betrug 10 ccm. Das Verhaltnis des Extraktes
zur Nucleinsgure war 1 ; 10.
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In allen Kontrollversuehen (Nucleinsdure ohne Extrakt.
Extrakt ohne Nucleinsdure und Nucleinsdaure mit abgekochtem
Extrakt) anderte sich der Ablenkungswinkel nicht wahrend der
Versuchszeit (nicht langer als 24 Stunden).

Von einer ganzen Reihe von Untersuchungen, die nach
der optischen Methode ausgefiihrt wurden und bei mehrfacher
Wiederholung im allgemeinen ein identisches Resultat ergaben,
fuhre ich im folgenden je eine Untersuchung fur jeden Fall
als Beispiel an.

Zur groReren Anschaulichkeit gebe ich auch kicnach dem

Gesetz von Schutz-Borissow(18) berechnete Konstante an.

Versuchs- Der zu Anfang Der .

Differenz | *

Hund dauer beobachtete  gefundene :
in Minuten Ablenkungs- Ablenkungs- * 1 1i

t winkel winkel

Nr. 1 1080 2° 10 40 0° 20° 0,0084
» 2 mM 2° 10 10 50° I O#20 . 0;0000
» 3 1080 2% 15 10 30 0° 45’ , 1.3000
» 4 1440 2° 1V 10 35’ 0° 10 1.0510

Aus diesen Angaben folgt mit GewiBheit, daR die Nucleiiir
saure durch Leukocytenextrakt gespalten wird. /

II. Auf chemischem Wege wurde die fermentative Energie
der Leukocyten aus der Menge des durch Nuclease in Freiheit
gesetzten anorganischen Phosphors berechnet. Der Phosphor
wurde nach Stutzer-Neumannil9) bestimmt. Versuchsobjek:
Natrium nucleinic. (Merck) zu 0,5—1,0 g in ungefahr 2°/oiger
Losung. Versuchsdauer 24 Stunden. Temperatur — 37,5° C.

Nach dieser Methode wurde die fermentative Energie der
Leukocyten beim Hunde Nr. 1 an 5 ccm Extrakt und beim
Hunde Nr. 4 an 0,5 g Leukocyten per se bestimmt.

Die gefundene Menge P*05 in mg Die Menge inmg
Hunde enlspricht 0,5 g Leukocyten entspricht
1,0 g Leukocyten
Versuch Kontrolle Differenz Differenz
Nr. 1 40.20 18.45 21.84 43,08

y 2 23.10 0,80 13.24 , 20.48

[ L I
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Folglich ist 1,0 g Leukocyten vom Hunde Nr. 1 (welchen,
wie oben angegeben, Xatr. nucleinic. Zugefiihrt wurde) imstande,
im Verlauf von 24 Stunden bei einer Temperatur von 37,5° C.
eine Menge von 43.08 mg PsO- aus Nueleinsaure in Freiheit
zu setzen, wahrend 1,0 g Leukocyten vom Hunde Nr. 4 wahrend
derselben Zeit und unter den gleichen Versuchsbedingungen
nur 20,48 mg P20i in Freiheit setzt.

Die energischere Spaltung der Nueleinsdaure durch die
Leukocyten des Hundes Nr. 1 erklart sich aller Wahrschein-
lichkeit nach durch eine Verstarkung der Leukocytennuclease
unter dem EinfluR der wiederholten Einfuhrung von Nuclein-
saure in den Organismus.

Zum Vergleich mit der Wirkung der Leukocytennuclease
fuhre ich im folgenden einige Zahlen an, die bei anderen, von
mir angestellten Versuchen gewonnen wurden und zur Charak-
terisierung der nucleinspaltenden Tatigkeit einiger anderer
Organe des normalen Hundes dienen. Diese Zahlen sind gleich-
falls auf 1,0 g frisches Organ berechnet.

Knochenmark Thymus Pankreas
2S.68 mg P,0. IR.12 mg P20, #K mg P*05

Vergleicht man diese Zahlen mit denjenigen, die aus der
Fntersuchung der Leukocyten resultieren, so scheint (so weit
man aus dieser geringen Zahl von Beobachtungen schlielRen
darfy die Annahme gerechtfertigt, dal} die Nuclease der poly-
morphkernigen Leukocyten eine relativ groRere Aktivitat besitzt.

Beim Vergleich der nach der optischen und der chemischen
Methode fir die Leukocyten des Hundes Nr. 1 und 4 ge-
wonnenen Fntersuchungsresultate féllt die ausgesprochene In-
kongruenz derselben auf: moglicherweise handelt es sich hier
um verschiedene Seiten eines komplizierten fermentativen Pro-
zesses, welche durch die eine und die andere Fntersuchungs-
methode aufgeklart werden.

Oxydase.

Cher die oxydierenden Fermente der Leukocyten herrschen
in der Literatur groBe Meinungsverschiedenheiten: wahrend die
einen, wie z. B. Brandenburg,™)) Meyer,[iV) eine Eiteroxy-
dase nachweisen, linden andere wie Linossier.(*2) Czvhlarz
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und Furth(*) darin Peroxydase, Win kler (24) und Schultze(15)
wiesen Oxydase auf mikroskopischem Wege mit dem ROh-
mann-Spitzerschen Reagens nach, ebenso Mancini(f) an
isolierten Leukocyten vom Pferde, letzterer konnte aber mit
anderen Reagenzien weder Oxydase noch Peroxydase darin
entdecken.

Zur Bestimmung der oxydierenden Fermente in den
Leukocyten des Hundes bediente ich mich der bekannten Reak-
tionen mit frisch zubereiteten: Guajakharztinktur, 1°/oigerL6sung
von Guajakol und des Rohmann-Spitzerschen Reagens.

Ich prifte sowohl auf Oxydase wie auf Peroxydase (nach
der Terminologie von Bach und Cliodat), in letzterem Falle
wurden in das Reagenzglaschen einige Tropfen einer 3°/oigcn
Wasserstoflsuperoxydlosung (Merck) gebracht.

Je nach den Versuchsbedingungen zerfallt mein Material
in zwei verschiedene Gruppen mit verschiedenen Resultaten.

Die Leukocytenextrakte von den Hunden Nr. 1, 2 und 3
wurden erst nach Ablauf von 2—4 Wochen nach, der Her-
stellung untersucht (Aufbewahrung in der Kalte unter asep-
tischen und antiseptischen Kautelen). In allen 3 Extrakten
wurde eine vollkommen deutliche Reaktion auf Peroxydase,
aber keine Spur Oxydase konstatiert.

Das Extrakt vom Hunde Nr. 4 wurde sofort, nach der
Herstellung untersucht und in demselben weder Peroxydase
noch Oxydase nachgewiesen.

Mir scheint, dalR diese, einander scheinbar wider-
sprechenden, Resultate in Ubereinstimmung gebracht werden
kdnnen, wenn man annimmt, dall das Resultat durch ver-
schiedene die Oxydation hemmende Momente beeinflullt werden
kann, wie z. B. durch die Anwesenheit sogenannter Reduk-
tasen(26): vielleicht vermdgen diese, falls sie in grolReren
Mengen im frisch zubereiteten Leukocytenextrakt vorhanden
sind, den oxydierenden Prozessen entgegenzuwirken. Wenn
dann im Laufe der Zeit die Reduktionsprozesse aufhoren,
kann man die in den Leukocyten enthaltene Peroxydase
nachweisen. Zugunsten einer solchen Annahme spricht unter
anderem der Umstand, dal} die blaue Farbung der Guajakharz-
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tinktur in den obengenannten Versuchen noch nach 2 Stunden
wenig an Intensitdt eingebURt hatte.

Vielleichterklart das Hinzulreten dieser noch wenig erforsch-
ten Prozesse zum Teil die Meinungsverschiedenheiten, welche in
der Literatur in bezug auf die oxydierenden Fermente herrschen.

In demselben MaRe, wie das Studium der fermentativen
Prozesse im allgemeinen und der einzelnen Fermente im spe-
ziellen sich erweitert und vertieft, werden immer neue Tat-
sachen, immer neue Seiten der vielseitigen fermentativen
Tatigkeit entdeckt. Ich mochte wenigstens auf folgende in
der letzten Zeit aufgeworfene Fragen hinweisen, wie die Rolle
der Lipase bei den hamolytischen Prozessen und bei dem
Kampf des Organismus mit den séurefesten Bakterien, ferner
auf die Frage Uber die antitoxische Wirkung der Katalase.(27)

Die ausgesprochene Beféahigung der Leukocyten zu viel-
seitiger und intensiver fermentativer Betatigung, die aus den
angefihrten Tatsachen hervorgeht, einerseits und die Viel-
seitigkeit der Fermente anderseits lassen uns die allgemein
anerkannte Bedeutung der Leukocyten im Leben des Organis-
mus noch verstandlicher erscheinen.

Da der erwachsene Mensch gegen 25000 Millionen weil3er
Blutkdrperchen besitzt, welche, an einer Stelle angesammelt,
die (irolle eines kompakten Organes von den Dimensionen der
Schilddrise ausmachen wirden, (28) und da der Organismus in
jedem Augenblick an beliebiger Stelle eine beliebige Menge
von Leukocyten konzentrieren kann, so kann man sich vor-
stellen, was fur ein machtiges Werkzeug er bei seinem be-
standigen Kampfe ums Dasein in solch einer glanzend ge-
schulten Armee besitzt.

Returnee.

Fasse ich nun die Ergebnisse meiner Untersuchungen
kurz zusammen, so sehen wir, daf

1. die polynuclearen Leukocyten des Hundes als Trager
folgender Fermente erscheinen: der Protease, Amylase,
Diastase, Katalase, Nuclease und Peroxydase und

2. dal} die polynucledren Leukocyten des Hundes gar
keine lipo ly tischen Eigenschaften besitzen.
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