Serologische Studien mit Hilfe der «optischen Methode. )
IV. Mitteilung.2)

Von
Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn.

Mit 13 Kurvenzeiehnungen im Text.

(Aus dem physiologischen Institut der tierdrztlichen Hochschule. Berlin.)

(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1909.)

In einer Reihe von Versuchen ist gezeigt worden, dal
wir in der Beobachtung des Drehungsvermégens des Plasmas
resp. -Serums mit und ohne Zusatz bestimmter Substrate ein
vortreffliches Mittel haben, um das Auftreten von bestimmten
Stoffen, die wir vorldufig ganz allgemein als Fermente be-
zeichnen wollen, zu verfolgen. Der eine von uns hat diese
Methode kurz als die «optische Methode» bezeichnet.l) Es
zeigte sich, dal nach subcutaner oder ganz allgemein nach
parenteraler Zufuhr von Proteinen und Peptonen im Plasma
resp. Serum Fermente auftreten, die Proteine resp. Peptone
abbauen. Zahlreiche Kontrollversuche ergaben, dal normaler-
weise derartige Fermente unter gleichen Bedingungen nicht
nachweisbar sind. Die einfachste Vorstellung ist die, dal der
Organismus an das Plasma Fermente abgibt, um die ihm un-
gewohnten, in seinen ganzen Bau nicht hineinpassenden Pro-
dukte abzubauen. Normalerweise werden durch den Verdauungs-
und den darauf folgenden Assimilationsprozel3 alle kompliziert
und spezifisch gebauten Nahrungsstoffe ab- und vollstandig um-

¥ hierzu: Emil Abderhalden, Die Anwendung der «optischen

Methode» auf dem Gebiete der Immunitatsforschung. Medizin. Klinik
Jg. 1909. Nr. 41.

’) ®mi! Abderhalden und Ludwig Pincussohn, Uber den
Gehal? des Hnndeolutserums an peptolytischen Fermenten unter verschie-
denen Bedingungen. Ill. Mitt. Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 243, 1909.
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gebaut. Der Darm bildet mit seinen Drlisen eine méchtige
Barriére zwischen «Aufen-und Innenwelt». Umgeht man diese
natlrliche Scheidung und Umpragung durch parenterale Zufuhr
von «artfremdem» Material, dann wird der Organismus ge-
notigt, innerhalb seiner Kirperzellen und nach unseren Ver-
suchen schon im Plasma einen Abbau vorzunehmen, um sich
einesteils gegen schadliche Wirkungen derartiger Substanzen
zu schitzen und um andernteils deren Bausteine Weiter ver-
wenden zu konnen. Wir konnen die Abgabe von Toxinen
durch Bakterien usw. und die beim Zerfall von.derartigen Lebe-
wesen frei werdenden Zellbestandteile ebenfalls in gewissem
Sinne als eine parenterale Zufuhr von Frenpdstofien auffassen
und uns vorstellen, dal der Organismus gegen derartige Stoffe
auch Fermente und vielleicht ganz spezifische mobil macht.l)
Eine groRe Zahl von Fragestellungen harrt der Antwort. Wir
haben auf breitester Basis die Bearbeitung des neu erschlossenen
Gebietes begonnen.
Zunéchst such-

ten wir die Frage (L. 4ccmdenim,L*
: Z .  [% Gelatuidosu/ui
Z!J entscheiden, fIW:E | 35, ptysiolog JGxksaMcstwa.
wie lange, nach T b teerwJerusn, 42
erfolgter Injektlon 0,5, 4G%Jeukjipep'e/Uosusy

] 5/?. pkgsiolog JUGXxjlalaswuj
von Proteinen

resp. Peptonen die

abbauende Wir-

kung des Plasmas

resp. Serums -

nachweisbar ist. .our

Ein 5500 ¢ ~

schwerer  Hund

erhielt am 6. X. 09 vV % A Uu 2 3% W
10 ccm  einer

*) Emil Abderhalden, Die Anwendung der «optischen Methode*
auf dem Gebiete der Physiologie und Pathologie. Sitzungsber. d. Physiol.
Gesellsch. zu Berlin, 29. X. 09. Mediz. Klinik, Jg. 1909, Nr. 43, und Uber
die neueren Ergebnisse und die Ziele der Eiweil3forschung. Berichte der
Deutschen Pharmazeut. Gesellsch., S. 451, 1909.
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2,5°/oigen Gelatinelésung subcutan. Am 12. X. wurde ihm Blut
entnommen und daraus durch spontane Gerinnung Serum 4a
gewonnen. Wie Versuch | zeigt, baute dieses Serum Gelatine
ab und ferner auch Seidenpepton.

Versuch Il zeigt,

d. /ccm Jesum 4 a _ daR durch Erwarmen
0.6, 10%Jeide/ipeptarUdsusuj .
550, ptyswty Xocksatelosury des caktiven»Serums
b 1cm Jerum 4 */%6taufso* Mar auf 60° das Vermo-

gen. Seidenpepton zu
spalten, verloren
geht. Versuch 11l er-
gibt das gleiche Re-
sultat bei Anwen-
dung von Gelatine.
Am 15. X. 09 er-

hielt das Versuchs-
tier 10 ccm einer 5°/oigen Gelatineldsung subcutan und am

18. X. noch einmal dieselbe Menge. Am 21. X. wurden 50 ccm
Blut entnommen. Daraus wurde Serum 4b gewonnen. Wie

4 2ccm/Jenem4» \_/erSUCh v

<. T%Ccljiinci&s/riuf zeigt, spaltete

V. dieses Serum

vWnNn. * Gelatine. Nun
Z* + p'tysuriog XocksLt&L'swg erhielt der Ver-

) SUchshund

keine Gelatine-

injektionen

mehr. Das Se-
rum 4c des am
29. X. entnom-
menen Blutes
(50 ccm) spal-
tete noch Gela-
tine, jedoch
schon in erheblich geringerem Grade (Versuch V). Am 3. XI.
injizierten wir nochmals 20 ccm einer 10°/oigen Gelatinelésung.
Am 11. XI. wurde Blut entnommen. Das aus ihm gewonnene
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Serum 4d spal-
tete Seidenpep-
ton und ein aus
Gelatine ge-
wonnenes Pep-
ton ganz er-
heblich  (Ver-
such VI).

Aus diesen
Versuchen geht hervor,
dal das Plasma resp.
Serum auch langere
Zeitnach erfolgter par-
enteraler Zufuhr von
Eiweil? die Eigenschaft
behalt, wenn auch in
verringertem Malie, Ei-
weil} resp. Pepton ab-
zubauen. Die Versuche
bestatigen die fruhe-
ren Befunde, dal} kein
auf das zugefihrte Pro-
tein resp. Pepton spe-
ziell eingestelltes Fer-
ment entsteht. Nach
Zufuhr von Gelatine
wurden Gelatine, Ge-
latinepepton und Sei-
denpepton abgebaut.
Es wird nun unsere Auf-
gabe sein, festzustellen, ob
es gelingt, durch Uber-
tragung des Blutes eines
«immunisierten»  Hundes
auf einen normalen Hund,
bei diesem ebenfalls Fer-
mentbildung anzuregen.

d 4cem. Jerum Ue
0,5, 4C%Jeide/tfcpUuildsiuig
Uukw&V g’ Tlocksakclasg
6 /ccm Serum b*
/ . 70 Seljtineksuxg
»5.  phycio'cj XroisaMxy

(I /ccmJerum 44

05 . /0% Jeidenpeptortfasung

tyttCM/fv H ~ ~Kochsalzlosung
b /ccm Jerum 4*

OS. /0% CelcUinepeptonlcisuJig
5,0, pkystclog JCx/isalsJosufig
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Dieser Versuch ist notwendig, um festzustellen, ob eine ein-
malige, langere Zeit im Plasma nachweisbare Fermentbildung
vorliegt, oder aber, ob eine langer dauernde Fermentabgabe
eintritt. Um diese Versuche durchfiihren zu kénnen, muR die
Vorfrage entschieden werden, ob die Ubertragung von Plas-
ma resp. Serum vom normalen Hund auf einen ebensolchen
nicht auch schon Fermentbildung veranlalit. Diese Versuche
sind unter gleichzeitigen Parallelversuchen mit artfremdem Serum
im Gange.

Eine weitere Reihe von Versuchen verfolgte das Ziel,
festzustellen, ob nicht etwa die Injektion von nichteiweil3artigen
Substanzen ebenfalls im Plasma resp. Serum Veranderungen
bewirkt, die zum Abbau von zugesetzten Proteinen resp. Pep-
tonen flhren. Es sind Versuche mit verschiedenen Kohlen-
hydraten und Fetten ausgefiihrt worden. Der Erfolg war aus-
nahmslos ein negativer. Wir haben bis jetzt nur dann
auf Eiweil3 resp. Peptone eingestellte Fermente im
Plasma hervorruten kdnnen, wenn wir Proteine resp.
Peptone subcutan resp. intravends einfuhrten oder,
wTie wir gleich anluhren werden, per os soviel Eier-
eiw’eill zufuhrten, dafl unverdndertes resp. wenig ab-
gebautes Eiweil? in die Blutbahn gelangte.

Versuch VII zeigt,

CLunib  dcomJerum = dal wiederholte Injek-
0.8, lOXSeidenfieptanlosusy  tion von Kochsalzlésung

5.0 .1 phuswloa Xochsaklosu/i ] .
§ooegreem ‘ keinen Erfolg hatte. Ein

L s

e Co b o 5000 g schwerer Hund
i R T erhielt am 5. X. 09

Kochsalzldsung subcu-
tan. Die Injektion wurde am 11. und 12. X. vormittags wie-
derholt. Am 12. X. wurde nachmittags Blut entnommen und
daraus Serum 1a gewonnen. Versuch VIl zeigt, da das Serum
Seidenpepton nicht spaltete.

Am 18. X. erhielt das Versuchstier 3 ccm einer 10°/oigen
Seidenpeptonlésung subcutan. Das am 21. X. gewonnene Serum
(1 b) spaltete Seidenpepton und Gelatine sehr gut (Versuch VIII).
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Beim Erwéarmen auf

60° wurde das Serum ®. Oﬁan’ijgjgn'd —
. . . bJeide/ipeptonlasiytg
inaktiv. Das am 10. 50, ptysioi Ji&/ClUnsung

X|., alsonach20Ta- ™~ M a fcem Jerum, /I maJcimért
gen, entnommene 05 letaymonieng
Blut ergab ein Serum, C iconJerum#
das Seidenpepton
nicht mehr abbaute.
Es war somit das
urspringlichvorhan- o+
dene Ferment wie-
der verschwunden. -m
Vgl. Versuch IX mit _
Serum Ic.

Diese Versuche

bestatigen die
frUherenBefunde,
daR kein fur die injizierte Eiweil3- resp. Peptonart
spezifisches Ferment erzeugt wird, ebenfalls. Gleich-
zeitig wurde festgestellt, dal drei Wochen nach der
zuletzt erfolgten Injektion von Seidenpepton keine
spaltenden Eigenschaften des Serums auf Seiden-
pepton mehr festzustellen waren.

Bei einem weiteren Ver-
suche gaben wir Ricinus-
.. Zcem. Jerum /-
ol subcutan, um festzu- fIWu<&IX 05 . fosJeidenfieptoniosung
stellen, ob fettspaltende
Fermente aufdiesem Wege
im Plasmahervorzubringen |
sind. Das gewonnene Se-
rum (Serum 5b) lieRen
wir auch auf Seidenpepton und auf Gelatine einwirken.” Es trat
keine Spaltung ein (Versuch X). Der 7000 g schwere Versuchs-
hund erhielt am 11. X. 09 1 ccm Ricinusél subcutan. Am 13. X.
wurde ihm Blut enthommen. Am 15. X. 09 wurden 2,5 ccm und
am 18. X. 5,0 ccm Ricinusol subcutan injiziert. Das am 21. X.
entnommene Blut lieferte das zudem VersuchXdienendeSerumab.

e r~i—

L.



106 Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn,

Nachdem im hiesigen Institute der Nachweis geglickt
war, dall nach parenteraler Zufuhr von Eiwei3stoffen und von
Peptonen Fermente im Plasma auftreten, die diese Stoffe ab-
bauen, lag es nahe, auf experimentéller Basis das Phanomen

der Uberempfindlichkeit

I iccm, Jerum, 5* . .
¢ in  Angriff zu nehmen. Es

0,S, Jeulenpepton.

TctaucflX ~ 5:0- physwtyXocksaMfosdfly  schienen uns zundchst zwei
b Iccrn. Jeru/nSe e - .

) ) Moglichkeiten vorhanden zu

1. Cda*villasurig

5. ptysioliogXocfcalumny  sein. Es ist denkbar, dal? der

Organismus nach parenteraler

Zufuhr von Proteinen resp.

oxTr. Peptonen und auch anderen

Stoffen zunéchst so viel Fer-

aitr, ——

0.60% —

o mente an das Plasma abgibt,
daf} bei Wiederholungder Zu-

Gromiit 1 6w fuhr ein zu rascher Abbau
erfolgt. In diesem Falle wr-

den in kirzester Zeit grélRere Mengen von einfacheren und
einfachsten Abbaustufen frei. Es konnten diese Produkte das
Bild der Anaphylaxie bedingen. Es wéare auch denkbar, daf
gewisse Abbauprodukte an und far sich giftige Eigenscshaften
haben. Es muf3te auch mit der Moglichkeit gerechnet werden,
dall umgekehrt Hemmungskorper auftreten, die den normalen
Abbau der zugefiihrten Stoffe hintanhalten. Wir versuchten
durch direkte Versuche diesem Probleme n&her zu kommen,
indem wir im Zustande der Uberempfindlichkeit Blut entnahmen
und das erhaltene Serum auf Seidenpeptonlésung einwirken
lieBen. Es zeigte sich bisher keine Beschleunigung des Abbaiis.
Ein 8000 g schwerer Hund erhielt am 5. X. 10 ccm einer
2°/oigen Eiereiweil3losung subcutan. Am 26. X. wurden 4 g
Eiereiweil3 intravents eingefuhrt. Es traten bald starkes Er-
brechen und Diarrhée auf. Nach kurzer Zeit war das Ver-
suchstier sopords. Das Tier wurde sofort aus der Carotis ent-
blutet. Die Carotis war fast leer. Das meiste Blut befand sich
in den BauchgefaRen. Das Blut gerann nicht spontan, selbst
nach 5tagigem Stehen war noch keine richtige Gerinnung ein-
getreten. Das Plasma schied sich unvollstandig ab. Beim Zentri-
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fugieren des Plasmas erfolgte Gerinnung. Mit dem so erhaltenen
Serum (2) ist Versuch XI ausgefiihrt worden.
Ein 9000 g schwerer
i fcem, JerumZ
Hund erhielt am 5. X. TwkxT. 0J . Jeulatpepdjnlastuuj
10 ccm einer 2°/oigen Eier- 50" phusiolM XocksalMbx
eiweillésung subcutan. Am C1Irr
2. XI. wurde das Versuchs- PTK """" 4
tier, nachdem ihm 4 g Ei- < — ,
weill intravends injiziert A !
fifeMUU* i 2 i 5 7 A 5 :b

worden waren, entblutet.
Versuch Xl ist mit dem aus diesem Versuche stammenden
Serum (3) ausgefuihrt worden.

Ergebendiese

- mfcem, Jérum.J

V?rSyChe VI Doux X 0.5, /0%tge JeidcnpepionlsuMj

|6.Uflg auch 5,0 . phusioloa JCcxAsaldasum

noch Kkeine
erkennbare Qs

Abhangigkeit .,

v ve 1

[ o edk—
des Pha- P
nomens der aMudaii o ji s @ 15 20 5 3 3w
Anaphylaxie

von dem von uns beobachteten Auftreten von Fermenten, so
erscheint uns trotzdem ein Zusammenhang dieser Erscheinungen
nicht ausgeschlossen. Wir denken zunéchst in erster Linie an
eine Reaktion zwischen den beim Abbau entstehenden Spalt-
produkten und dem injizierten Material. Vielleicht héngt die
wiederholt beobachtete schwere Gerinnbarkeit des Blutes im
Stadium der Anaphylaxie mit dem Auftreten von Abbauprodukten
aus dem zugefiihrten Eiweill zusammen.

In weiteren Versuchen entschieden wir die Frage, ob es
gelingt, im Plasma Fermente durch enterale Zufuhr von groRen
Mengen von Eiweill zu erzeugen. Es ist bekanntlich mdglich,
durch Uberfiitterung mit Eiereiweil dieses direkt zur Resorption
zu bringen.

Ein 8800 g schwerer Hund erhielt am 1. X.—8. XI. tag-
lich das Eiereiweill von 7Va Eiern. Am 8. XI. wurde Blut ent-
nommen. Versuch XIIl zeigt, da das aus diesem Blute

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIV. 8



108 Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn,

gewonnene Serum (6b) Seidenpepton spaltete. Das Auf-
treten von Fermenten im Plasma ist somit abhangig
von der Zufuhr von fremdartigen Stoffen, gleichgul-
tig, auf welchem Wege diese Zufuhr erfolgt. Da bis
jetzt bei vielen 100 von Yersuchen, die zu den verschiedensten
Zeiten der normalen Verdauung ausgefiihrt worden sind, nie
solche Fermente im Plasma speziell beim Hunde nachweisbar
waren, durfen wir den eben mitgeteilten Befund als weiteren

wichtigen Beweis
dafur kennzeich-
nen, daf bei der
normalen Verdau-
ung unverander-
tes  Nahrungsei-
weil} nicht zur Re-
sorption gelangt.
Jedenfalls geht kein solches in die Blutbahn tber. Vielleicht
werfen diese Versuche auch einiges Licht auf die vielum-
strittene « Albumosenfrage * (Vorkommen oder Fehlen von
Albumosen im Blute).

Nachdem festgestellt worden ist, dall fremdartige Pro-
teine und Peptone im Plasma zur Bildung resp. Abgabe von
Fermenten an dieses (von Korperzellen aus vielleicht) flihren,
war es nun von gréfiter Wichtigkeit, nachzuweisen, in welcher
Art der Abbau dieser Stoffe erfolgt, und bis zu welchen Ab-
baustufen er fuhrt. Wir konnten zundchst nachweisen, daf® aus
EiweilR Peptone entstehen.

Wir injizierten einem 4700 g schweren Hund am 3. XI 09
3 ccm einer 10<>/oigen Seidenpeptonldsung subcutan. Am 8. XL
und 10. XI. erhielt das Versuchstier 5 ccm und am 13. und
15. XI. 10 ccm der gleichen Seidenpeptonlésung subcutan. Am
18. XI. wurde das Tier entblutet. Das durch spontane Ge-
rinnung erhaltene Serum verwendeten wir zu folgenden Ver-
suchen. Wir gaben in eine Fischblase 20 ccm einer 56/oigen
Gelatinelosung resp. einer EiereiweilBlésung und fligten dazu
3 ccm Serum vom «immunisierten* Tiere und dialysierten gegen
destilliertes Wasser. In ganz entsprechender Weise setzten
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wir mehrfach 1. das «Immunserums allein an und 2. die Ge-
latine- resp. EiereiweiBlosung allein und 3. die Gelatine- resp.
Eiereiweil}lésung + Serum von normalen Hunden. Es lieB sich
in den letzteren drei Versuchsreihen keine Biuretreaktion in
der AuRenflissigkeit nachweisen, hingegen gab das Dialy-
sat der ersteren Versuche, d. h. Zusatz von «Immun-,
serum zu Gelatine- resp. Eiereiweil3l6sung nach
kurzer Zeit intensive Biuretreaktion.

Es wird nun unsere Aufgabe sein, in exakter Weise fest-
zustellen, bis zu welchen Abbaustufen der Abbau geht, und
speziell zu entscheiden, ob Aminosduren auftreten.

Erwahnt sei noch, daB jodiertes Seidenpepton bis
jetzt nach subcutaner Zufuhr nicht imstande war, im Plasma

Fermentbildung anzuregen. Wir kommen auf die Versuche
demnéchst zurtick.



