Uber den Nachweis von Glucuronsidure im menschlichen Blut
mit der Orcin~ und der Naphthoresoreinprobe.

Von
Ernst Diebschlag,

Approbierter Arzt aus Miilheim a. d. Ruhr.

Die Tatsache, daf bei Untersuchungen iiber den Blutzuckergehalt
keine Ubereinstimmung zwischen den Werten der Polarisation und der
Reduktionsfihigkeit des untersuchten Blutes festzustellen war, daB
vielmehr ‘bei der titrimetrischen Bestimmung des Blutzuckers stets
hohere Werte als bei der Polarisation gefunden wurden, mullte zu der
Annahme fithren, daB im Blute neben dem Traubenzucker noch andere
reduzierende Substanzen vorhanden sein miiten. Erwdhnenswert sind
die genauen quantitativen Bestimmungen von Otto, der feststellte,
daf auBer der girungsfihigen Dextrose noch eine gérungsunfihige,
reduzierende Substanz im Blute vorkommt. Was das fiir eine Substanz
sei, diese Frage wagt Otto noch nicht zu entscheiden.

Jakobsen kam auf Grund seiner Untersuchungen zu dem Schluf,
daB es sich hier um das Jecorin handele, eine Verbindung von Glucose
mit Lecithin. Er fand namlich, daB diese reduzierende Substanz in
Ather 16slich war, wie das von Drechsel beschriebene Leberjecorin.
Lange Zeit wurde diese Annahme Jakobsens von vielen der folgenden
Untersucher als feste Tatsache hingenommen. Aber man dachte nicht
an die Méglichkeit, daB8 doch auch noch andere Sustanzen in Frage
kommen kénnten, die ebenfalls in Ather Igslich sind.

Ein anderes Ergebnis brachten die Untersuchungen von Pavy
und Siau. Sie schlossen aus dem gefundenen Schmelzpunkt auf Iso-
maltose, die sie als zweites Koblenhydrat neben der Glucose ansprachen.

Diese Ergebnisse stellte zuerst P. Mayer in Zweifel. Er stellte die
Frage auf, ob es sich nicht an Stelle des Jecorins und der Isomaltose
ganz oder teilweise um gepaarte Glucuronséuren handeln kdnne, die
einerseits wie das Jecorin in Ather loslich sind, andererseits als Phenyl-
hydrazinverbindung fast den gleichen Schmelzpunkt (159—164°) wie
die Isomaltose besitzen. Im Harn war schon seit l&ngerer Zeit Gluco-
ronsiéure nachgewiesen, und P. Ma yer hatte im Diabetikerharn wieder-
holt eine gesteigerte Glucuronsiuremenge gefunden. Jetzt fahndete er
in Kaninchen- und Rinderblut, in einem Fall auch in Menschenblut,
auf Glucuronsiure. Hr wandte zunichst die Phloroglucin- und die
Orcinprobe an und schloB aus ihrem positiven Ausfall, daBl es sich nur
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um Pentosen oder Glucuronsiure handeln koénne. Bei der Polarisation
fand er in allen Féallen eine Linksdrehung, die beim Erhitzen mit konz.
H,80, verschwand, in einem Falle sogar in eine schwache Rechtsdrehung
iiberging. Auch dieser Befund deutete auf Glucuronsiure. Vollig ge-
sichert wurde die Annahme, daf Glucuronsiure im Blut vorhanden sei,
als er dieselbe aus einem grofieren Quantum Rinderblut als p.-Brom-
-phenylhydrazinverbindung darstellen konnte.

Spiter bestdtigten Lépine und Boulud diesen Befund. Sie wiesen
die Glucuronsiure besonders in den geformten Elementen des Blutes
nach.

Seitdem findet merkwiirdigerweise lange Zeit in der Literatur keine
Angaben mebhr iiber den Nachweis von Glucuronséure im Blute. Krst
im vorigen Jahr deutet Stepp bei Gelegenheit seiner Arbeiten tiber
den Rest-Kohlenstoff im Blute wieder darauf hin, daf unter den redu-
zierenden Substanzen, die sich nach Vergiirung des Blutzuckers noch
im Blut finden, die Glucuronséure sicherlich eine grofie Rolle spielen
diirfte. Er unternahm dann auch anschlieBend Versuche, die Glucuron-
giure direkt im mengchlichen Blute, und zwar von Gesunden, Nephriti-
kern und Diabetikern nachzuweisen und bediente sich dazu der Phloro-
glucin-, Orcin- und der von B. Tollens angegebenen Naphthoresorcin-
probe. Seine FErgebnisse legte er in einer vorldufigen Mitteilung in
Hoppe - Seylers Zeitschrift fiir physiol. Chemie nieder.

Als Material benutzte Stepp geringe Mengen (0,3—0,5 cem) ent-
eiweillten Blutes, das vorher zum Zwecke der Vergérung und Polari-
sation auf 1/;—1/,, seines Ursprungsvolumens eingeengt worden war.
Wihrend die Phloroglucinprobe gleich positiv ausfiel, ergab die Orcin-
probe zundchst nur eine leichte Gelbfarbung. Erst als er nach der
Vorschrift von Bial, um die Spaltungsbedingungen der gepaarten Glu-
curonsiuren zu verbessern, etwas Hisenchloridlosung zufiigte, fiel auch
die Orcinprobe nach 1 Minute Kochen schén positiv aus: ,,prachtvolle
Griinfarbung der Flissigkeit, der der Farbstoff mit Amylalkohol mit
Leichtigkeit entzogen werden konnte.*

Die Naphthoresorcinprobe nach B. Tollens stellte Stepp ent-
sprechend den geringen Mengen des zum Versuch genommenen Blut-
extraktes folgendermafien an: ,,0,3—0,5 Blutfiltrat wurden mit einigen
winzigen Kérnchen Naphthoresorcin versetzt, die gleiche Menge rau-
chende oder 25proz. Salzsiure zugefiigt, gekocht und etwa 1/, Minute
im Kochen gehalten. Dann wurde unter flieBendem Wasser gekiihit,
das Reaktionsgemisch mit Ather versetzt und der gebildete Farbstoff
ausgeschiittelt.” Das Abmessen der einzelnen Mengen geschah mit ge-
nau geteilten Pipetten. '

Alle untersuchten Blutproben von Gesunden, Nephriti-
kern und Diabetikern ergaben eine deutliche positive Re-
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aktion. Der Atherauszug zeigte prachtvolle blauviolette Firbung,
wihrend die darunter befindliche Fliissigkeit griin fluorescierte.

Von groBem Interesse war es, daf der Ausfall der Reaktionen bei
Nephritikern im Stadium der Azotdmie am stirksten, bei Gesunden
stets deutlich war, hingegen bei den Diabetikern wechselnd ausfiel. Der
schwiichere Ausfall der Naphthoresorcinreaktion bei einigen Diabetikern
erscheint Ste p p besonders wichtig im Hinblick auf das Ergebnis seiner
Restkohlenstoffuntersuchungen. Er fand ndmlich, daBl bei einer grofen
Zahl von Diabetikern die Werte des Restkohlenstoffs niedriger sind,
als man nach dem vermehrten Blutzucker erwarten konnte.

Diese vorldufigen Mitteilungen Stepps bedurften aber noch einer
genaueren Priifung, und in seinem Auftrage unterzog ich mich dieser
Aufgabe.

Da mit den geringen zur Verfiigung stehenden Blutfiltratmengen
keine quantitativen Bestimmungen?) gemacht werden konnten, so kam
es darauf an, die Versuchsbedingungen fiir die Farbreaktionen so zu ge-
stalten, dafl man die einzelnen Proben in ihrem Ausfall miteinander
vergleichen und so mit einiger GewiBheit auf ihren stérkeren oder
schwicheren Gehalt an Glucuronséure schliefen konnte. Es galt zu-
néchst, zur gleichen Menge Filtrat stets gleiche Mengen der Reagentien
zuzufiigen. Sodann war zu beachten, daBl die eingeengten Filtrate,
die zur Untersuchung kamen, nicht iiberall den gleichen Mengen des
urspriinglichen Blutes oder Serums entsprachen. Es war ndmlich ein-
mal mehr, einmal weniger Blut zur Verarbeitung gelangt, dann war
durch die Enteiweifung mit Phosphorwolframsiure und die weitere’
Verarbeitung (Entfernung der Phosphorwolframsiure mit Bleiacetat,
Entfernung des Bleies usw.3) eine Verschiebung der Volumina eingetreten,
die nicht in allen Fallen die gleiche war. Es mufite nun in jedem ein-
zelnen Fall ausgerechnet werden, einer wie groflen Menge des urspriing-
lichen Gesamtblutes oder Serums die zur Probe verwandte Menge
jedesmal entsprach. Folgende Faktoren waren in Rechnung zu stellen:

1. Die urspriingliche Menge des verwandten Gesamthblutes resp.
Serums [Vol.].

2. Das abgelesene Gesamtvolumen nach Zusatz der zur Verdiinnung
verwandten Wassermenge und des Fallungsmittels zu der Ausgangs-
blutmenge [V(ges.)].

3. Das Volumen des zur weiteren Verarbeitung genommenen ali-
quoten Teils des Filtrats nach der P.-W.-S.-Fallung [V,].

1) Z. B. die Furfurol-Salzsiuredestillationsmethode, wie sie C. Tollens fiir
die quantitative Glucuronsiurebestimmung im Urin angibt.

2) Im folgenden bedeutet der Ausdruck ,,Filtrat® stets das nach der Ein-
engung gewonnene Extrakt.

%) Genaueres siche bei Stepp, Hoppe-Seyler Zeitschr. f. ph. Ch. 10%, 29.
1919.
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4. Das Volumen nach Zusatz von Bleiacetat [V,].
5. Das zur Einengung gelangende Volumen nach dem Abfiltrieren
des Schwefelbleis [V,].
' 6. Das nach der Einengung gewonnene Extrakt [V,].
7. Die zur Probe verwandte Menge des Extraktes [V(end)].
Diese Faktoren wurden in folgende Formel gebracht:

Vol ) V- Vs_ V (end)
V (ges) Vs V,

x bedeutet darin die Menge des Ausgangsmaterials, die in der zu den
Farbenreaktionen verwandten Menge Filtrats enthalten ist. Zu den
Reaktionen nahm ich in den ersten beiden Versuchen 0,3, spater stets
0,5 cem.

Als Untersuchungsmaterial standen mir 33 Filtrate zur Verfiigung,
die zum Teil frisch gewonnen, zum Teil aber schon &alteren Datums
waren, das dlteste Filtrat stammte vom Miarz 1919. Die Filtrate rithrten
her in 25 Fillen von Gesamtblut, in 6 Fillen von Blutserum. in 2 Fillen
von dem Pleuraexsudat einer Diabetikerin. Von den .Fillen waren
3 gesund, resp. unwesentlich erkrankt, 13 Nierenkranke, eine Eklampsie,
ein Verdacht auf Diabetes, 13 Diabetiker, 1 Polycythdmia rubra, 1 Fil-
trat stammte von Ochsenblut. In den meisten Fallen war die Phosphor-
wolframsiurefillung angewandt worden, in 3 Fillen jedoch die Hisen-
fallung nach Rona, in einem anderen Falle die Fallung mit Quecksilber
nach Schenk. Die Umrechnung auf die zur Probe kommenden Ausgangs-
blutmengen mufiten hier entsprechend modifiziert werden, gestaltete
sich aber einfacher wie die Rechnung bei der P.-W.-8.-Féllung.

Die bei den Berechnungen erhaltenen Zahlen werden auf der weiter
unten folgenden Tabelle jedesmal angefiihrt. '

Wie oben erwahnt, wurden nun mit all diesen Filtraten die Orcin-
und die Naphthoresorcinprobe angestellt. Die Orcinprobe ist auBer
fiir Glucuronsiure auch fiir Pentosen positiv. Um letztere auszuschlie-
Ben wurde die Naphthoresorcinprobe angestellt, die. Pentosen nicht
anzeigh. Von der Phloroglucinprobe wurde Abstand genommen, da sie
im weséntlichen die gleichen Resultate ergibt wie die Orcinprobe, und
die geringen Reste der Filtrate, die zum gréfiten Teil schon zu andern
Zwecken verbraucht waren, Sparsamkeit erforderten.

In den beiden ersten Versuchen (Ko., Diabetes, und Me., Nephritis),
in denen ich, wie erwiahnt, 0,3 cem Filtrat benutzt hatte, stellte ich die
Orcinreaktion folgendermaBen an: Ich hielt mich genau an die von
Bial angegebenen Mengen, nur daB ich sie entsprechend dem 10fach
geringeren Quantum der zur Untersuchung genommenen Flissigkeit
herabsetzte, also zu 0,3 Filtrat 0,5 konzentrierte Salzsiure, eine ganz
geringe Messerspitze Orcin in Substanz und 1 Tropfen einer 10fach
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verdiinnten Eisenchloridlésung. Nach 1 Minute Kochen zog ich den
Farbstoff mit 2 com Amylalkohol heraus, der dann bei positiver Reak-
tion eine wunderschoéne klare, schwirzlichgriine Farbung aufwies. Nach
kurzem Stehen ging jedoch diese Griinfirbung regelmiBig in ein klares
Braun iber. ,

Die Naphthoresorcinreaktion stellte sich in diesen beiden Versuchen
nach der Weise an, wie sie Ste pp angibt: 0,3 cem Filtrat, eine winzige
Menge Naphthoresorcin in Substanz, 0,3 rauchende Salzsdure, 1/, Minute
kochen, unter flieBendem Wasser abkiihlen und mit 2 com Ather griind-
lich ausschiitteln. Der Ather nahm dann bei positivem Ausfall die
prachtvolle blaulila Farbe an.

Alle folgenden Versuche machte ich mit 0,5 com Filtrat. Dement-
sprechend verwandte ich nun zur Orcinprobe etwas mehr Orcin, 0,85 cem
konzentrierte Salzsiure und 2 Tropfen der 10fach verdiinnten Eisen-
chloridlosung. Tm iibrigen verfuhr ich in derselben Weise wie vorher.

Die Naphthoresorcinprobe stellte ich jedoch von nun an in wesent-
lich anderer Weise an. Da der Zusatz von Naphthoresorcin in Substanz
kein genaues MaB darstellte, ich auch befiirchtete, durch nur */, minut-
liches Kochen nicht alle gebundene Glucuronsiure zur Spaltung brin-
gen zu konnen, gab ich lieber einem Verfahren den Vorzug, wie es C.
Tollens fiir den Nachweis der Glucuronsiiure im Harn angibt (vgl.
Hoppe -Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chemie 64, 40). Er nahm
auf 5 cemr Urin 5 cem konzentrierte Salzsiure und 0,5 cem einer 1 proz.
alkoholischen Naphthoresorcinlosung, kochte 15 Minuten im Wasser-
bad und schiittelte nach gutem Abkiihlen mit Ather aus. Entsprechend
der 10mal kleineren von mir verwandten Menge nahm ich auch nur
0,5 ccm konzentrierte Salzséure und 0,05 ccm einer 1 proz. alkoholischen
Naphthoresorcinlésung. Wéahrend des 15 Minuten langen Kochens
trat zunéchst eine griine Fluorescenz in der gelblich gefirbten Fliissig-
keit auf, die je nach der Stérke der Reaktion bald in eine mehr griinlich-
schwarze oder rotlichgriine schmutzige Farbe iiberging. Ich kiihlte
dann unter fliefendem Wasser griindlich ab und schiittelte den gebil-
deten Farbstoff mit 2 com Ather energisch aus. In einzelnen Fillen,
die einer groBeren Ausgangsmenge Blut oder Serum entsprachen, nahm
ich auch mehr Ather. In den meisten Fillen erhielt ich nun schéne
Violettfarbung, die in den einzelnen Fillen Unterschiede in der Inten-
sitdt und Nuance von Blaulila bis zum Rotviolett zeigte. Die darunter-
stehende Fliissigkeit zeigte stets eine prichtige Griinfirbung, die zwi-
schen hellstem Griin bis zum undurchsichtigen Schwarzgriin wechselte
und schéne griine Fluorescenz aufwies. Nach einiger Zeit verschwand
gewohnlich aus beiden Schichten die Blaukomponente, so daf die
Atherschicht einen immer réteren Ton annahm und die darunter be-
findliche Schicht gelb wurde, ohne aber ihre griine Fluorescenz zu
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uﬁztrsglfcrh xiz;,lisl Napﬁothresorcin- Refiuktionswert
Nr. Fall Dat. ton eFlﬁBig- o 0’5‘ Orcinprobe Drobe in %, nach
keit  |enthalt. ‘, Bert. | Maqu.
1 |[Ko. Diabetes|14. 11.|Ges. Blut | 0,428 | schéne klare [schwache Violett-] 0,230 0,207
Grinfirbung farbung
2 |Me. Nephr. I|24.7.1 , ,, |1445| kvsft. Grim kraft. Violett | 0,244 | 0,241
3 |Me. ,, II|19.6.| ., , | 1,787 lschones tief.Griin|schones tief. Lila| 0,213 | 0,211
4 |Me. ,, III| L7 s s | 1,595 |schénes tief. Griinjetwas heller wie 30,1685 | —
5 | Ke. Urfimie | 7.11.] Serum | 2,261 | brdunl. Grin [schones krviftiges| 0,205 0,208
Violett
6 | Bit. Diabet. I|11. 7.]Ges. Blut | 2,722 | schones sattes |briunlichviolett.| 0,408 0,4114
: i Griin Schimmer
7 |Ba. ,, TI18.8.1 ,, ., | 2,533 |prichtiges sattes|braunlichviolett.| 0,368 |0,3638
Griin Schimmer
8 |Sche. Nieren-20. 11.| Serum 1,56 jprachtiges dunkl| wundersch. Lila{ 0,151 —
sklerose I (Rona) Griin
9 |Sche. Nieren-{20. 11.] Ges. Blut | 2,769 [prichtiges dunkl.| schénes Violett | 0,109 0,114
sklerose 11 Grim
10 |Med. Uréimie| 26. 5. | Serum | 1,728 |braunlich griine jprichtig kl. Lilaj0,9691 0,9344
' Farbe
11 | Te. Normal | 9. 12. |Ges. Blut | 1,760 |schén schwirzl. | prichtiges Lila 10,0905 | —
Griin, etwas :
hell. als 6 u. 8
12 |Ga.Nierenskl.|11. 8.} ,, ., 1,665 wie 11 wie 11 0,1735 (0,1721
13 | Fei. Nephrit.|2.12.1 ,, ,, 2,426 \wie 12, etwas hel-{lila, heller wie bei} 0,116 | —
ler 11 und 12
14 |Pe. Diabet. I|15.5.1 ,, ,, |1,514 |schénes Griin, et-] schones Lila | 0,269 | 0,272
) was briunlich
‘15 (Pe. ,, 11123.6.1 ,, ,, 11,339 [schones Grin, et-| schones Lila | 0,327 /0,3255
was braunlich ’
16 |[La Koma Di-|18. 11.] ,, ,, |1,666 |Ganzprachtvollesf blasses Lila | 0,483 | 0,486
abetes I (Schenk) satt.  Tiefgrin
17 |La Koma Di- Ges, Blut | 1,110 | etwas heller blasses Lila
abetes 1T e w. 8.) wie 16
18 |Scho. Diabet.|31. 7. | Ges. Blut | 2,304 | schones Griin, | etwas dunkler }0,3523 | 0,357
. dunkl. wie 17 wie 17
19 || Ri. Diab. 1! 9.7. | Exsud. | 1,281 | helles Grim [|wundervolles Lilaj 0,244 | 0,239
(Rona) ]
20 {Ri. Diab. II| 5. 8. | Exsud. |4,308 in 4 cem Amyl-|in 4 cem Ather [0,2542 | 0,256
(P.W.8.) alk. briunl. gr. | helibraunl. mit
oleich hell wie 19] viol. Schimmer
921 | Mi. Ludw. |31. 10.| Ges. Blut | 2,201 | pricht. dunkl. | schénes Lila | 0,203 0,2028
. Diab. Grin I
92 |[Mii Hermann| 9.7. | ,, ~, |4,440 fin4comA A etw.|in 4 com Ather | 0,347 | 0,341
Diab. hell. gr. wie 21 | hellrstl. viol.
23 | Heu. norm. |22.5. § ,, 0,899 |helles braungriinjschénes rein. Lilaj0,1065 | —
24 |Scher. norm. |15.7. | ,, 2,308 | krift. blaul. | krift. Rotbraun| 0,134} 0,137
Griin m. bl. Schimm.
25 |Ba.Nierenskl.|12.8. | ,, ., 2,329 braungriin schén rotviolett |0,1545 10,1538
26 8i. Nephr. { 3.5. | ,, ., 3,634 |in 4 com A. A. [in 3 ccm Ather [ 0,167 | 0,157
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Art der - | Wieviel Reduktionswert
Nr. Fall Dat. t';’:f;fi‘:&g_ di‘;rs(i;b‘ Orecinprobe Naphth. res. probe| in % nach
Kkeit enthalt. Bert. | Mag.
27 Glo. Polyc. | 24.3.| Serum |4,401 |in 4 cem A. A. |In 4 com Ather | 0,093 —
. rubr, ganz schwach | schon. kl. Lila
' braungriin .
28 [8chl Verd.aufll7. 12. |Ges. Blut | 1,171 |{Schénes braun-| kriftiges Lila | 0,103| —
Diabetes grim '
29 |l Se. Diabetes| 3. 1. | ,, ,, |1,2621 Mittelstark. |Rotbraun m. ger.} 0,27910,2782
reines Griin viol. Ton
30 |De.Eklampsief 7.1. | Serum 1,76 | Schones klares | schénes klares {0,9707 | 0,0992
Griin Violett
31 Ho. Nephr. | 8. 1. |Ges. Blut | 1,86 | Schones klares [vicl. etwas tiefer|0,0378 | 0,0372
Griin wie 30
32 | Er. 9.1. | Serum | 2,102 | prichtiges blau-| mittelkriftiges [0,6267 | 0,6414
(Rona) griin Violett
33 | Rinderblut |22.1. [Ges. Blut | 4,259 | in 4 ccm A. A. |In 4 cem Ather | 0,378 —
tiefes schénes | schones klares
Dunkelgriin Lila

verlieren. Ich stellte immer eine Reihe von Untersuchungen gleichzeitig
an, 80 daB ich den Ausfall der einzelnen Reaktionen miteinander
vergleichen konnte. Die anfingliche geringe Triibung der Atherschicht,
hervorgerufen durch Beimengung feinster Tropfchen des Filtrats, ver-
schwand stets nach kurzer Zeit, so daB die Atherschicht schon klar wurde
und die Farbreaktion nicht mehr durch diese Beimengung beeinflufit
werden konnte.

Ferner wurde darauf geachtet, Reagensglischen von maéglichst
gleichem Durchmesser zu benutzen, so dafl die Farblésungen in gleicher
Dicke zur Anschauung kamen.

In der beigefiigten Tabelle sind die 33 von mir untersuchten Fille
mit dem Ausfall ihrer Orcin- und Naphthoresorcinproben zusammen-
gestellt. In der 4. Spalte ist angegeben, welcher Art die Ausgangs-
fliissigkeit war, die zur EnteiweiBung genommen wurde, ob Gesamtblut,
Serum oder Exsudat. Die 5. Spalte enthilt die durch Rechnung erhal-
tenen Mengen Ausgangsmaterial, die in den zu den Farbreaktionen ge-
nommenen Mengen Filtrat enthalten war. Die beiden letzten Spalten
enthalten die Mengen reduzierende Substanzen in den einzelnen Blut-
proben in Prozenten, zuerst nach dem Verfahren von Bertrand,
dann nach dem von Maquenne. Herr Prof. Stepp hatte die Freund-
lichkeit, mir diese Zahlen zur Verftigung zu stellen.

Die Tabelle zeigt nun manches Bemerkenswerte.

Alle Reaktionen sind als positiv zu bezeichnen. Jedoch zeigen sich

in der Stirke des Ausfalls wesentliche Unterschiede.

Diese sin

d zum

Teil darauf zuriickzufiihren, dafl in den benutzten Mengen Filtrat
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(0,5 resp. 0,3 com) ganz wesentliech verschiedene Mengen Ausgangs-
material zum Ausdruck kommen. Dem wurde dadurch Rechnung ge-
tragen, dafl bei sehr groBen Mengen Ursprungsmaterial Amylalkohol
und Ather in entsprechend vermehrter Menge genommen wurde. Aber
auch, wén man diese wechselnden Mengenverhiltnisse des Ursprungs-
materials in Betracht zieht, bleiben doch noch aunffallende Unterschiede
fn der Stérke der einzelnen Reaktionen. \

Wahrend némlich bei den Gesunden und den Nierenkranken, die
meist Stickstoffretention zeigter, in der Mehrzahl der Falle gute Naph-
thoresorcinreaktionen erzielt wurden, fiel bei einem groflen Teil der
Diabetiker dieselbe deutlich schwicher aus. So zeigte Fall 1 (Ko) nur eine
schwache Violettfdrbung; Fall 6 und 7 (Bil., dem an 2 verschiedenen
Tagen Blut entnommen war) zeigte vor allem sehr zweifelhafte Reaktion.
Der Ather firbte sich braun und wies nur einen undeutlich violetten
Schimmer auf: Fall 16 und 17 La., Koma) zeigte beidesmal ein nur zartes
blasses Lila (beide Proben stammen von derselben Blutentnahme). Auch
der néchste Fall 18 (Scho.) zeigh zwar eine etwas dunklere Tonung des Lila
wie Fall 16 und 17, jedoch war hier auch die Ursprungsmenge fast doppelt
so groB3, und das Lila war noch nicht so stark wie in der Mehrzahl der Nicht-
diabetiker. Fall 22 (Mii. Herm.) zeigte ebenfalls hellere Reaktion, die
auBerdem mehr zum Rot hiniiberreichte. SchlieBlich zeigte noch Fall 29
{Se.) eine nicht so einwandfreie Reaktion, indem der Farbton wenig des
typisch Violetten an sich hatte. Hierin stimmen diese Ergebnisse ganz
mit denen iiberein, die Stepp in seiner vorldufigen Mitteilung berich-
tet, daB nimlich die Naphthoresorcinprobe beim Diabetiker vielfach
schwiichere Ausfille gibe. Die Angabe Stepps, daf das Blut von
Nephritikern im Stadium der Acotédmie besonders starke Reaktion
gebe, wurde jedoch von mir nicht bestitigt.

Interessant sind auch die Ergebnisse in Fall 19 und 20. Diese Dia-
betikerin wurde 2mal einer Pleurapunktion unterworfen, zuerst am 9.
VIL, dann am 5. VIIL. 19; wihrend nun das erste Punktat eine préch-
tige positive Naphthoresorcinprobe und ebenfalls eine positive Orcin-
probe aufwies, war im 2. Fall die Reaktion mit Naphthoresorcin fast
negativ und auch die Orcinprobe zeigte nicht den klaren griinen Ton.
Auffallend sind nun diese beiden Befunde erst im Zusammenhang mit
anderen Ergebnissen, die Stepp hier feststellte. Beide Exsudate zeig-
ten mit den Reduktionsmethoden nach Bertrand und Maquenne
keine wesentlichen Unterschiede in den Werten ihrer reduzierenden
Substanzen. Dagegen wurde im ersten Fall, der auch die starke Naph-
thoresorcinprobe zeigte, ein bedeutender Unterschied zwischen dem
Polarisationswert und dem Reduktionswert gefunden, im zweiten Fall
ein viel geringerer. Folgende Tabelle moge die Unterschiede in den ge-
fundenen Zahlen verdeutlichen.
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h Orein l Naphthoresorcin Reduktion Polarisation
Bertr, | Magu.

Ru 9.7 ‘ hellgriin wundervolles Lila 0,244 | 0,239| 0,10976

Ri. 5. 8 i; braungriin [hellbriunl. m. viol.Schimm. 0,2542} 0,256 0,2275

Man kann daran denken, daf unter den vermehrten, unbekannten
Stoffen, die im 1. Fall den groBen Unterschied zwischen Reduktion und
Polarisationausmachen,die Glucuronsiure einen erheblichen Anteilnimmt.

Nun ist aber die Frage aufzuwerfen, ob diese abgeschwichte Naph-
thoresorcinreaktion bei den Diabetikern wirklich auf einen verminder-
ten Glucuronsiuregehalt des Diabetikerblutes zuriickzufiihren ist oder
ob nicht auch andere Faktoren hier eine mitbestimmende Rolle
spielen. Vor allem ist schon verdichtig, daf in all diesen Fillen abge- -
schwichter Naphthoresorcinreaktion die Oreinprobe schén positiv aus-
gefallen ist. Man konnte vielleicht daran denken, dal Pentosen vorhan-
den waren, die die positive Orcinreaktion gaben, wahrend sie ja die
Naphthoresorcinprobe nicht oder sogar hemmend beeinfluBlten.

Da nun auch wegen des allzu groflen Unterschiedes der Mengen
Ausgangsmaterial, die in je 0,5 ccm Filtrat vorhanden waren, die vor-
genommene Untersuchungsmethode doch zu ungenaue Aufschliisse bot,
wurde nun mit einer Anzahl von Féllen, die dazu geeignet waren, und
von denen noch ausreichende Mengen Filtrat mir zur Verfiigung stan-
den, eine andere Art der Untersuchung angestellt. Es galt, stets die
gleichen Mengen des urspriinglichen Materials zum Vergleich zu be-
kommen, ferner diese Mengen abzustufen und immer weiter zu ver-
diinnen, um den Schwellenwert, d. h. die kleinste Menge Blut festzu-
stellen, die eben noch einen positiven Ausschlag der Naphthoresorcin-
probe ergab. Ich folgte C. Tollens, der bei der Naphthoresorcin-
probe fiir den Harn vorschligt, entweder die zugefiigte Athermenge zu
vermehren oder mit der Harnmenge herunterzugehen. Letztere Methode
hilt er fiir die bessere.

Wie war es nun anzustellen, daB einerseits stets gleiche Blutmengen
zur Reaktion kamen, andererseits die zur Probe genommene Fliissigkeits-
menge stets die gleiche (0,5 cem) blieb? Letzteres war notig, um die
gleichen Versuchsbedingungen zu behalten. Ich ging nun so vor, daf
ich Stammlosingen herstellte, von denen gleiche Mengen auch die
gleichen Mengen urspriinglichen Blutes enthielten. Diese Stammldsun-
gen konnte ich nun beliebig abstufen und die einzelnen Abstufungen
der verschiedenen Fiélle enthielten nun stets die gleichenVergleichsmen-
gen Blut oder Serum. Da, um mit den kleinen noch vorhandenen Men-
gen der eingeengten Filtrate moglichst genaue Resultate zu erhalten,
sehr kleine Quanta abzumessen waren — bis in die 3. Dezimalstelle —,
und mit den vorhandenen Pipetten 0,05 ccm das kleinste Mafl war, das
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noch bequem und mit geniigender Sicherheit zu gebrauchen war, so war
es notig, noch besondere Hilfslosungen herzustellen

Ein Beispiel moge vorstehendes erliutern:

Bei Fall 22 (Mii. Hermann, Diabetes) war durch Rechnung, wie oben
angefiihrt, festgestellt, daf 0,5 com des eingeengten Filtrats 4,440 ccmn
des frischen Blutes vor der Bearbeitung entsprach. Also entsprach
0,5-1,0

4,440
Filtrat waren nun abzumessen und zu einer bestimmten Menge mit
Aqua dest. aufzufiillen. 0,11 cem war mit der Pipette gut abzumessen.
Fehlte noch 0,003 cem. Um diese zu bekommen, nahm ick 0,05 Filtrat
und fiillte mit Aqua dest. auf 1,0 auf. Diese 1,0 cem Lésung enthielten
also 0,05 ccrn Filtrat, 0,02 derselben also 0,001 Filtrat und 0,06 der-
selben, 0,003 cem Filtrat. Ich fiigte also zu den schon abgemessenen
0,11 Filtrat noch diese 0,06 der Hilfslosung, filllte mit Aqua dest. auf
" 5,0 auf und hatte so eine Stammldsung, in deren 5 cem 0,113 Filtrat
gleich 1,0 urspriingliches Blut enthalten war. Von dieser so hergestell-
ten Stammldosung nahm ich nun 0,5, 0,25 und 0,05 cem entsprechend
0,1, 0,05 und 0,01 Blut. fiillte die beiden letzten Quanta auf 0,5 com
auf und stellte hiermit die Napthoresorcinprobe wie frither an. AuBer-
dem stellte ich durch weitere Verdimnung noch 0,005 ccm Blut dar.

In gleicher Weise verfuhr ich noch mit weiteren 5 Fillen, und zwar
mit Fall 2 (Me., Nephritis), Fall 11 (Te., normal), Fall 16 (La., Koma),
Fall 29 (Se., Diabetes) und Fall 31 (Ho., Nephritis).

Vorsichtshalber wurden noch mehrere Kontrollversuche nur
mit Aqua dest. angefiigt. Diese ergaben stets eine Spur rétlich vio-
letter Tonung; auf diese Eigenreaktion muBte bei der Bewertung der
iibrigen Reaktionen Riicksicht genommen werden. Diese hatten nun
folgendes Ergebnis.

Die stirksten Reaktionen waren bei Te. (normal), Me. (Nephritis)
und La. (Koma). Hier zeigte 0,005 Blut noch einen wenn auch schwachen
aber noch sicher wahrnehmbaren Ausschlag gegeniiber den Kontroll-
versuchen, bei Me. war jedoch die Blaukomponente in allen Stufen
etwas ausgepragter.

Etwas schwicher fiel die Reaktion bei Mii. Herm. (Diabetes) aus,
hier war die Reaktion in 0,005 Blut von dem Kontrollversuch nicht mehr
zu unterscheiden, erst 0,01 zeigte deutlich stérkere Violettfarbung.

Noch etwas schwicher war die Reaktion bei Se. (Diabetes) und Ho.
(Nephritis). Hier war auch noch die Reaktion mit 0,01 nicht mit Sicher-
heit vom Kontrollversuch zu unterscheiden, und erst die Probe mit
0,05 konnte als positiv bezeichnet werden.

Diese abgestuften Untersuchungen haben 2 iiberraschende Krgeb-
nisse. ZunAchst zeigen sie, mit welch geringen Mengen die Naphtho-

1,0 cem Blut = 0,1126, rund 0,113 ccm FKiltrat. Diese 0,113 ccin
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resorcinprobe noch einen deutlich positiven Ausschlag zu geben ver-
mag. Besonders iiberraschend ist aber die starke Reaktion bei den Dia-
betikern, vor allem bei dem Koma — aber auch die beiden anderen
Diabetiker zeigten stirkeren Ausschlag, wie nach dem ersten Versuch
zu erwarten stand. Dies in Verbindung mit der fritheren Orcinprobe,
die wie erwahnt, schon positiv ausgefallen war, muBte die Bedenken
bestérken, ob nicht doch noch andere Komponenten als die Glucuron-
siiure hier eine Rolle spielten. Oben wurde schon die Anwesenheit
von Pentosen in Betracht gezogen. Aber diese erkliren noch nicht den
verschiedenen Ausschlag der Naphthoresorcinreaktionen.

Vielleicht lag aber eine stérkere Eigenreaktion der Reagentien vor,
die in diesen stark verdiinnten Losungen erst zum sichtbaren Ausdruck
kam? Nun fithrt Neuberg an, dal Naphthoresorcin in alkoholischer
Losung schon positive Reaktionen zu geben vermag, wenn dieselbe eine
Zeitlang dem Licht ausgesetzt gewesen war. Es bilden sich dann héchst-
wahrscheinlich kleine Mengen Glyoxalséure, die auch positive Reaktion
mit Naphthoresorcin gibt. Um-dies zu priifen, wurden 2 Kontroll-
proben mit Aqua dest. angestellt, und der einen 0,05 ccm der
lproz. alkoholischen Liésung,deranderenetwa 1 Milligramm
Naphthoresorcin in Substanz zugefiigt. FEs zeigte sich, daBl
die Probe mit Naphthoresorcin in Substanz deutlich schwi-
cher ausfiel. Aber dieser Befund geniigt noch nicht zur Erkldrung.
Waren doch auch vorher Kontrollversuche mit Aqua dest. angesetzt
worden und die Blutverdiinnungen hatten entschieden stirkere Reak-
tion gezeigt.

Nun aber berichtet Neuberg auch, dafl verschiedene Kohlenhydrate,
wie besonders Fruchtzucker, Saccharose und Pentosen, imstande sind,
einen Teil des Naphthoresorcin zu fesseln, ohne mit ihm die typische
Reaktion zu geben. Auf diese Weise komme eine schwichere Reaktion
zustande, wie der anwesenden Glucuronséure entspriache. Er rét daher
in solchen zweifelhaften Fillen Naphthoresorcinim Uberschul3 zuzusetzen.

Um das fiir unseren Fall zu priifen, wurde folgende Probe angestellt:
Zundchst wurden mit Fall La. (Koma) 2 Proben nebeneinander ange-
stellt, die eine mit 0,05, die andere mit 0,1 cem der 1 proz. alkoholischen’
Naphthoresorcinlosung. Letztere gab einen bedeutend stirkeren Aus-
schlag.

Sodann wurde einem anderen Fall mit niedrigem Blutzuckergehalt
so viel Dextrose in Substanz zugefiigt, daB er dem Blutzuckergehalt von
La. entsprach. Die jetzt angestellte Naphthoresorcinreaktion ergab
einen erheblich schwicheren Ausschlag als frither.

Nun ist es erkléirlich, weshalb diese Diabetesfille in den ersten gro-
beren Versuchen einen schwicheren Ausfall gaben als in den abgestuften
Reaktionen. Denn da zu den unverdiinnten Proben der Filtrate die-
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selben Mengen (0,05 ccm) Naphthoresorcin zugesetzt worden waren,
wie spiter zu den stark verdiinnten, so stand in den letzteren viel mehr
Naphthoresorcin fiir die Glucuronstiure zur Verfiigung und konnte mit
dieser die typische Reaktion geben.

Man muB wohl aus den Brgebnissen dieser Untersuchungen schlieflen,
daB der schwichere Ausfall der Naphthoresorcinprobe im Blut ver-
schiedener Diabetiker nicht mit Sicherheit eine Verminderung des
Glucuronsiuregehaltes anzeigt, denn mit der Erhohung des Blutzuckers
beim Zuckerkranken steigt neben der Glucose auch die GroBe einer
unfaBbaren Komponente, die storend auf den Ausfall der Naphtho-
resorcinreaktion zu wirken vermag. Zu dieser unbekannten Kompo-
nente gehoren aber auBer den reaktionshemmenden Stoffen auch solche,
die ebenfalls eine positive Reaktion mit Naphthoresorcin zu geben ver-
mdgen, wenn auch hier nach C. Tollens die Farbenntiance der Ather-
schicht deutliche Unterschiede gegeniiber der reinen Glucuronsdure-
reaktion aufweist.

So ist diese Farbenreaktion mit Naphthoresorcin also doch zu un-
sicher, um sie zur Abschitzung der Mengen gepaarter Glucuronsiuren
im Blute benutzen zu koénnen. Andererseits zeigen aber die Unter-
suchungen mit den so stark verdimnten Blutmengen, daf die Naphtho-
resorcinprobe in Verbindung mit der Orcinprobe und Phloroglucin-
probe fiir den qualitativen Nachweis der Glucuronsiure im Blute ein
sehr empfindliches Reagens darstellt.

Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn Geheimrat
Professor Dr. Voit fiir die Ubernahme des Referats, sowie Herrn Pro-
fessor Dr. Stepp fiir die Uberlassung dieser Arbeit und fiir die liebens-
wiirdige Hilfsbereitschaft, mit der er mir zur Seite stand, meinen herz-
lichsten Dank auszusprechen.
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