Untersuchungen iiber lytische und plastische
Systeme.

Von
Dr. W. Loele, Dresden.

(Eingegangen am 25. Februar 1933.)

Die Strukturen des Korpers sind das Ergebnis der Tétigkeit lebender
Zellen. Ihre kiinstliche Darstellung ist bisher noch nicht mdoglich. Doch
ist es der Biochemie gelungen die Bausteine, aus denen die Strukturen
zusammengesetzt sind, zum Teil kiinstlich herzustellen und ihre Bedeu-
tung fiir den zum Aufbau fithrenden Zwischenstoffwechsel klarzulegen.
Guggenheim 1 bezeichnete die fir den Zellstoffwechsel nétigen Amine als
proteinogene, spiter als biogene Amine. Mit diesem Begriffe ist die
Vorstellung verbunden, daf} es einmal moglich sein wird, aus synthetisch
hergestellten. Stoffen Strukturen aufzubauen.

Es ist nun tatsichlich gelungen, wie in fritheren Arbeiten gezeigt
wurde, granulére Gebilde im Reagensglase herzustellen, die nach Gestalt
und Eigenschaft mit den Granula der Zelle verglichen werden kénnen.
Diese Granula entstehen aus reinen Losungen durch einen Ausfillungs-
vorgang. Es ist daher wichtig, festzustellen, inwieweit Losung und
Fallung gemeinschaftliche Merkmale besitzen, weil auch in der Zelle die
Strukturen das Ergebnis dhnlicher Vorgdnge sind. Von der Beschaffenheit
der Losung hiangt die Beschaffenheit der Struktur ab, die gewissermafen
aus der Losung herauswichst.

Kine der Higenschaften kiinstlicher Granula ist die mit dem Alter
zunehmende Unempfindlichkeit gegeniiber Sauren. Wie verhalt sich
in dieser Hinsicht eine Losung, die aus den Granula hergestellt wird ?

Lost man Granula des Systems Phenol-Aldehyd-Aminosidure-Salz-
(Séure) in einer Alkalilésung auf, so tritt nach S#urezusatz erneut eine
Féallung auf, die sich als schleimartige Masse zu Boden setzt. Diese
Tritbung 16st sich vollig nach Einwirkung von Aminosiure oder eines
Gemisches von Formaldehydlésung mit Aminosiure. Mit dem Altern
der gelosten Granula steigt die zur Fallung notige Sduremenge und
dndert sich der zur Losung der Triibung notwendige Zusatz von Amino-
sfiure oder Aminosiure-Aldehyd.

Wie die folgenden Versuche zeigen, ist der Verlauf der Reaktionen
vollig gesetzmaBig.

1 Guggenheim, M.: Die biogenen Amine. Berlin: Julius Springer 1920.



746 W. Loele:

Versuch 1. Darstellung der Granula:

Phlorogluzin 1% . . . . . . . . . .. 1,0 Teil
Formol 2% . . . . . . . . . . . .. 0,5 Teil
Glykokollésung 2% . . . . . . . . . . 0,56 Teil
Calciumchlorid, Krystallwasser 1% . . . 1,0 Teil

Nach 24 Stunden wurden die Granula gewaschen und in einer 1%igen
Sodalosung gelost. Es wurde bestimmt, wieviel Kubikzentimeter einer
10%igen Essigsiure und einer 1%igen Schwefelsiure nétig waren, um
eine starke Triibung hervorzurufen und wieviel Aminoséure oder Amino-
siuregemisch eine vollige Klérung der Tritbung bewirkten, und zwar
wurden von der Granulalésung 10 cem mit S#ure versetzt, von der
Tritbung 1 cem mit. Aminoséure.

Aldehyd 2%, Aldehyd 2%,
Hssigsiure | Glykokoll Aminosaure Schwefel- | Glykokoll A.miggsaure
Tag 10% 2% Gemis%’h aa Tag séure 1% 2% Gemisoéh aa
cem ccm ccim ccm ccm ccm
8.12. 2,0 3,0 19. 12, 0,35 | 0,1 l 0,2
9. 12. 2,0 1,5 1,0 22.12. | 0,75 ‘ 0,1 0,1
10. 12. 2,0 1,0 0,5 27.12. 0,8 0,1 0,2
12, 12. 2,5 1,5 1,0 2. 1. 1,0 0,25 0,5
13.12. 3,0 1,0 1,0 6. 1. 1,0 0,25 0,5
14.12. 3.5 1.0 1,0
16.12. | 45 0.5 1.0 ! \
19.12. 7,0 0,5 1,0 [
29.12. 18,0 0,5 1,0
6. 1| 280 0,5 1,0 ‘
10. 1. 400 | 05 1,0 !
Versuch 2. Darstellung der Granula:
Resorcin 1% . . . . . . . 1,0 cem
Glykokoll 2% . . . . . . 0,5 cem
Aldehyd 2% . . . . .. 0,5 cem
Schwefelsiure 10% .. . 1,0 cem

Nach dem Waschen wurden die mit einer 1%igen Sodalésung auf-
geschwemmten Granula tropfenweise mit einer 10%igen Kalilaugen-
losung versetzt bis zur vélligen Losung.

Tag Essigsaur;} Aminosiure| Gemisch Tag S%%vgreéel' Aminosiure| Gemisch
cerm. cem cem eem cem com
23.12. 0,2 2,0 2,0 23.12. 1,0 2,0 2,0
27.12. 9,0 2,0 tiber 2,0 | 29. 12. 1,4 1,0 2,0
29. 12, 25,0 0,25 0,1 5. L. 2,5 0,5 1,0
2. 1. 60,0 10. 1. 4.5
keine
.| Tritbung

Zeichnet man die Sdurewerte als Kurven, so verlduft die Essigsdure-
kurve entsprechend der schwicheren Dissoziation der Sdure steiler als
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die Schwefelséurekurve und die Kurven der Resorcingranula sind steiler
.als die der Phlorogluzingranula.

Aus den Versuchen ergeben sich die folgenden Schliisse:

1. Mit dem Altern der Lésung nimmt genau so wie mit dem Altern
der Granula die Empfindlichkeit gegen Séduren ab. In der gleichen
Weise verdndern sich auch in einer Zelle mit.- dem Alter die Systeme,
die zur Strukturbildung oder zur Strukturlésung fithren.

2. Strukturbildende Faktoren konnen in einem anderen System
lésende Faktoren sein. In bestimmten Systemen kann die Aldehyd-
gruppe die Wirkung einer Aminosédure steigern oder herabsetzen. In
den Versuchen schwankt die ldsende Menge Aminosiure zwischen 0,05
und 3,0 cem. Die Verdinderungen des Systemes durch das Albern steigern
den Titer der Aminoséure um das 60fache.

3. Die Losung der Tribung wird auch durch Alkali erreicht. Die
Aminosiure wirkt in einem sauren System wie eine OH-Gruppe. Das
p(H)-Optimum hangt somit hier von Art und Menge der Systemfak-
toren ab.

Die bisher dargestellten kiinstlichen Granula des Systems Aminosiure-
Aldehyd-Phenol-Salz-(Saure) sind empfindlich gegen Alkali und bilden
sich nicht, wenn das System alkalisch gemacht wird. Es geniigt schon
der Zusatz von Galle um die Granulabildung zu verhindern. Nur wenn
kleine Mengen Galle genommen werden oder wenn die Galle angesiuert
wird, fallen Granula aus.

Vielleicht erklért sich auf diese Weise eine pathologisch-anatomische
Beobachtung. Bei jahrelang bestehendem schweren Tkterus findet man
Granula in den Endothelien der Milzvenen, aber nicht in denen der
Arterien. Die Kohlenssure wirkt hier als Faktor eines granulabildenden
Systems. )

Will man kiinstliche Granula in einem alkalisch reagierenden System
erhalten, so muBl man basische Farbstoffbildner an Stelle der sauren
Phenole nehmen. Setzt man die Reihe an:

Paraphenylendiaminlésung (Base) 1% . . 1 Teil

Glykokoll 2% -, Formol 2%-Gemisch . . 1 Teil

Kochsalzlésung 3% . . . . . . . . .. 1 Teil
und untersucht nach 24 Stunden den braunvioletten Bodensatz, so
findet man neben langlich-runden, kleinen, 1—2 u messenden Kérnchen
runde, doppelt oder dreifach so groBe Scheiben von weinroter Farbe,
die durch Oxydation und Quellung aus den kleinen Formen hervor-
gegangen sind. Sie sind im ganzen spérlich, bei lingerem Stehen reich-
licher.

Nimmt man an Stelle des Kochsalzes Sodalosung oder Kalilauge
(1%), so findet man einzelne ovale, in den gréBten Formen 5—10 g4 im
Léngendurchmesser messende Granula und nach mehreren Tagen eigen-
artige gekriimmte, faserig-héckerige Gebilde von sehr zerbrechlicher
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Beschaffenheit. Durch die alkalische Reaktion wird die Form somit
beeinfluBt. Der Grund fiir diese Erscheinung diirfte darin zu suchen sein,
daB Aldehydzusatz in Losungen, aus denen sonst lange Krystallnadeln
ausfallen, zu mehr rundlichen knopfférmigen Bildungen AnlaB gibt;
durch Alkalien wird die Aldehydwirkung aber aufgehoben.

Es sind nach den bisherigen Untersuchungen somit zwei Gruppen
von kiinstlichen Granula zu unterscheiden, die in zwei Unterabteilungen
zerfallen :

A. Granula, die sich nur in neutraler oder saurer Losung bilden.

B. Granula, die sich in neutraler oder alkalischer Losung bilden.

Die dargestellten Granula scheiden sich wieder in zwei Gruppen,
in Granula, die meist gleich grofi sind, ein gleichméiBiges Aussehen
besitzen und meist nicht oder schlecht firbbar sind und in Granula, die
infolge autolytischer Vorgénge leicht firbbar sind, deren GroBe sehr
unregelmiBig ist und die wesentlich grofer als die der ersten Gruppe sind.

In diese Gruppe gehéren besonders die groBen Leucingranula, von
denen nicht zwei véllig gleich sind und deren Bau, wie bereits frither
‘mitgeteilt wurde, von der Anwesenheit anderer Stoffe im System auller--
ordentlich stark beeinfluBlt wird. Diese Beeinflussung zeigt deutlich
auch der folgende Versuch.

" Es wurde zunidchst eine Mischung hergestellt von

Phlorogluzinlésung 1% . . . . . . . . . 1 Teil
l-Leucin (Kahlbaum)! 2% . . . . . . . 0,5 Teil
Formalinlésung 2% . . . . . . . . . . 0,5 Teil
10%ige Losung von Ferrocyankali . . . 0,2 Teil
Zu 2,2 com dieser Mischung wurden zugesetzt 0,8 ccm der folgenden

Ldésungen:

1. Wasser: Nach 3 Stunden finden sich nur kokkengrofie Gebilde,
nach 24 Stunden bis zu 20 4 im Durchmesser messende konzentrisch
geschichtete Scheiben in méiBiger Menge.

2. Alkohol (96%): Nach 3 Stunden sind die Granula etwa so grof3
wie rote Blutkérperchen, nach 24 Stunden nicht wesentlich groBer.

3. Alkoholischer Auszug von Olivensl: Nach 3 Stunden sind die
Granula doppelt so grol wie rote Blutkérperchen, nach 24 Stunden zum
Teil grofer.

4. Kochsalz 1 und 10%. 1% : Nach 3 Stunden kokkengrofi, nach
24 Stunden zum Teil iiber 20 4 im Durchmesser.

10%: Nach 3 Stunden etwa von der GréBe von Sarcinen, nach
24 Stunden nur die gleichen Formen.

5. Alkoholische Naphthollésung: Nach 3 Stunden gréfer als rote
Blutkérperchen mit einem zentralen Kern, nach 24 Stunden nicht grofer.

Besonders bemerkenswert war das Verhalten der Leucingranula
gegeniiber Lugolscher Ldsung.

1 Das synthetische racemische Leucin ist fiir diese Versuche nicht geeignet.
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Wischt man Leucingranula, die sich nach 24 Stunden in einer 1%igen
NaCl- oder KCI-Lésung mit gelbem Blutlaugensalz gebildet haben und
betropft sie mit Lugolscher Losung, so farben sich die grofien Formen
zum Teil mahagonibraun, noch stirker wird die Reaktion, wenn man
vorher verdiinnte Schwefelséure hat einwirken lassen. L&Bt man auf die
zundohst homogenen Granula verdiinnte Lauge einwirken, welche die
Scheiben zur Aufquellung, aber nicht zur Losung bringt, so erhilt man
sehr zierliche radiale und konzentrische Schichfungen. Bringt man
jetzt Lugolsche Losung darauf, so findet man manchmal braunviolette,
sehr selten bladuliche Farbreaktionen. Die Granula verhalten sich somit
ahnlich wie die Aleurongranula in manchen Keimblittern.

Worauf beruht diese Farbreaktion? Die Scheiben enthalten weder
Lipoide noch Fette, die beide Braunférbung — Cholesterin auch Blaufir-
bung — mit Jodlésung zeigen, wenn man auf sie Ather und angesiuerte
Lugolsche Lisung einwirken 146t. Es handelt sich hier wahrscheinlich
um Bildung von koblehydratdhnlichen Verbindungen, die eine gewisse
Verwandtschaft zu Glykogen und Stérke besitzen. Hierfiir spricht
auch der Umstand, daBl die Leucinscheiben, mit Speichel behandelt,
wobei sie sich ebenfalls wu eigenartigen Bildungen aufschliefien, die
Jodreaktion wesentlich schwicher oder nicht mehr geben.

Besondere Aufmerksamkeit verdienen zwei Formen, die man durch
AufschlieBung der Granula erhdlt, die Bildung von Wimperkrinzen
und von Gitterkugeln, die es an Zierlichkeit und RegelmiBigkeit mit den
Geriisten von Radiolarien aufnehmen.

Die Wimperbildung ist eine Losiésung der radialen Schichten. Sie
kann manchmal doppelt sein, indem der innere Kreis eine besondere
Strahlung am Rande zeigt. Derartige Bilder entstanden nach Behand-
lung von Leucin-Ferocyankali-KCL-Scheiben mit Speichel. Die Gitter-
kugelbildung ist seltener und wird durch Einwirkung schwacher Laugen
erhalten. Sie kommt dadurch zustande, daB infolge der radiiren und
konzentrischen Schichtung sich an der Peripherie der Scheiben regel-
miBige Segmente bilden, die sich in Kapseln auflosen, deren Winde
miteinander verschmelzen. Auch Granula anderer Systeme werden
durch Einwirkung mancher Zusitze wesentlich versndert, z. B. durch
Zusatz von Fett.

Man 16st das Fett in absolutem Alkohol und setzt die Losung dem
System zu. Setzt man folgende Reihe an:

Resorcinlosung 1%. . . . . . . 1 Teil
Glykokoll-Formolgemisch 2% . . 1 Teil
Alkoholische Sesaméllosung . . . 0,2 Teil
Schwefelsdure 10%. . . . . . . 0,8 Teil

so werden die Granula doppelt so groB wie ohne Fett und zeigen eine
deutliche Kapselbildung. Im Innern der Kugein liegen kleine Tropfchen.
Farbt man die gewaschenen Granula mit Nilblausulfat, so fiarben sie sich
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nur schwach griin, das Trépfchen erscheint gelbrétlich. Behandelt man
die Granula vorher mit Ather, so verschwinden die Tropfchen und die
meist groBer werdenden Kugeln firben sich dunkelblau.

Bs wird durch den Einbau von Fett die Farbung der Granula ver-
hindert.

Der Nachweis von Naphthaloxonen gewinnt eine gewisse Bedeutung
fiir die Zelle, weil er das Vorhandensein von strukturbildenden Faktoren
beweist. Bakterien, bei denen sich Kernsubstanzen iiber das ganze
Plasma verteilen konnen, enthalten noch keine Naphtholoxone. Diese
treten zuerst als Peroxydasen auf bei hheren Pilzen. Man weist sie nach,
indem man den Pilz halbiert und auf die eine Hilfte eine Lisung von
a-Naphtholkochsalz und H,0, auf die andere nur H,0,-Losung bringt.
Es tritt bei Naphtholbehandlung schnell eine hell bis schwérzlichviolette
Farbung auf. Bisher fand ich positive Reaktion (nach der Bestimmung
von. Herrn Dr. Friese) bei:

Tricholoma (Ritterling), besonders bei nudum und terreum.

Russula vesca (Speisetéubling).

Lactaria torminosa (Giftreizker), nicht beim echten Reizker.

Lycopodium gemmatum (Bovist).

Pleurotus ostreatus (Austernpilz), schwach.

I. Wolf beschreibt das Vorkommen einer bisher unbekannten Oxydase
in Pilzen, einer Ferrase, die Ferro- in Ferriverbindungen umwandelt
und Tyrosin und Guajakol zu Farbstoffen oxydiert. Das dreiwertige
Eisen ist auch ein Faktor der Naphtholoxone.

Bei den hoheren Pflanzen ist die Naphtholperoxydase so haufig wie
die labile Nadioxydase in tierischen Zellen. Besonders hiufig in den
Zellen des Leptom, im GefaBsystem des EiweiBstoffwechsels. Raci-
borsky hat deshalb diese Stoffe mit einem gewissen Recht als Leptomine
bezeichnet.

Naphtholoxon und Amylase treten nun héufig verbunden auf. Die
Parotis enthilt granulire Naphtholoxydasen (Menseh). Der Speichel
ist frei von Naphtholoxonen, soweit sie nicht von Leukocyten stammen.
Starkekleister wird durch Eisenchlorid und H,0, gelost. Der Gedanke
liegt nahe, ob nicht bei der Zersetzung von Naphtholoxydasen amylo-
lytische Systeme entstehen.

In der Tat ist es mir gelungen, durch Schaltung mehrere Systeme
auf diesemn Wege ein amylolytisches System zu erhalten.

1. Darstellung von Phlorogluzin-Kalk- und von Resorcin-Schwefel-
sduregranula.
11. Waschen der Granula und Auflésung in Alkali.
III. Fallung der Phlorogluzingranulalésung mit Sdure. (10,0 Losung
-+ 1,0 Schwefelsdure (1%.)
1V. Auoflésung der Féllung mit einer bestimmten Menge Glykokoll-
lésung. (1,0 Fillung 4+ 2,0 Glykollésung (2%.)
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V. Neutralisierung der Losung durch aufgeloste Resorcingranula bis
zur schwach alkalischen Reaktion.

Die Losung von Stérkekleister trat innerhalb 48 Stunden im Brut-
schrank ein und zwar nur bei Gegenwart von Kochsalz. Nach Hefe-
zusatz trat Gaéhrung ein ebenfalls nur bei Zusatz von Kochsalzlosung.
Das Wesentliche dieser noch umsténdlichen Versnchsanordnung ist es,
ein System zu finden, das wie Eisenchlorid 4 H,0, wirkt.

Da das Gelingen des Versuches von Zeit und Menge abhangig ist und
schwer zu sagen ist, was fir Zwischenprodukte auftreten, kann eine
bestimmte Vorschrift nicht gegeben werden, vielleicht 148t sich die
Methode vereinfachen und sicherer gestalten.

In fritheren Arbeiten ist auf die Bedeutung des Systems Aminoséure-
Aldehyd-Farbstoftbildner fir die Bildung der eosinophilen Leukocyten-
granula, der Kernkorperchen und pflanzlicher Reservevorrdte hin-
gewiesen worden. Es lassen sich nunmehr die Versuche des Glases auf
die gesamte Blutzellbildung anwenden.

Die Stammzellen dér myeloischen und lymphatischen Blutzellen sind
Zellen mit Kern und Kernkérperchen, dis myeloischen Zellen enthalten
im Protoplasma Granula, die kleinen Lymphocyten haben die Haupt-
masse ihres Protoplasmas abgestoBen.

Die myeloischen Zellen verdanken ihre Entstehung einem asphykti-
schen Abbau des Kernes, also einer verminderten Sauerstoffzufubr der
Zelle. Das heilit nicht, dafll etwa dem Knochenmark weniger Sauerstoff
zugefiithrt wird, es wird nur der zugefihrte Sauerstoff von anderen
Strukturen den Blutzellen entzogen. Die Kohlensiureiiberladung der
Zelle schafft erst die Grundlage zur Bildung der Granula, da sich bei
alkalischer Reaktion aus den drei Faktoren Granula nicht bilden kénnen.
Das Auftreten einer Naphtholoxydase setzt voraus, dall Aminoséure,
Aldehyd und Eisen in gewissen Mengenverhéltnissen vorhanden sind.
Hs ist somit die Bildung oxydasehaltiger Granula ein ziemlich zusammen-
gesetzter Vorgang, der besondere Voraussetzungen zu seinem Zustande-
koramen notig hat. Im roten Blutkérperchen wird der ganze Kern
gelost. Bei den Saugetieren wird, mit Ausnabme der Kamel- und Lama-
gruppe, die Zelle zu einer kernlosen runden Scheibe, die nach den Unter-
suchungen von Bechhold als eine Blase anzusehen ist. Die ovalen Blut-
kérperchen der tibrigen Wirbeltiere haben noch einen Kernrest, der kein
Naphtholkernkorperchen mehr besitzt. Die roten Blutzellen bilden mit
Phenolen durch Vermittlung der Phenolperoxydase sehr widerstands-
fahige Membranen. Phenole sind somit hier Faktoren eines plastischen
Systems.

Ein Faktor, der auf die Zellform Einflufl hat, ist die p(f)-Konzen-
tration eines bestimmten Systemes. Denkt man sich in der roten Blutzelle
Kern und Protoplasmastoffe gleichmafig gemischt, so ist zweifellos das
kernhaltige Blutkorperchen basischer als das kernlose, weil ein Teil des

Virchows Archiv. Bd. 289. 49
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sauren Kernes nicht gelost ist. Moglicherweise ist das die Ursache der
ovalen Form.

Ktwas Ahnliches gilt auch fiir die Form des Kernes und des Kern-
korperchens. Wo nicht mechanische Einfliisse die Kernform verdndern,
kommen nur chemische in Betracht. Die Hauptsache fiir die Form-
gebung ist das System, nicht allein die p(H)-Konzentration. In allen
myeloischen Xernen ist die Kernform verdndert bis zur Stébchenform.
DaB in diesen Zellen eine wesentliche Anderung der Kernmischung
stattfindet, geht daraus hervor, dafl Naphtholkernkérperchen nur in den-
jenigen Zellen als Reste gefunden werden, die einen nur wenig ver-
dnderten Kern aufweisen, in den iibrigen Zellen fehlen sie.

Wenn nun fir die Entstehung der Lymphocyten das gleiche System
haftbar gemacht werden soll, so muB der Nachweis geliefert werden,
daBl auch in den Stammezellen der Lymphocyten ein proteolytischer
Vorgang sich abspielt, der Aminoséuren, Aldehyd und.Chromogen frei
macht. Wenn nach der von mir aufgestellten Theorie der kleine Lympho-
cyt das Ergebnis eines peptischen Systems ist, kénnen die Granula im
Zustande der Losung durch Séure in eine Art Schleim umgewandelt
werden, der durch Aminosduren geldst wird. Durch die Untersuchungen
von Willstitter ist bekannt, da3 im Magen neben dem Pepsin eine Protease
vorkommt, die auch dem Lymphocyten nicht fehlt. Damit ist aber das
Auftreten intermedidrer Aminosduren mdéglich gemacht. Hs wird auch
verstdndlich, warum die wieder an Grofe zunehmende lymphoeytire
Zelle, dadurch, daB der Schleim sich verdichtet, zur Plasma- und schlief3-
lich zur granulierten Mastzelle wird. Aber nur im Gewebe, denn im
Blute ist infolge der gleichméiBigen Beschaffenheit des umgebenden
Plasmas ein stidrkerer reduktiver Abbau nicht moglich.

Tatséchlich haben die Mastzellgranula mit den eosinophilen Granula
eine Eigenschaft gemeinsam.

Behandelt man Gefrierschnitte, die beide Zellen enthalten, mit einer
H,0,-haltigen a-Naphthollésung und danach mit Naphthol-Kresylviolett
und Alkohol {verdiinnt), dann firben sich die eosinophilen Granula blau,
die Mastzellgranula rot, alle anderen Zellen koénnen entfirbt werden.
Nur die Fiarbung der eosinophilen Granula ist aber echt, die der Mast-
zellgranula sehr vergénglich.

Das Mosaikspiel des Lebens ist wie das Schachspiel, jeder Zug der
Steine bestimmt den Ausgang des Spieles und kann nicht zuriickgenom-
men werden. :



