Virchows Archiv, Bd. 328, 8. 658—678 (1956)

Aus dem Pathologischen Institut def Universitat Titbingen
{Direktor: Prof. Dr. E. LETTERER)

Studien zur Korrelation der EiweiBkorper des Blutplasmas
und der Organe bei experimenteller Dysproteiniimie

III. Mitteilung
Charakterisierung des loslichen LebereiweiBes
und Veridnderungen dieser Fraktion bei dysproteiniimischen Tieren
Von
GERHARD SCHNEIDER

Mit 4 Textabbildungen
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Unsere in der 1. und II. Mitteilung schon niedergelegten quantitativen
Organanalysen haben fiir Milz, Leber und Nieren ein konstantes relatives
Organgewicht und einen konstanten Gesamt-N- und EiweiBigehalt bei
der gesunden Maus ergeben. Die dysproteindmischen Tiere zeigten eine
Erhohung des relativen Organgewichtes mit Vermehrung der N-haltigen
Bestandteile der Milz und Leber. Diese Tatsache fithrte unter Beriick-
sichtigung des zeitlichen Ablaufes der Organverdinderungen und der
Verinderungen des Bluteiweifibildes zum Nachweis enger Beziehungen
zwischen Bluteiweifbild und Chemismus der Organe [ScENEIDER (2)].

Die Leber, die sich im Frithstadium der Dysproteindmie wesentlich
vergroBert und dabei proportional zur Gewichtszunahme ihren Gesamt-
N-Faktor (Milligramm Leber-Gesamt-N je Gramm Korpergewicht)
erhoht, zeigte auler dem Anstiegihres Rest-N-Gehaltes auch eine voriiber-
gehende Abnahme des Gehaltes an wasserl6slichen Eiweilkérpern. Ohne
Angzeichen fiir eine Eiweispeicherung zu bieten, wurde dieser im Frih-
stadium als Hyperplasie und spiter als Hypertrophie imponierende
Umbau der Leber als Anpassung an einen erhéhten Umsatz N-haltiger
Substanzen gedeutet. Die nur im Endeffekt der Substanzzunahme von
Leber, Milz und in sehr geringem Grade auch der Nieren faBlbare Grofe
des Stoffumsatzes entspricht in der ersten sog. akuten Phase der Dys-
proteindmie (1.—10. Tag der Behandlung) dem Enizug des gesamien
zirkulierenden Plasmaeiweifies des Tieres.

Mit diesen Feststellungen war die Leber in den Mittelpunkt unserer
Studien geriickt und es erschien zur weiteren Klidrung der Umbau-
vorginge an der Leber und einer der unspezifischen Dysproteindmie
zugrunde legenden Stotfwechselumstellung erforderlich, die qualitative
Charakterisierung der 18slichen EiweiSkorper der Leber beim gesunden
und dysproteindmischen Tier anzuschliefen.
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Der Begrift der wasserloslichen Fraktion des Lebereiweilies
und die Methodik ihrer Charakterisierung

Mit der TIsolierung des wasserloslichen Lebereiweifiles durch Auf-
schwemmung von Frischgewebe in 0,9 %iger Kochsalzlésung und an-
schlieBender Zentrifugation in starkem Schwerefeld [methodische Einzel-
heiten s. ScuxEIDER (1)] wurde ein Weg beschritten, auf dem vor
allem BENSLEY und seiner Schule die Darstellung von Mitochondrien
und Mikrosomen neben dem leicht 16slichen cytoplasmatischen Eiweil3
gelungen ist.

Die Extraktion von gefriergetrocknetem wie auch von Frischgewebe
der Leber mit 0,9 %iger Kochsalzlosung beeintrichtigt nach HoErrr
und Bexsrey die Struktur der Leberzelle nicht wesentlich. Indessen
verliert das Gewebe sofort und vollstdndig seine 16slichen Eiweilkorper
zugleich mit den feinsten korpuskuldren Bestandteilen. Werden letztere
bei ausreichendem Schwerefeld absedimentiert, so enthilt der Uber-
stand bis 2/; des Lebergesamteiweifles. Erst eine mnachfolgende
Extraktion des Riickstandes mit 10%iger Kochsalzlosung setzt das
Plasmosin in Losung, das nach Mrrsky und Porrrster die Nukleo-
proteide des Kernchromatins und basophiler Bestandteile des Cyto-
plasma umfafBt. Dieses Plasmosin, eine auBerordentlich viskose Fralktion,
stellt zusammen mit den in niedriger Kochsalzlésung loslichen, nach-
folgend kurz als wasserlslich bezeichneten Eiweifkérpern rund 95%
des LebereiweiBies. Der letzte Riickstand kann lediglich in stidrkerem
alkalischem Milieu (n/2 NaOH) in Lésung gebracht werden und wurde
Ellipsin genannt. Wie mikroskopische Kontrollen in verschiedenen
Stadien der Extraktion (HoErr und BENSLEY) gezeigt haben, ist das
Ellipsin das formgebende Element der Zelle. Als schwerléslicher Lipo-
proteidkomplex ist es wahrscheinlich der Baustein der Zell- und Kern-
membran (DALLAM).

Nach diesen Erfahrungen erscheint es gesichert, dafl das von uns
gewonnene Lebereiweill das cytoplasmatische Eiweill der Leberzelle ist
und frei von Chromatinsubstanzen des Kernes und von korpuskuléren
Elementen und QGeriistsubstanzen des Cytoplasma gewonnen wurde.
Wir konnten dies durch wiederholtes Zentrifugieren des HExtraktes,
wobei kein weiterer unloslicher Riickstand absedimentierte, und mikro-
skopische Kontrolle des ersten Riickstandes nach der Aufschwemmung
von Lebergewebe, wo im Ausstrich reichlich basophile Kernsubstanzen
und mit Fosin angefarbtes Bindegewebe gefunden wurden, bestdtigen.
Hs erscheint auch wesentlich, dafl der grofite Teil der hydrophoben
Lipoproteidkomplexe bei der Zentrifugation infolge des hohen Lipoid-
gehaltes aufrahmt und meist als diinnes hellgraues Hiutchen entfernt
werden konnte.
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Da das Material aus einem enzymreichen Organ stammt, ist bei
lingerem Stehen der Aufschwemmung bzw. des abzentrifugierten Ex-
traktes mit einer fortschreitenden Autolyse und damit Denaturierung
und Abbau der Eiweillsubstanzen zu rechnen.

Fiir unser Vorgehen, bei dem wihrend der zeitlich auf 8—10 Std
begrenzten Aufarbeitung der Extraktaufschwemmung bei 3°C nur geringe
autolytische Verdnderungen zu erwarten waren, war vor allem die
Haltbarkeit des fertigen Extraktes von Bedeutung, da die eiweif-
chemische Charakterisierung meist lingere Zeit in Anspruch nahm
(héchstens 1 Woche). Es wurde deshalb das Verhalten des Rest-N
als Ma@lstab autolytischer oder eventuell bakterieller Zersetzungen, die-
auch durch den Zusatz von KCN gehemmt werden sollten, bei ver-
schieden langem Abstehen der Extrakte gepriift. Bis 4 Tage nach der
Aufarbeitung fand sich keine wesentliche Vermehrung des nichtkoagu-
lablen Stickstoffes und erst nach 7 Tagen stieg dieser an, um nach
12 Tagen das 1,5fache des Anfangswertes zu erreichen. Die absolute
Zunahme betrug dabei 0,17 mg Rest-N je Kubikzentimeter Extrakt,
was einem Abbau von rund 6 % des extrahierten Eiweilles entspricht. Im
ganzen ist damit die Gefahr wesentlicher autolytischer Veréinderungen am
Extrakteiweil nach Abtrennung der korpuskuliren und unlslichen
Elemente im Laufe unserer Verarbeitungszeiten nicht mehr gegeben.
Dies steht auch im Einklang mit der Erfahrung, daf die Ferment-
systeme der Leberzelle vorwiegend in den korpuskuliren Anteilen, wie
Mitochondrien und Kern, verankert sind.

Die Charakterisierung des wasseridslichen Lebereiweifles erfolgte mit
physikalisch-chemischen Methoden wie sie auch fiir das Serumeiweill
dblich sind. AuBerdem wurde bei einer groferen Zahl von Extrakten
verschiedener Behandlungsstadien eine quantitative Aminosédurenanalyse
durch Dr. GErox ausgefithrt [papierchromatographische Methode nach
Gerox (1)1.

Die Aussalzbarkeit und Loslichkeitsabnalme in destilliertem Wasser wurde in
Anbetracht des geringen Ausgangsmaterials nephelometrisch kontrolliert. Nach
einigen Versuchen mit Ammonsulfat als Fallungsmittel, das einen schmalen Aus-
fallungsbereich (25—55%ige Sattigung) im Bereich der Globulinfillung zeigte,
wurde die Fallung des Extraktes mit Phosphatpuffer nach BurLeErR tund MownT-
GOMERY (pg 6,5; spezifische Dichte ¢ =1,29—1,32) in gleicher Weise dargestellt
wie am Méduseserum (LETTERER und SCHNEIDER). Zur niheren Charakterisierung
der schwerldslichen Anteile wurde eine Fallung mit 4 n Kochsalzlésung bei pg 6,9
entsprechend dem Vorgehen von GEROK (2) bei der Fibrinogenbestimmung im
Blutplasma durchgefithrt.

Das Vorgehen bei der Nephelometrie stiitzte sich auf die Methode der nephelo-
metrischen Globulinbestimmung von ScENEDER (3). Der Ubergang auf andere
Fallungsmittel machte keine Schwierigkeiten. Lediglich beim Ansatz der Losungen
ist auf vollige Klarheit des Fallungsmediums zu achten. Dies gilt vor allem fir
den Phosphatpuffer, der nur mit bidestilliertem, vollig kalkfreiem Wasser und
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analytisch reinsten Substanzen angesetzt werden darf. Jede Verunreinigung mit
Kalzium fithrt zur Kalziumphosphatbildung und damit hohen Leerwerten vor
der EiweiBfallung. Entsprechend der geringen Eiweiflkonzentration der Extrakte
wurde in jeden Tritbungsansatz 0,015 cm® unverdimnter Extrakt (etwa 0,15 mg
Eiweil) unter vorsichtigem Umrithren eingebracht. Fiir jeden Extrakt wurde der
Tritbungszuwachs in 13 verschiedenen Stufen einer Pufferlésung von 0,9—3,0 mol
PO, bestimmt und in rel.-% als Fallungskurve (Nephelogramm) aufgetragen.
Ablesung im Reagenzglas mit 6 cm?® Pufferlosung und bei Filter L 2 h und Ver-
gleichshelligkeit 1 des Nephelometeransatzes zum Pulfrich-Photometer der Firma
Zeiss.

AuBerdem wurde eine Auftrennung des Extraktes mit der Papierelektrophorese
in der feuchten Kammer nach WunpERLY, SCENEIDER und HUGENTOBLER ver-
sucht. In einigen Fillen wurden Pherogramme nach Elution des Farbstoffes aus
5 mm breiten Streifchen und anschlieBender Kolorimetrie aufgezeichnet. Farbung
mit Bromphenolblau unter Beriicksichtigung des Umrechnungsfaktors 1,6 fiir die
Serumglobuline [ CrREMER und TisELIUS, SCHNEIDER (4)].

Als weiteres physikalisch-chemisches Charakteristikum wurde die Viskositis
des Extraktes im Ostwald-Viskosimeter (4,5 cm® Inhalt, Wasserwert 61 sec) bei
18—20° C gemessen. Die Proteinkonzentration wurde auch fir Vergleichsmessungen
am menschlichen Serum und Blutplasma auf 1g-% standardisiert. Errechnung

der Viskositétszahl Zn nach der Formel von ScHULzZ
Ty = log T/Tco-2,303 ]

Dabei entsprechen 1000 Zn der im angloamerikanischen Schrifttum gebréuchlichen
,.intrinsic viscosity* [5"] x 102

Mit diesen Methoden, welche die Ermittlung verschiedenartiger
physikalisch-chemischer Eigenschaften des 16slichen Lebereiweifles zum
Ziele haben, wurden insgesamt 60 Extrakte untersucht, darunter 15 Leber-
extrakte gesunder Tiere. Der physikalisch-chemischen Analyse und der
quantitativen Aminosdurenbestimmung, letztere von GErOK im Papier-
chromatogrammverfahren durchgefithrt, ging eine quantitative Bestim-
mung der Extraktionsausbeute [s. ScaNEmER (1) und (2)] voraus.
Bei der Behandlung der Tiere wurde an dem bisherigen Schema fest-
gehalten [LETTERER und SCHNEIDER, SCHNEIDER (2)]. Als Tiergruppen
mit wesentlicher Steigerung des Stoffumsatzes und mit unterschied-
licher Extraktionsausbeute kamen je 15 Tiere nach 10 und 20 Injektionen
sowie nach 20 Injektionen mit nachfolgender Pause von mindestens
10 Tagen zur Untersuchung. Aullerdem wurde an 5 Extrakten von Tieren
mit 15 Injektionen zusitzlich die Viskositdt bestimmt. Histologische
Kontrolle von Milz, Leber und Nieren im H.-E.- und Fettschnitt nach
Formolfixierung.

Ergebnisse
a) Charakterisierung des wasserléslichen Lebereswesfes

Wird das extrahierte Lebereiweill in Phosphatpufferlésungen nach
BurLEr und MONTGOMERY mit einer steigenden Konzentration von
0,6—3,0 mol eingebracht, so beginnt die Aussalzung bei 1,3 mol PO,.
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Unter Bildung einer Hauptfraktion sehr unstabiler Proteine bei 1,3 bis
2,0 mol ist die Fillung bei 2,3 mol im wesentlichen abgeschlossen.
Dabei hat sich meist kurz zuvor noch eine weitere Fraktion abgebildet.
In den folgenden Stufen stellen sich noch bis 3,0 mol geringe Tritbwert-
anstiege ein, die zusammen mit der relativ kleinen vorhergehenden
Fraktion auf das Vorliegen stabilerer Bestandteile hinweisen, aber
quantitativ nicht sehr ins Gewicht fallen. Zudem konnte gelegentlich

bei hoher Phosphatkonzentration eine leichte Flockenbildung beob-
achtet werden, so daB aus dem

rfli;;/;j . weiteren Kurvenverlauf nicht
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i ! darf.
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gesunder Tiere im Vergleich zur Fallungskurve

kurve der charakteristische

des Blutserums gesunder Miuse

' Tritbungszuwachs fiir Eiweil-
kérper vom Charakter des Serumalbumins fehlt, ist das wasserlosliche
Lebereiweill den Globulinen zuzuordnen. Fiir eine wesentliche Bei-
mischung albuminartiger Proteine ergeben sich keine Anhaltspunkte.
Die Globuline des Extraktes fallen aber in ihrem Grofteil schon vor
den Serumglobulinen, deren untere Fillungsgrenze bei 1,8 mol liegt.
Demnach sind sie mit den Serumglobulinen nicht véllig identisch.
Tmmerhin finden sich im Lebereiweil auch stabilere Proteine, die erst
knapp vor der Globulin-Albumingrenze ausfallen und damit Ahnlichkeit
mit den Pseudoglobulinen des Serums besitzen.

Trotz des frithen Beginns der Fillung im PO,-Nephelogramm sind
die Extrakte aus gesunden Lebern bei einer Aufschwemmung in 4 n Koch-
salzlésung und in destilliertemm Wasser ziemlich stabil (Abb.2). Es
kommt nur zu einem geringen Tritbwertanstieg, der bei der Kochsalz-
fillung etwa das Doppelte des Leerwertes in 0,9 %iger Kochsalzlésung
erreicht., Die Triibungsintensitiit einer Fibrinogenausfillung aus Blut-
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plasma wird in keinem Falle erzielt, so daf der Schlufl nahe liegt, dafl
das leicht 16sliche Lebereiweill keine leicht fdllbaren Proteine von der
Art des langgestreckten Fadenmolekiils Fibrinogen enthilt. Der Ein-
salzeffekt des Extraktes bei einer Verdiinnung mit destilliertem Wasser
ist auffallend gering. Offenbar liegt in der Leber ein sehr inhomogenes
Proteingemisch mit erheblichen Wechselwirkungen der Eiweillkérper
untereinander vor, wie dies auch der flache Anstieg der Phosphat-
fallungskurve demonstriert. Dieses kolloidale System wird lediglich in
hoher Tonenstirke durch mehrwertige Salze gefillt, wobei sich die

250~ normal 10} 20} 204 +Pause T
et ;g m \rmm| 1 m w1 mm

200

| 750 l‘l |

|

1

I

]

i

£ L I
100 Hi i |
]

|

|

|

|

50

584% 459% 478% 502%

Abb. 2. Lgslichkeit von Leberextrakten gesunder und behandelter Tiere. Die gestrichelten
Linien sind Werte der Tiere mit Milzamyloid. In den einzelnen Gruppen bringt Spalte I
Leerwert bei Verdiinnung in 0,9 %iger Kochsalzlésung (zugleich Reinheitskontrolle).
Spalte II geringe Ausfallung bei Verdinnung mit destilliertemmn Wasser (Einsalzeffekt).
Spalte III Fallung in 4 n Kochsalzlésung von pg 6,8 (Fibrinogenprobe), Unter den
einzelnen Versuchsgruppen die mittlere Extraktionsausbeute in Prozenten
des LebergesamteiweilBes

leichter und schwerer fillbaren Globuline lange Zeit die Waage halten,
wie dies das Verhalten gegentiber Kochsalz und destilliertem Wasser
zeigt. Ein dhnliches Verhalten kénnen gelegentlich stark dysproteinéimi-
sche Seren mit erheblicher Albuminverminderung und starkem Anstieg
der Pseudoglobuline bzw. des «-Globulins zeigen (Stabilitdtserhchung,
d. h. Verkiirzung des Weltmannbandes).

Im Einklang mit dem Vorherrschen grobdisperser Globuline bei der
Salzfillung stehen die bisherigen Erfahrungen beim Versuch einer
eleltrophoretischen. Auftrennung der 16stichen LebereiweiBkorper auf dem
Filterpapier oder in der freien Elektrophorese. Entsprechend der
Komplexitidt des Proteingemisches ist bei beiden Methoden die Auf-
trennung unvollstindig. Dazu fillt bei der Papierelektrophorese auf
Grund der Unstabilitdt des gréBeren Proteinanteiles und wahrscheinlich
als Folge eines relativ hobhen Gehaltes der Leber an lipophilen und
damit hydrophoben Kolloiden eine erhebliche Menge des aufgetropiten
Eiweilles am Startpunkt aus. Die noch wandernden Eiweifkorper
zeigen wenig Neigung zur Auftrennung und es ist vereinzelt erst nach
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partieller Autolyse des Organextraktes vor der Elektrophorese gelungen,
einigermafen reproduzierbare Diagramme mit Bildung mehr oder weniger
distinkter Fraktionen zu erzielen (L. Demring; DEMLING, KINZLMETER
und HExxing). Wir sehen aber in der Autolyse eines zerriebenen
Organbreies, der also noch simtliche Enzyme der Zelle enthilt, einen
unkontrollierbaren Faktor und haben deshalb auf eine derartige Dar-
stellung verschiedener LebereiweiBfraktionen und ihre quantitative
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ADbb. 3. Papierelektrophorese der 1dslichen LebereiweiBkorper im Vergleich zum Serum-
Pherogramm der Maus. Startpunkt rechts, beachte die Unterschiede in der
‘Wanderungsstrecke trotz véllig gleichen Versuchsbedingungen (Simultanlauf)

Bestimmung verzichtet. Vielleicht bringt einmal eine besondere Pripa-
ration des Papieres eine bessere Auftrennung zustande; bei Versuchen
mit verschiedenen Puffergemischen, Papiersorten und auch nach Bei-
mischung von Reinalbumin konnten wir zunichst keine bessere Auf-
trennung erzielen.

Lediglich die Bestimmung des Ladungscharakters der noch wandern-
den, nativen Lebereiweilkdrper mittels Papierelektrophorese und im
Vergleich zum Pherogramm des Normalserums erscheint moglich. Es
wurde deshalb eine simultan laufende Auftrennung der Serumproteine
der Maus und elektrophoretische Wanderung der lsslichen Lebereiweif3-
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korper durchgefithrt. Wie Abb. 3 zeigt, ist dabei die Wanderung der
nicht am Startpunkt ausgefallenen Leberproteine (oberes Pherogramm)
durchweg geringer als die des Serumalbumins (unteres Pherogramm).
Damit wurde auch mit der Papierelektrophorese in der blutfrei ge-
spiilten Leber der Maus kein Albumin nachgewiesen. Vergleicht man
mit der Lebereiweilkurve das Serum-Pherogramm, so kommt es beim
Leberextrakt im Wanderungsbereich des o- und f-Globulins des Serums
zu einer Anreicherung der wandernden Fraktionen, ohne daf diese
Bestandteile als vollig identisch mit den Serumbestandteilen gelten
koénnen. Denn es ist nicht angingig, schon aus einer Eigenschaft des
Molekiils, wie hier der elektrischen Ladung, Schliisse auf die gesamte
Molekiilbeschaffenheit zu ziehen.

Da die unstabilen Leberproteine bei der freien Elektrophorese voll
zur Darstellung kommen, mdchten wir zur Abrundung der bisherigen
Erkenntnisse noch die Werte von Soror und CorEN wiedergeben, denen
bis heute nach sorgfiltiger Aufarbeitung der blutfrei gespiilten Frisch-
leber die beste, wenn auch noch unvollstindige Auftrennung gelungen
ist. Wiederum von einem Vergleich mit den gegeniiber den mensch-
lichen Serumfraktionen etwas rascher wandernden Komponenten des
Miuseserums ausgehend (Werte nach Orr und ScENEIDER), ergeben
sich in Tabelle 1 keine sicheren Anhaltspunkte fiir das Vorliegen einer
Fraktion mit Albumincharakter. Werden die einzelnen Lebereiweil3-
bestandteile entsprechend ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit ein-
geordnet, so liegt die Beweglichkeit des Serumalbumin mit »=="7,7—8,4
deutlich iiber derjenigen der am raschesten wandernden und gleich-
zeitig auch kleinsten Fraktion N. Die etwas groBere A-Fraktion kommt
in den Bereich des Serum-¢,-Globulins zu liegen und insgesamt wandern
iber 50% der 1oslichen Lebereiweillkérper (Fraktionen A, oy + o, und b)
in der Hohe der Serum-g- und -8-Globuline. Als Besonderheit fanden

Tabelle 1. Elektrophoretische Wanderung der einzelnen Komponenten des Mduse-
plasmas und des Miuseleberextrakies bei Veronalpuffer pa 8,6.
(Beweglichkeit u in em?)/~* sec™ - 10%)

Globuline
Albumin [
oy t Oz ‘ By 1 Bs ’ By + o ‘ Y
Mauseplasma (OTT und SCHNEIDER)
v |8,4—-7,7] |7,3—-6,8 6,458 | 53—4,9 | 46—4,2 [3,7-3,1/2,4-1,5]
Miuseleberextrakt (Soror und Comen)
v | 7,57 [ 601 | 49 | 418 | 338 | 226 |1,250,84 -+ 0,60
Fraktion
I | N A | e | o [ b | g |h b i

Grofle der Fraktionen. Leber: N=3,0%; A=12,6%; o,—b=>57,3%. Miuse-
plasma: Albumin = 45% ; Globuline o, —f, =44,2%.
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Soror und CoHEN drei weitere, bei py 8,6 nur unwesentlich anodisch
bzw. sogar kathodenwirts wandernde Fraktionen, die wahrscheinlich
den obengenannten auBerordentlich labilen Proteinen entsprechen. Es
konnen also auch mit der freien Elektrophorese wie der Papierelektro-
phorese albuminartige Eiweilkorper in der Leber nicht nachgewiesen
werden. Dazu kommt eine Verwandtschaft der Leberglobuline mit
den rascher wandernden Serumglobulinen, die keineswegs eine Identitit
bedeuten muf}, aber im Hinblick auf das Verhalten bei der Ausfillung
und in Beziehung zu den folgenden Aminosiiurenanalysen erwihnens-
wert ist.

Der quantitative Aminosdurenbestand des Lebereiweilextraktes ge-
sunder Tiere ist, wie bereits mitgeteilt (LETTERER, GEROK und SCHNEI-
DER), sehr konstant. Im einzelnen entspricht der Aminosiurenbestand
weitgehend dem der Serum-o- und Serum-f-Globuline, vor allem was
die Aminoséiuren mit Oxygruppen und die schwefelhaltigen Amino-
sduren betrifft. In dem Gehalt an sauren und basischen Aminosiuren
sowie in den einzelnen aliphatischen Aminoséuren sind gewisse Unter-
schiede zu konstatieren, ohne daB aber die Ubereinstimmung in den
groflen Gruppen wesentlich gestort wird. Kommen wir an dieser Stelle
auf das physikalisch-chemische Verhalten der LebereiweiBkorper hin-
sichtlich Féllbarkeit und Ladung zuriick, so wird die Verwandtschaft
zwischen Lebereiweil und bestimmten Globulinen (vor allem dem
o-Globulin) durch das Ergebnis der Aminosidurenanalyse noch erhirtet.
Denn es konnen, wie LETTERER, GEROK und SCHNEIDER an ldslichen
und unlgslichen und an bestimmte Strukturen bildenden Proteinen
gezeigt haben, mit einem bestimmten Aminosiurenbestand auch gewisse
Molekiileigenschaften, wie Loslichkeit, Ladung und Fahigkeit zur Struk-
turbildung, in engen Zusammenhang gebracht werden. Wir sind deshalb
der Auffassung, daB die mit verschiedenen Methoden nachweisbare
Ahnlichkeit zwischen dem léslichen LebereiweiB und bestimmten Serum-
globulinen nicht zufillig ist, sondern daB enge Beziehungen zwischen
diesen beiden Substanzen wohl in dem Sinne bestehen, dal das Iésliche
Lebereiweif} eine Vorstufe der o- und §-Globuline des Blutserums darstellt.
Zu dieser Annahme fithren auch Beobachtungen an dysproteindmischen
Tieren, bei denen zugleich und im Zusammenhang mit Verdnderungen
des Lebereiweiles die akute Phase der unspezifischen Dysproteindmie
mit Anstieg des Serum-u- und -B-Globulins zu Tage tritt. Davon soll
spater noch eingehender die Rede sein. Weiterhin ist bemerkenswert,
daB beide Substanzen sicherlich reichlich Lipoide enthalten.

Um die Charakterisierung des LebereiweiBes abzurunden, wurden
auch immunologische Versuche durchgefithrt. Zwei Kaninchen wurden
mit je 8 cm3® Miuseplasma, verteilt auf 8 Tage, sensibilisiert. Nach
Feststellung eines Antikorpertiters von 1/5000 bzw. 1/10000 gegen
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Miuseserum wurde die Uhlenhut-Probe mit verschiedenen Leberextrak-
ten gesunder Tiere angesetzt. Dabei fand sich lediglich eine unspezifi-
sche Ringtriibung bis zum Verdinnungsansatz 1/10. Derartige Ring-
tritbungen bei geringer Antigenverdiinnung kommen bei der Uhlenhut-
Probe nicht selten zur Beobachtung, ohne daf daraus Riickschliisse auf
eine echte Antikorper-Antigen-Prazipitation gezogen werden diirfen.
Dorp bewertet deshalb erst Ringtriibungen bei Verdiinnungen iber 1/50
als positiv im Sinne einer echten Prizipitinreaktion. Das Ausbleiben
einer Ringtritbung bei den Verdiinnungsansitzen iiber 1/10 spricht also
in unserem Falle dafiir, daf3 trotz des Globulincharakters des Leber-
eiweifles und seiner Verwandtschaft zum Serum-«-Globulin im Amino-
sdurenbestand und elektrophoretischen Verhalten eines GroBteils seiner
EiweiBkorper keine vollige Identitdt besteht. Die Moglichkeit einer
nahen Verwandtschaft beider Proteine bzw. eines raschen Uberganges
des einen in das andere ist damit aber nicht ausgeschlossen.

b) Verinderungen des ldslichen Leberetweifles bei dysproteindmischen Tieren

Mit dem Eintritt der akuten Phase der experimentellen Dysprotein-
#mie nimmt, wie wir feststellen konnten (s. IL. Mitteilung), die Extrahier-
barkeit des Lebereiweiles ab. Der Extrakt wird zudem auch leichter
mit Phosphatpuffer und 4 n Kochsalzlosung féllbar.

Nach Abb. 2 ist die Extraktionsausbeute der Tiere mit 10 und
20 Injektionen deutlich vermindert und betrigt auf einen Mittelwert
berechnet 45,9% bzw. 47,8 % gegeniiber 58 4% Normalwert. Gegeniiber
der Norm wird auch ein vermehrter Anteil dieser Proteine durch 4n
Kochsalzlosung ausgefillt, und die Stabilitéit gegeniiber der Verdiinnung
mit destilliertem Wasser ist etwas herabgemindert. Erst nach 20 Injek-
tionen und einer vor der Untersuchung liegenden injektionsfreien Pause
von mindestens 10 Tagen, also in einem Stadium, in welchem die Serum-
eiweiBverdnderungen sich in der Regel dem Normalwert wieder an-
gleichen und die bereits dargestellten Organverdnderungen (Zunahme
des relativen Organgewichtes, N- und Eiweififaktors und Verinderungen
der prozentualen Zusammensetzung der Leber) ihren Hohepunkt deut-
lich tberschritten haben, hat sich wieder eine Normalisierung der
Fillbarkeit der Extrakte eingestellt. Die Verdnderungen im Verlaufe
des amyloidkrank machenden Versuches und der damit einhergehenden
unspezifischen Dysproteinimie sind besonders deutlich aus den Phosphat-
fallungskurven (Abb.4) abzulesen. Hier bringt die frithe Phase der
EiweiBstoffwechselumstellung deutliche Hinweise fiir eine Stabilitits-
verminderung der 16slichen Leberproteine. Nach 10 Injektionen ist die
Eiweilfallung bei einem geraden Anstieg der Fillungskurve, die keine
Fraktionierung erkennen 148t und deshalb auf eine starke Inhomogenitat
des Proteingemisches hinweist, in einer Phosphatkonzentration von
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2,56 mol komplett. Nach 20 Injektionen zeigt sich nur'eine geringe
Tribungszunahme oberhalb dieser Grenze und nach einer an die Injek-
tionen sich anschlieBenden Pause von mindestens 10 Tagen ist das
normale Fillungshild wieder erreicht. Bemerkenswert ist, da8 in keiner
Behandlungsphase die obere und untere Grenze der Fillbarkeit des
Leberextraktes gesunder Tiere iiber- bzw. unterschritten wird: Da
somit der normale Fallungsbereich gewahrt ist, liegt der Schlufl

nahe, daB es sich bei den Ab-

! T T weichungen im Kurvenverlauf
’ecl';g i ”m"ali r ek lediglich um quantitative Ver-
#nderungen innerhalb vor-
voo ; J// i bestehender Proteinfraktionen
t B L/~ handelt und die Qualitit des
£ 200 J / / 1oslichen Lebereiweilles sich.
| ,r i / durch die Behandlung nicht

0 —1 grundlegend geéindert hat.
&0 ﬁ | ‘ Wir konnen dies durch
rer J mach 20 T>20‘ und Pause Befunde bei der Aminoséuren-
500 bausteinanalyse  bestétigen.
t w0 i / Wurde am Leberextrakt ver-
£ schieden lang behandelter
200 ] Tiere die papierchromatogra-
| f u/ phische Analyse der Amino-
0 ‘ saurenbestandteile durch-
535 119 a0 gefiihrt, so waren simtliche

mol POq4 mol P04

im Leberextrakt gesunder
Abb. 4. Nephelogramm der loslichen LebereiweiB3- T feststellb Ami
korper (PO,-Fillung) in verschiedenen Stadien lere 1eststellbaren mmo-

der Behandlung sduren auch hier nachweis-

bar. Im quantitativen Amino-

sdurenbestand zeigten je 5 Leberextrakte von Tieren mit 10 und
20 Injektionen trotz deutlicher Abnahme der Extraktionsausbeute und
eines Anstiegs des Leber-Rest-N auf das 1Y/,fache keine ins Gewicht
fallenden Verdnderungen (Tabelle 2). Lediglich das bereits im Normal-
extrakt nur spérlich vorhandene Methionin war unter die Grenze einer
exakten MefBbarkeit abgesunken. Damit dirften die in denselben
Versuchsstadien feststellbaren physikalisch-chemischen Abweichungen
von der Norm lediglich Ausdruck kolloidaler Zustandsénderungen und
nicht einer einschneidenden Veridnderung der chemischen Zusammen-
getzung sein. Ob die Verminderung des Methionins unter die Grenze
einer exakten MefBbarkeit fir unseren Fall eines erhohten Eiweil-
einbaues in die Leber und einer Steigerung des Rest-N, d. h. verstirkten
Eiweilum- und -abbaues von Bedeutung ist, 148t sich nicht sicher
sagen. Immerhin ist auffillig, daB im Rahmen dieser Stoffwechsel-
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Tabelle 2. Bausteinanalyse der wasserldslichen Leberproteine.
(Nach Dialyse gegen Wasser; Konzentration in Mol.-%)

Leberextrakt von Tieren mit Normalbefund
10 Tnjektionen |20 Injelctionen [ M6 Mittelwert ()
]

Glyein . . . . . . . .... 69— 80 | 76— 81| 68— T8 (7,4)
Alanin . . . . . . . .. .. 8,1— 8,9 7,8— 9,3 79— 8,9 (8,3)
Valin. . . . ... ... .. 6,9— 8,1 74— 84 84— 8,1 (7,2)
Leucin --Isoleucin . . . . . . 10,9—13,6 10,9—14.,5 11,1—14,0 (12,2)
Gruppe I. . . . . . . . .. 32,8—38,6 | 33,7—40,3 (35,1)
Serin. . . . . ... .. .. 6,2— 7,7 53— 6,1 50— 7,2 (6,1)
Threonin . . . . . . . . . . 51— 5,7 ' 50— 5,6 4,6— 54 (52)
Gruppe IL . . . . . . . .. 11,3—13,4 10,3—11,6 (11’3)~,
Cystein. . . . . . .. ... 1,0— 1,8 1,1— 1,9 1,0— 2,2 (1,7)
Methionin. . . . . . . . .. nur in Spuren L5— 18 (L6)
Gruppe IIT . . . . . . . .. ,0— 1,8 | Ll— LYy (3,3)
Asparaginsdure . . . . . . . 10,2—-12,0 | 10,0—10,8 9,7—12,6 (11,0)
Glutaminsgure ., . . . . . . 13,9—20,2 13,56—14,9 14,9—16,8 (15,8)
Gruppe IV . . . . . . . .. 24,12-32,2 | 23,5—25,7 (26,8)
Lysin . . . .. .. .... 65— 7,3 | 48— 63 | 58— 67 (64)
Arginin. . . . . . .. ... 39— 49 | 40— 51 | 44— 51 (47
Gruppe V. . . . . . . . .. 10,4122 | 8,8—11,4 11,1
Phenylalanin . . . . . . .. 2,8— 3,2 1,7— 3,1 2,6— 3,2 (2,9
Tyrosin. . . . . . . . . .. 3,0— 3,3 2,6— 3,4 2,7— 3,5 (3,5)
Gruppe VI . . . . . . .. . 58— 6,5 4,2— 6,5 (6,1)
Prolin . . . . . ... ... 33— 49 2,0— 4,5 3,6— 4,7 (4,1)
Extraktionsausbeute . . . . . ' 47,8% 49,8% 62,1 %
Rest-N in % des Leber-Gesamt-N 9,4 9,7 6,3

1 Werte der wasserloslichen Leberproteine gesunder Tiere nach LETTERER,
GEROK und SCHNEIDER.

anderungen zeitweilig ein relativer Mangel an Methionin auftritt, das
als exogene Aminosdure fiir die Eiweilbildung unentbehrlich ist.
Einen weiteren Beitrag zur physikalisch-chemischen Charakteri-
sierung des 16slichen Lebereiweifles bringt die Viscosimetrie. Es gelingt
mit der ScuuLzschen Viscosititszahl Zw, die eine konzentrations-
unabhingige GroBe und Materialkonstante gibt, gewisse Charakteristika
fir die Molekiillform (globar, fibrillir oder Aggregate aus Stibchen)
und die MolekiilgroBe zu geben. Zudem ist das Verfahren auBerordent-
lich empfindlich und jede Zustandsinderung eines Kolloids zeigt sich
in Veréinderungen der Viscosititszahl an. Im einzelnen liegt die Viscosi-
titszahl fiir globdre Proteine um 0,004—0,01 und fir Fadenmolekiile
mit Ausnahme des relativ wenig gestreckten Fibrinogens zwischen
0,075—0,155 (HassELBAcH und ScaNEIDER). Noch héhere Werte lassen

Virchows Arch. Bd. 328 45
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Tabelle 3. Die Viscositit des Lebereatrakies gesunder und behandelter Tiere im
Vergleich zur Viskositit reiner Profeine und von Proteingemischen bekannier

Zusammensetzung
Viscositétszahl | Intrinsie viscosity
Zn ’1-102
Leberextrakte:
Normalbefond . . . . . . . .. .. ... 0,0055 5,5
Nach 10 Injektionen. . . . . . . . . . .. 0,00985 9,85
Nach 15 Injektionen. . . . . . . . . . .. 0,00834 8,34
Nach 20 Injektionen. . . . . . . . . . . . 0,01054 10,54
Menschliches Blﬁtplasma .......... 0,0063 6,3
Sphdrokolloide.:
Albuminel
Ovalbumin . . . . . . . . . . .. ... 4,3
Serumalbumin (Pferd) . . . . . . . . . . 4,9
(Mensch) . . . . . . ... 4,2
QGlobuline des menschlichen Serum?
o-Globulin. . . . .. ... 0L 6,6
oa-Globulin. . . . . . .. ... .. .. 9,2
B-Globulin. . . . . . .. ... .. 5,5
y-Globulin . . . . . ., ... 6,0
Fadenmolekiile:
Fibrinogen*. . . . . . . . .. . .. ... 25,0
Tropomyosin*. . . . . . . . . . . .. .. 52,0
Kollidon3 . . . . . . .. ... .. ... 175,5
Eiweifistibchen und Eiweififiden aus Eiweilimicellen:
Gelatine®. . . . . . . .. ... ... .. 191,0
L’Myosin? . . . . . .. ... 175,0
FAktin®. . . . . . ... ... ..... 2600
Aktomyosin® (je nach Zusammensetzung) . . | 460,0—980,0

15 Werte nach J.T. Epsary in ,,The Proteins* Bd. IB, 692 (1), nach J. T.
Epsarr in Adv. of Protein Chem. III, 460 (2) und nach H. H. WEBER und B. v.
KERERJARTO (3), HASSELBACH und SCHNEIDER (4) und F. JarsLe (5).

auf eine stibchen- oder fadenférmige Micellarstruktur (Aktomyosin)
schliefen. Wird Zy auf die in der anglo-amerikanischen Literatur
gebriuchliche Bezeichnung ,intrinsic viscosity mit der Formel
[%']- 102=1000 Zn umgerechnet, so bietet sich weiterhin ein Vergleich
mit den Werten fiir reine Proteine mit weitgehend durch andere physi-
kalisch-chemische Methoden aufgekldrter Molekularstruktur.

Es wurden nun die Viscositdtszahlen fiir Leberextrakte gesunder
und behandelter Tiere bestimmt. Gleichzeitig wurde die Viscositits-
zahl von menschlichem Plasma als Vergleichswert ermittelt und den
Befunden an reinen Proteinlésungen zur Seite gestellt (Tabelle 3). Es
zeigt sich dabei, dafl der Leberextrakt gesunder Tiere die Viscositéit
von Serumglobulinen besitzt. Da die Viscositdtszahl von Serumalbumin
und Ovalbumin deutlich geringer ist, liegt wiederum der Schiufi nahe,
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daB das wasserlosliche Lebereiweil keine wesentliche Mengen an albumin-
artigen Proteinen enthilt. Wenn das mensechliche Blutplasma eine
Viscosititszabl in der Grofenanordnung der Globuline besitzt, so ist
dies als Folge seines Gehaltes an Fibrinogen anzusehen, das als angedeutet
fibrillires Protein bereits in geringer Zumischung die Viscositat des
Plasma wesentlich beeinflufit und damit den prozentual hohen Gehalt
des Blutplasmas an Albumin kompensiert. In Verbindung mit dem
ibrigen physikalisch-chemischen Verhalten des Extraktes kann aus der
Ahnlichkeit der Plasmaviskositit mit der des lslichen LebereiweiBes
allein nicht der Schlufl gezogen werden, dafl das Lebereiweill Fibrinogen
enthilt., Vielmehr liegt es nahe, ein Gemisch globdrer, wahrscheinlich
globulinartiger EiweiBkorper in der Leberzelle zu vermuten.

Tm Verlaufe der bei der experimentellen Dysproteinéimie sich einstell-
enden Verdnderungen des Lebereiweilles steigt nun die Viscositétszahl
fast auf das Doppelte des Normalwertes an, erreicht aber weder die Werte
fiur Fadenmolekiile wie Fibrinogen und Kollidon, noch die der EiweiB-
stdbchen Gelatine und L’Myosin oder des hochviscosen Aktomyosin-
komplexes. Auch erscheint es wenig wahrscheinlich, daf der Leber-
extrakt in irgendeiner Phase der amyloidkrank bzw. dysproteindmisch
machenden Behandlung wesentliche Mengen derartiger Bestandteile
enthilt, da deren Viscositéit mindestens eine Zehnerpotenz héher liegt
und nach der Mischregel von WEBER und v. KEREEJARTO schon bei
geringer Zumischung derartiger Proteine die Gesamtviskositdt viel
stirker ansteigen miiite. Die aus Tabelle 3 ersichtlichen weiteren Ab-
weichungen der stark erhShten Viskositétszahl nach 15 und 20 Injektio-
nen von dem Wert nach 10 Injektionen sind nicht weiter ausdeutbar,
da bier auch die Auswahl der Tiere eine gewisse Rolle spielen kann.
Die Viscositdtszunahme der Extrakte unter der Behandlung ist indessen
hinreichend gesichert. Sie setzt friih ein, reiht sich damit folgerichtig
an die Verdinderungen der Salzfdllbarkeit der Extrakte an und ist ein
weiterer Hinweis auf durchgreifende Verénderungen am Zellplasma,
was auch aus der relativen Abnahme der wasserldslichen und Zunahme
der unlslichen strukturbildenden Zellsubstanz abzulesen war. Dariiber
hinaus ist es wichtig festzustellen, daB die stirkste Viscositdtszunahme
in das Stadium der Leberzellhyperplasie und der starksten Bluteiweif3-
verdnderungen fillt. Offenbar bildet die Leber zu Beginn der experi-
mentellen Dysproteindmie vermehrt strukturiertes Eiweill und grob
disperse wasserlosliche Eiweikdrper. Da auch in der Leber der pro-
zentuale Gesamteiweiligehalt gleichbleibt bzw. eine Tendenz zum Abfall
zeigt, dhneln diese Verdnderungen des kolloidalen Zustandes der Leber-
zellproteine im ganzen gesehen dem im Serum als inversen Regulations-
mechanismus bezeichneten Vorgang einer Globulinzunahme, d. h. Ver-
mehrung der grobdispersen Phase auf Kosten der feindispersen.

45%



672 GERHARD SCHNEIDER:

Die histologische Kontrolle von Milz, Leber und Nieren séimtlicher
Tiere ergab bei 4 Miusen aus den Tiergruppen mit 20 Injektionen einen
Amyloidbefall der Milz. Es zeigten sich einfache Ringe von Amyloid-
substanz jeweils um mehrere Follikel der Milz. Lediglich bei einem
Tier, das auch in Venen und Capillaren der Leber Amyloid aufwies,
beriihrten sich die Ringe gegenseitig. Eine diffuse Amyloidose der Milz
war in keinem Fall aufgetreten. Damit ist nach LETTERER (1) bei diesen
Tieren der Amyloidstirkegrad 1—2 erreicht. Eiweiflchemisch zeigten
diese Tiere eine Verminderung der Extraktionsausbeute an der Leber,
die bei den beiden Tieren der letzten Gruppe (20 Injektionen + 10 Tage
Pause) mit einem Mittel von 42,3% deutlich unter den Werten bei den
iibrigen Tieren dieser Gruppe lag (Abb. 2). Indessen zeigten auch die
amyloidfreien Tiere der vorhergehenden Behandlungsstadien gelegentlich
gleich niedrige Werte, so dafi daraus, wie bereits in der vorhergehenden
Mitteilung festgestellt wurde, nicht auf eine fiir den Amyloidbefall spezi-
fische Verdnderung des Chemismus der Leber geschlossen werden darf.

Was das qualitative Verhalten der Leberextrakte der Amyloidtiere
betrifft, so war bei den Tieren der Gruppe mit 20 Injektionen die Fallbar-
keit gegeniiber 4 n Kochsalzlosung gleichermaflen erhdht wie bei den
ibrigen Tieren dieser Gruppe. Die Amyloidtiere der letzten Gruppe
zeigten wie die amyloidfreien Tiere eine normale Féllbarkeit. Leider
waren sidmtliche Tiere, bei denen eine quantitative Aminosdurenanalyse
und eine viscosimetrische Charakterisierung der Lebsrextrakte durch-
gefithrt werden konnte, ohne Amyloidbefall. Deshalb sind unsere Aus-
sagen iiber eventuelle gualitative Verdinderungen des Leberextraktes
bei Amyloidbefall beschrinkt. Es zeichnet sich aber auch hier wieder
die Tatsache ab, dafl dem Amyloidbefall wohl deutliche Verédnderungen
im EiweiBbestand der Organe und im kolloid-chemischen Verhalten des
LebereiweiBes vorausgehen, Diese Verdinderungen laufen aber bei
amyloidfreien wie spiter von Amyloid befallenen Tieren in gleicher Art
und weitgehend auch in gleicher Stérke ab. Es tritt daher weder an
den Organen noch im Zuge der in 2 Phasen ablaufenden Bluteiweil3-
verdnderungen in irgendeiner Phase der Behandlung ein etwa amyloid-
spezifisches Bild auf, welches die Amyloidose als ,,Stoffwechselent-
gleisung” bzw. als Paraproteinose charakterisieren konnte.

Besprechung
Nach der Darstellung der eiweifichemischen Verdnderungen an den
Organen soll nun abschlieBend versucht werden, unsere Erkenntnisse
im Zusammenhang mit dem Ablauf der Bluteiweiiverinderungen zu
betrachten. Trotz der Komplexitit beider Vorginge erscheint es mdglich,
eine synoptische Darstellung zu geben, da ihre Dynamik weitgehende
Ahnlichkeiten aufweist.



Studien zur Korrelation der EiweiBkorper des Blutplasmas. 11T 673

Gehen wir von den Serumverinderungen aus, so zeigt es sich, dal}
der biphasische Ablauf der experimentellen Dysproteinimie (LETTERER
und ScHNEIDER) von bestimmten, bei simtlichen behandelten Tieren
gleichartigen Organverinderungen an Milz und Leber begleitet ist. In
der akuten Phase der stirksten Bluteiweilverinderungen mit Zunahme
des Albumin/Globulin- Quotienten und Hervortreten der wo-Globulin-
vermehrung, die mehr oder weniger deutlich ein Ausdruck der Irritation
des Stoffwechsels ist, kommt unmittelbar nach Beginn der Behandlung
ein Umbau der Organe zustande. Xs wird innerhalb von 10 Tagen Eiweif3
in einer dem gesamten zirkulierenden Plasmaeiweil unmittelbar ver-
gleichbaren Menge in Leber und Milz eingebaut, und in der vergréferten
Leber zeigt sich der von Hasmmmoro und Prck am Meerschweinchen
beobachtete Zustand : Gesamtstickstoffgehalt gleichbleibend, Eiweil} ver-
mindert und Rest-N vermehrt. Die weitere Analyse ergibt dabei die
absolute Vermehrung des Lebergewebes und quantitativ-morphologisch
betrachtet die Leberzellhyperplasie. Diese ist begleitet von einem
charakteristischen Wandel des physikalisch-chemischen Verhaltens des
LebereiweiBes in dem Sinne, dafBl das wasserunldsliche Lebereiweild
relativ und absolut zunimmt und das l6sliche Eiweill, wenn auch in
seinem absoluten Bestand nur unwesentlich vermindert, so doch deutlich
grobdisperser geworden ist. Dementsprechend ist es leichter fallbar
und bat eine héhere Viscositit.

Hat das Tier diesen Umbau seiner Organe und vor allem auch die
celluldre Transformation seiner Milz abgeschlossen, was sich in einer
Normalisierung des relativen Gehaltes an wasserloslichem Eiweill und
in einem nunmehr wieder der Norm angeglichenen physikalisch-chemi-
schen Verhalten seines Lebereiweifles duflert, so ist auch der Hohepunkt
der Dysproteindmie iiberschritten und es bildet sich eine 2. Phase der Blut-
eiweillverdnderung aus. Diese ist durch einen Wiederanstieg des y-Globu-
lins und Abfall der «-Globulinvermehrung sowie geringen Anstieg des
B-Globulins und Fibrinogens gekennzeichnet (LETTERER und SCHNEIDER).
Sowohl das Bluteiweiibild wie das histologische und das eiweiBchemische
Verhalten der Organe lassen zu diesem Zeitpunkt eine gewisse Rinregu-
lation des Stoffwechsels, insbesondere der Milz und Leber, auf die
schéddigende Noxe erkennen. Diese Regulation geht sogar soweit, daB
trotz der Fortsetzung der Eiweilinjektionen das SerumeiweiBbild eine
Normalisierung in dhnlicher Weise wie das Organeiweil}l anstrebt. Der
Umbau von Milz und TLeber ist abgeschlossen und-es hat sich auch
morphologisch in der Leber mit dem Eintritt einer Zellhypertrophie
eine Daueranpassung eingestellt.

Fragt man nach den Mechanismen, deren sich der Organismus bei
diesem Vorgang bedient, so wird eiweillchemisch wie histologisch be-
trachtet kein neuartiger Weg beschritten, sondern der Organismus
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bedient sich der bereits in seiner orthischen Biotik vorgezeichneten
Reaktionsmoglichkeiten. Dies geht in dieser Studie besonders eindrucks-
voll aus den Aminosiurenbefunden am kolloid-chemisch verdnderten
Leberextrakt hervor, da der normale quantitative Aminosiurenbestand
villig gewahrt bleibt. Auch die fir bestimmte Fillungsmittel am
Leberextrakt gesunder Tiere charakteristischen Fiallbarkeitsgrenzen
werden in keinem Fall unter- oder iiberschritten. Damit ergibt sich in
keiner Phase ein Anhaltspunkt fiir das Auftreten oder die Produktion
organ- und blutfremder, d. h. krankhaft abgewandelter Proteine.

Im Hintergrund dieses im Bluteiweifibild und im Chemismus der
Organe wie im feingeweblichen Verhalten gleichermaBen zum Ausdruck
kommenden Geschehens, das den Beweis enger Bezichungen zwischen
Bluteiweil und Gewebseiweil von Leber, Milz und Nieren bringt,
stehen noch wichtige Kinzelerkenntnisse iiber den Chemismus der Leber
und jetzt auch deutbare Zusammenhiinge zwischen geweblichen Reaktio-
nen und der Vermehrung bestimmter Bluteiweillfraktionen. Es zeigt
sich deutlich, daf} die Leber zu einem hohen Prozentsatz wasserlosliche
Eiweilkorper enthilt, die Globulincharakter haben und zu einem nicht
geringen Anteil sowohl entsprechend jhrer Fillbarkeit wie nach Viskosi-
tit, elektrophoretischer Wanderung und quantitativem Aminosduren-
bestand dem Serum-o- und -f-Globulin nahestehen. Indessen sind diese
Eiweifkorper mit den Serumproteinen nicht vollig identisch. Wie die
immunologischen Studien und auch die mit physikalisch-chemischen
Methoden darstellbaren Differenzen beweisen, ist es daher nicht an-
gingig, in der Leberzelle schon fertige Bluteiweifkorper zu suchen.
Vor allem enthilt die Leber kein sicher nachweisbares Albumin und
Fibrinogen. Es ist also nicht méglich, den Anstieg einer Serum-Eiweil3-
fraktion und den gleichzeitig erfolgenden Abfall einer sich elektro-
phoretisch weitgehend dhnlich verhaltenden Leberproteinfraktion dahin-
gehend zu deuten, dall die Leber das Serumprotein in fertiger Form
abgegeben habe. Vielmehr liegt es nahe, daf das Eiweill erst beim
Durchtritt durch die Zellmembran seine endgiiltige Form als Bluteiweill
erhiilt. Wenn auch die Leber im Zentrum des Stoffwechsels steht, so weist
vor allem die bereits vorgelegte Berechnung der Bilanz des Stickstoffes
und EiweiBes, auf Grund deren zu ersehen ist, daf sich trotz erheblichem
EiweiBeinbau in die Organe keine wesentliche Verminderung des Serum-
gesamteiweilles ergibt, auf andere Faktoren im Stoffwechselgeschehen,
wie Eiweiligehalt weiterer Gewebe und die exogene EiweiBzufuhr hin,
die offenbar eine grofie, aber heute noch nicht voll tibersehbare Rolle
spielen. Wahrscheinlich ist die Leber nur Durchgangsstitte fir das
Eiweill und seine Bausteine, wobei intermeditire Stoffwechselvorginge
sich vielfach iiberschneiden und die Vorstellung einer Aufnahme von
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nicht eiweillartigen N-Substanzen und der Abgabe fertigen BluteiweiBes
zu einfach erscheint.

Bis jetzt 148t sich also lediglich nachweisen, dal bei der experi-
mentellen Dysproteinimie im Serum- und Lebereiweil3 gleichgerichtete
Verdnderungen in dem Sinne auftreten, daf im akuten Stadium der
Dysproteindmie der Gesamteiweilibestand der Leber, bezogen auf das
Korpergewicht, zunimmt, wihrend derjenige des Serum nur unwesent-
lich abnimmt und die Léslichkeit der Leber- und Serumeiweilkérper
nach Art des inversen Regulationsmechanismus, wie ihn WUHRMANN
und WunbpERLY am Serum nachgewiesen haben, vermindert ist. Dafl
dabei im Blutserum das «-Globulin als rasch mit einer Vermehrung
reagierende Komponente eine wesentliche Rolle spielt, ist in Anbetracht
der Verwandtschaft eines GroBteils der Leberproteine mit dieser Fraktion
nicht auffillig. Vielleicht ist diese Serumfraktion, die nach heutiger
Ansicht auch manche funktionelle Ahnlichkeiten mit dem Serum-
albumin hat, in einer leicht disponiblen Vorstufe in der Leber vorhanden
und kann bei Bedarf und insbesondere wenn das Serumalbumin schwin-
det, rasch in das Blut iibertreten. Es sei an dieser Stelle auch darauf
hingewiesen, dall bei jeder stdrkeren Irritation des Organismus und
jedem vermehrten Austausch zwischen Blut und Gewebe diese Kompo-
nente im Serum sofort ansteigt. So ist die «-Globulinzunahme das
wesentliche Charakteristikum der akuten entziindlichen Reaktions-
konstellation von WurRMANN und WunDERLY. Ahnliche Serumeiweif3-
veréinderungen sind bei ausgedehnten Nekrosen, wie z. B. dem frischen
Myokardinfarkt zu beobachten (WUHRMANN). Auch nach Réntgen-
bestrahlung stellt sich ein rascher Anstieg der «-Globuline ein (HSENE,
JESTER und KUNKEL), der im Experiment offenbar in engem Zusammen-
hang mit der verabreichten Strahlendosis steht (BAurr, Prrzr und
ScanEpER). Bei Stoffwechselkrankheiten, insbesondere im Coma
diabeticum fand ScEEURLEN (1) eine starke Reaktion des o-Globulins
und schlieBlich kann ein starker EiweiBverlust (Blutverlust, Plasma-
pherese) und auch die Nephrose und eine Eiweiliverarmung des Organis-
mus durch langdauernden Hunger zu einer wesentlichen Vermehrung
der a-Globuline und in geringerem Grad der §-Globuline fithren (ZLp1s
und Arrine, WERNER). Erwihnenswert sind noch #hnliche Bluteiwei-
befunde von Gurssing und CHANUTIN bei Verbrennungsversuchen und
von KosLowskI, HARTMANN und VocrL beim experimentellen Crush-
Syndrom. Auf Grund eigener Beobachtungen beim Amyloidversuch
(Ort und ScuNEIDER) und vor allem nach Cortisonverabreichung bei
der Maus [SoHNEIDER (5)] haben wir enge Beziehungen zwischen der
o-Globulinzunahme und Stoffwechselumstellungen im Sinne einer nega-
tiven Stickstoffbilanz vermutet, was ScHEURLEN (2) vom klinischen
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Blickpunkt aus weitgehend unterbauen konnte. Fir die Deutung der
sog. ersten Phase der unspezifischen Dysproteindmie haben BENNHOLD
und Orr in einer kritischen Wertung des Eiweilspektrums und seiner
klinischen Bedeutung den charakteristischen Albuminabfall mit ent-
sprechender Vermehrung des op-Globuling und weniger konstantem
Anstieg des «,- und S-Globulins mit einer katabolischen Stoffwechsel.
einstellung, einem Luxusverbrauch von Eiweil, einer Gewebszerstorung,
Exsudation und Destruktion in Verbindung gebracht. Damit tritt
vom klinischen wie experimentellen Standpunkt aus die besondere
Rolle der a-Globuline beim gesteigerten Stoffumsatz und vor allem bei
jedem vermehrten Austausch zwischen Blut und Gewebe deutlich hervor.
Dies bszieht sich insbesondere auf den an die Schidigung noch nicht
adaptierten Organismus. .

Das y-Globulin fillt nach unseren Beobachtungen in der Phase des
Organumbaues, also beim Anlaufen der geweblichen Reaktionen, deut-
lich ab. Es steigt erst wieder an, wenn der Umbau der Milz und die
Proliferation lympho-histiocytirer Zellherde in der Leber abgeschlossen
sind. Man geht deshalb wohl nicht fehl, die Entstehung mancher Globuline
und dabei vor allem des y-Globulins in der Milz und im aktiven Mes-
enchym der Leber zu suchen.

Unsere Beobachtungen bringen, was die Loslichkeitsverminderung
des Lebereiweifies bei dysproteinimischen Zustéinden und den Gesamt-
eiweiB- und Rest-N-Gehalt der gesunden Leber betrifft, eine Bestétigung
der vor Jahren schon erhobenen Befunde von BrraErR und BLEYER.
Jedoch fanden wir im Leberextrakt gesunder und dysproteindmischer
Tiere kein Albumin und miissen deshalb den Begriff eines Albumin-
Globulinquotienten fiir das Lebereiweill ablehnen. Dieser von BERGER
und BLEYER durch Mg-Sulfatfillung ermittelte Quotient ist wohl Aus-
druck tiir das Vorliegen verschiedenartiger Proteine in der Leber. Doch
es steht heute fest, dal bei der Aussalzung von Serumproteinen in der
mit Albumin bezeichneten Stufe auch Pseudoglobuline und vor allem
das elektrophoretisch sich als «-Globulin charakterisierende Protein
mit zur Auvsfallung kommen konnen (GurMaw, PEDERsEN). Wir ver-
muten daher, daB BrreER und BrEvER diese Fraktion als Albumin
angesehen haben. Wenn sie aber mit der Mg-Sulfatmethode im Kanin-
chenserum durchschnittlich 75% Albumin gefunden haben, so ist dies
gegeniiber den elektrophoretischen Befunden (50-55% Albumin) zu
hoch und wiederum ein Beweis, daB auch andere Proteine zusammen
mit dem Albumin bei der Aussalzung ausgefillt wurden. Im Leber-
extrakt gesunder Kaninchen fanden sie etwa 32% ,,Albumin® und es
mufBl vermutet werden, daB sie dabei innerhalb der ,,Albuminfraktion‘
auch diejenigen Proteine ausgefillt haben, die bei unseren Bestimmungen
sich als Pseudoglobuline erwiesen. Entsprechend diesen Erhebungen
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bei den Normaltieren fanden BERGER und BrLEYER dann auch in der
Leber ihrer dysproteinimischen Tiere vermehrt ,,Albumin® und eine
Erhohung des Albumin-Globulinquotienten. Unsere und die Befunde
anderer Untersucher ,wie ORGLMEISTER u. a. weichen davon aber wesent-
lich ab. Wir halten die beobachtete Vermehrung grobdisperser Proteine
in der weniger erschipfend extrahierbaren Leber vor allem deshalb fiir
stichhaltig, weil sich die Dispersitdtsinderung mit mehreren, von-
einander unabhingigen Methoden gleichartig nachweisen liel und auch
vom physikalisch-chemischen Standpunkt aus eine Zunahme der Fall-
barkeit eines Proteins bei gleichzeitig verminderter Extrahierbarkeit
viel wahrscheinlicher ist als ein umgekehrtes Verhalten.

Aus den vergleichenden Befunden an der Leber und am Bluteiweil3
kénnte man die Vorstellung entwickeln [LrtrErER (3)], dafl der von
uns erzeugten Dysproteindmie eine erhshte Proteolyse mit graduell
verschiedenem Abbau der einzelnen Bluteiweilfraktionen und einem
daraus sich herleitenden Albuminverlust durch Ubergang dieser Fraktion
in Polypeptide und andere niedermolekulare Eiweilbausteine zugrunde
liegt. Entsprechend dem Albuminverlust wiirde dann Globulin nach-
geschoben und dieses dann wieder aus den leichter und schlieBlich
schwerer loslichen oder gar unléslichen Zellproteinen seine Erginzung
finden. Die Leber wiirde hierbei eine Schliisselstellung einnehmen. Man
konnte aus ihrem Umbau und den Verdnderungen ihrer wasserldslichen
Fraktion den Schluf ziehen, dafl sie vor allem zu Beginn vermehrt un-
losliche EiweiBsubstanzen bildet, um einerseits ihr stoffwechselaktives
Parenchym zu vergrofern und um andererseits graduell unterschiedlich
und mehr oder weniger schnell wasserldsliche Proteine abzugeben.
Dabei kénnten die o-Globuline als weitgehend vorgebildete und rasch
zur Verfigung stehende Komponente eine wesentliche Rolle spielen.
Diese Vorstellung kann durch die meisten unserer Befunde gestiitzt
werden. So fand sich im Blut und Lebergewebe zugleich das inverse
Verhalten von leicht und schwerer 16slichen Bestandteilen und auch
ein erhohter Rest-N-Gehalt der Leber wihrend der Dysproteindmie.
Indessen fehlen noch jegliche Anhaltspunkte fiir einen unmittelbaren
Ubergang von Globulin in Serumalbumin. Eine solche Umwandlung
wird zumindest im Milieu des stromenden Blutes noch sehr angezweifelt.

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein-
schaft durchgefiihrt, -
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