Wallenfels: Mucinspaltende Fermente

sich bei der Hydrierung der Carbonylverbindungen deutlich
eine groflere Aktivitiat bemerkbar, als sie das reduzierte Kupfer
besitzt. Mit diesem lassen sich Aldehyde und Ketone in der
Gasphase erst oberhalb 200° langsam und infolge der de-
hydrierenden Wirkung des Cu nur unvollstindig in Alkohole
umwandeln. In flissiger Phase soll sich Aceton gar erst bei
280—300° zu 659% in Isopropylalkohol verwandeln lassen.
Mit aktivem Kupfer ergeben Aldehyde bei 125—150°¢ Alkohole
in Ausbeuten von 70—989,. XKetone lassen sich it den
gleichen guten Ausbeuten bei 95—125° reduzieren. Auf diesem
Gebiet diirfte dem aktiven Kupfer eine priparative Bedeutung
vor allem fiir die Hydrierungen empfindlicher Carbonylver-
bindungen zukommen, zumal bei Kupfer die spaltenden und
kondensierenden Eigenschaften nicht in dem MaBe ausgepragt
sind wie bei Nickel.

Da sich das reduzierte Kupfer auch fiir die Reduktion
anderer Verbindungen wie Nitrokorper, Nitrile, Oxime, Saure-
amide, Carbonsiduren und deren Ester eignet, wire eine Er-
weiterung der Untersuchungen von Faucounaw mit aktivem
Kupfer sehr zu begriiflen.

Raney-Kobalt.

Kobalt steht als Hydrierungskatalysator dem Nickel zwar
schon sehr nahe, hat aber bis auf Spezialzwecke infolge seiner
immer noch kleinen Aktivitdit kaum Verwendung gefunden.
Es liegen anscheinend nur die wenigen Beobachtungen von
Sabatier u. Senderens an Hydrierungen in der Gasphase vor,
die dem Kobalt eine dem Nickel dhnliche aber schwichere
Wirkung zuschreiben, eine Wirkung, die zudem schnell ab-
klingt. Vergleiche zwischen diesen Ergebnissen von Sabatier
und den mit Raney-Kobalt erhaltenen lassen sich nicht ziehen,
da letztere ausschlieflich aus Druckhydrierungen erhalten
sind. Faucounau fiihrt seine Versuche3!) den Versuchen mit
aktivem Kupfer entsprechend durch, d. h. mit einem Wasser-
stoffanfangsdruck von 100 at. Athylenverbindungen gegen-
iiber erweist sich das Kobalt als der aktivere Katalysator.
Es veranlafit die Wasserstoffanlagerung an endstindige Doppel-
bindungen wie an solche in Ringen. Die Temperatur liegt fiir
Allylalkohol bei 100°, fiir Cyclohexen bei 110° und fir Pinen
bei 140—150°. Limonen gibt bei 1759 ein Gemisch von {iber-
wiegend Carvomenthen (Absattigung der externen Doppel-
bindung) und Paramenthan (beide Doppelbindungen hydriert).
Bei 2000wird schlieBlich auch der Benzolkern hydriert. Carbonyl-
verbindungen gegeniiber zeigt Raney-Kobalt eine Aktivitat, die
der des Kupfers entspricht, d. h. sie werden bei Temperaturen
wenig iiber 100° reduziert. So gibt Aceton bei 100—110° quanti-
tativ Isopropylalkohol, Benzaldehyd zu 85% Benzylalkohol.

Diese Angaben von Fawucounau bediirfen wahrscheinlich
einer Korrektur, da Dupont®) zeigen konnte, dafl das Kobalt
1y Ball. §»c. chim, France (5) 4, 63 [1937.
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von Faucounaw durch Schlacken verunreinigt war und dafl
nach der Reinigung Limonen schon bei 140° und 25 atii redu-
ziert wird. Gegen Raney-Nickel, das Iimonen schon bei
Zimmertemperatur und unter normalem Druck reduziert, ist
die Wirkung immer noch méafig. Mit aktivem Kobalt Reduk-
tionen unter normalen Bedingungen durchzufithren, hat
praktisch wenig Wert.

Auf ein Gebiet, in dem dem aktiven Kobalt eine praktische
Bedeutung zukommt, ist durch das Amer. Pat. 2166183 von
Du Pont hingewiesen. Du Pont verwendet hier das Co zur
Reduktion von Dinitrilen und erhilt in ausgezeichneten Aus-
beuten die di-primiren Amine. Bei 75—150 at und 120° ent-
stehen in Gegenwart von Ammoniak in Ausbeuten von etwa
979, z. B. das 1,6-Diamino-hexan, 1,7-Diaminc-heptan usw.
bis 1,10-Diamino-decan aus den dazugehérigen Dinitrilen.
Selbst ohne NH,; werden 87 %, Diamin erhalten. Diese letzteren
Ausheuten lassen sich mit Ni nicht erzielen, da Nickel bei der
Hydrierung von Nitrilen die Bildung von sekundiren und
tertidren Aminen ganz allgemein begiinstigt. (Eine Ausnahme
machen einige rein aromatische Nitrile.) Um mit Nickel brauch-
bare Ausbeuten an primiren Aminen zu erhalten, muf} in
Gegenwart von Ammoniak oder Ammonsalzen gearbeitet
werder®?), Raney-Kobalt wird ganz allgemein™ bei allen
Hydrierungen, bei denen primire Aminogruppen entstehen
sollen, dem Nickel vorzuziehen sein, so aufler bei der Reduktion
von Nitrilen bei der Reduktion von Oximen und der kata-
lytischen Amidierung von Carbonylverbindungen. Das redu-
zierte Kobalt ist fiir diese Reduktionen nicht aktiv genug.

Raney-Nickel.

Es gibt wohl kaum eine Klasse irgendwie ungesittigter
Verbindungen, zu deren Hydrierung nicht schon Raney-Nickel
verwendet worden ist. FEine Erfassung simtlicher Angaben

iiber die Verwendung von Raney-Nickel als Hydrierungs-

katalysator ist schwierig, da Raney-Nickel als Begriff in den
Inhaltsverzeichnissen der chemischen Zeitschriften nur un-
geniigend beriicksichtigt ist, bei den Referierungszeitschriften
oft sogar in den Referaten fehlt. Neben Arbeiten, die sich mit
Hydrierungen speziell an Raney-Nickel befassen, gibt es zahl-
reiche Einzelangaben iiber die Verwendung dieses Katalysators
zu priparativen Zwecken. FEine Ubersicht iiber amerikanische
Arbeiten vorwiegend aus Adkins’ Laboratorium gewinnt man
aus der 1937 erschienenen Abhandlung von Homer Adkins:
,,Reactions of Hydrogen with Organic Compounds over Copper-
Chromium Oxide and Nickel-Catalysts.”

Da diese Abhandlung in Deutschland nur wenig ver-
breitet sein diirfte, wird, soweit im folgenden daraus Angaben
entnommen sind, auf die Originalarbeit verwiesen. '

32y Mignonac, Brit. Pat. 282 083.

Eingeg. 16.September 1940, (Schlufd folet.) T[A. 98]

Aus dem Kaiser Wilkelm-Institut fiiv medizinische Fovschung, Heidelberg, Institut fiv Biologie

Die Substrate.

Der Name Mucin wurde urspriinglich allen Substanzen
gegeben, die aus tierischen Korperteilen und -flitssigkeiten
erhalten wurden und sich durch die hohe Viscositat ihrer Lo-
sungen auszeichneten. Sie wurden gewonnen aus der Gelenk-
fliissigkeit!), dem Glaskérper des Auges?), den Schleimdtiisen
im Mund?), Magen?) und Darm®). Als man ihren chemischen
Bau niher kennenlernte, sah man, da3 noch andere Substanzen
in die gleiche Klasse von Verbindungen zu rechnen sind: die
Kapselsubstanzen von verschiedenen Bakterien®), die fiir die
Blutgruppe A spezifische Substanz?), die Mucoide aus FEij-
weilt®) und Serum?), die spermaagglutinierende Substanz aus See-

)G v. Holst, 1Teppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 43. 145 [1904).

®) . Th. Mirner, ebenda 18, 244 [1894]. ) O. Hammarsten, ebenda 12, 163 [18388].

4) P. A. Levene: Hexosamine and Mucoproteins, New York 1925.

%) Wie ‘) und H. W. Florey u. H. E. Harding, J. Pathol. Bacteriology 89, 255 [1934].

8 W. T. I. Morgan, Helv. chim. Acta 21, 469 [1938); M. Heidelberger u. F. E. Kendall,
J. exp. Medicine 53, 625 [1931].

"y K. Freudenberg u. 0. Westphal, Sb, Heidelberger Akad. 1938, 1. Abhandlung; F. Schiff,
Die Blutgruppensubstanzen, Jena 1981.

*y P. A. Lerene u. T. Mori, J. biol, Chemistry 84, 40 [1929); P. A. Levene u. A. Rothen,
cbenda 84. 63 [1929]; E' G. Young, ebenda 120, 1 [1937]; K. Meyer, R. Tlhompson,
I. W. Palmer u. D. Khorazo, ebenda 118, 303 [1936].

) L. F. Hewitt, Bicchemical J. 80, 2229 [1936]; 81, 860, 1047, 1534 [1937]: 82. 20 [1938].
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igeleiern'?®) (Fertilisin von Lillie), Globuline aus Serum!'Y) und
Schilddriise1?), ferner die schwefelsauren Mucoide aus Knorpel,
Auge und Nabelschnur!s). Dieser Gruppe gehort auch das

- Heparin an'4), das im Korper die Blutgerinnung verhindert.

Im allg. werden die Mucine als Hiweillkérper angesehen,
und auch im Generalregister des Chemischen Zentralblattes
erscheinen sie als Untergruppe der Proteine. Dies ist aber nur
bedingt richtig. Ihr chemischer Aufbau zeigt, dafl man sie
genau so gut oder besser zu den Polysacchariden rechnen kénnte,
denn fiir jhre kennzeichnende FEigenschaft, hochviscose L&-
sungen zu bilden, ist gerade der Polysaccharidanteil verant-
wortlich. Es sollen als hierher gehdrig alle jene hochmoleku-
laren Substanzen betrachtet werden, die sich aus Zuckern,
Zuckersiuren, Aminozuckern und u. U. Aminosauren zusammern-

1) R. Knhn u. K. Wallenfels, Ber. dtsch. chem, Ges. 78, 458 [1939]; K. Wallenfels, Osterr.
Chemiker-Ztg. 43, 187, [1940].

) H, Bierry, C. R. Séances Soc. Biol, Filiales Associées 118. 702 [1934].

12) Stockinger u. M. Heidelberger bei K. Meyer, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat.
Biol. 8, 100 [1938],

13y 0. 7. Mérner, Skand. Arch. Physiol. 1, 210 {1889]; P. A. Levene: Hexosamine und
Mucoproteins, New York 1925; O. Firth u. 7. Bruno, Biochem. Z. 204, 153 [1937].

Uy E, Jorpes u, 8. Bergstrom, J. biol. Chemistry 118, 447 [1937].
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setzen. Man kann zwei Hauptgruppen von Verbindungen unter-
scheiden: die Mucopolysaccharide und Glucoproteinels). Zur
ersten Gruppe gehoren die eigentlichen Mucine und Mucoide.
Sie komunen in der Natur als freie' Polysaccharide oder als
Proteinsalze von solchen vor. Die zur zweiten Gruppe gehoren-
den Verbindungen sind Polypeptide, in denen hexosaniin-
haltiges neutrales Polysaccharid fest verkniipft zu sein scheint.
Die Mucopolysaccharide sind sauer oder neutral, die sauren
enthalten Uronsaure und z.T. aullerdem Schwefelsiure, die
neutralen Glucosamin bzw. Acetylglucosamnin und auBerdem
z. T. Aminosduren. Tab. 1 zeigt das Vorkommen von Mucinen

und mucinidhnlichen Substanzen, angeordnet nach ihrem
chemnischen Aufbau.
Tubelle 1.
Mucopolysacchariie
sauer (ilueoproteine
neiit ol

sulfatfrei sulfathaltig

Cilaskérper des Auges Chondroitinschwedel - Chitin Ovomucoid

siare

Serummucoid

Globuline  (Eiweil,
Serum,Schilddriise)

Nabelschnur
Synovialfliissigkeit
Gruppe A hidmolytischer

Bakterienpoly-
Mucoitinschwefelsiiure saccharide

(Magen- und Coruea-

Streptokokkus muein, Knorpel uud Schweinemagen
Sehnen) Diutgruppe A
iliihnersarkom Heparin Pertilisin

1m nativen Mucin ist das saure Polysaccharid vermittels
der Carboxylgruppen der in ihm enthaltenen Uronsauren
an die basischen Aminogruppen eines Polypeptids gebunden.
Diese Salze fallen bei einem p,-Wert aus, der saurer ist als der
isoelektrische Punkt des Proteins. Sie dissoziieren bei neutraler
oder alkalischer Reaktion insbes, in Gegenwart von Neutral-
salzen. Von diesen FEigenschaften macht man Gebrauch bei
der Gewinnung von Mucinen. Die mucinhaltige Losung wird
mit HEssigsaure versetzt. Das Mucin fallt als zdhe, faden-
formige Masse aus, die sich um einen Glasstab wickeln 143t
und so aus der Loésung entfernt werden kann. Zur weiteren
Reinigung wird in verd. Ammoniak geldost. Fiigt man nun
Ammonsulfat bis zur Halbsattigung zu, so fallt das Protein
aus. Die aminosaurefreie Polysaccharidsdure kann man aus
der I6sung nach dem Herausdialysieren des Salzes mit Alkohol
fallen. Sie besteht aus #quimolaren Mengen Hexosamin,
Hexuronsaure und Acetyl, offenbar aus Acetyl-d-glucosamin
und Glucuronsaure. K. Meyer, . M. Smyth und M. H. Dawson
.haben der Polysaccharidsiure, die sie aus Synovialfliissigkeit,
Nabelschnur, Glaskérper und Gruppe A hamolytischem Strep-
tokokkus dargestellt haben, den Namen Hyaluronsidure ge-
gebenl®). Die gleiche Substanz wurde von Kabat'?) aus
Hithnersarkom dargestellt. Vielleicht ist sie identisch mit dem
Hyaloidin, das von Schmiedeberg'®) aus verschiedenen Mu-
cinen isoliert wurde und das nach seinen Angaben bei der
Hydrolyse Glucosamin, Hexose und Essigsdure in dquimolaren
Mengen lieferte. Bei der Hydrolyse von sulfathaltigen Mucinen
erhialt man Glucosamin bzw. Chondrosamin, Glucuronsiure,
Essigsdure und Schwefelsaure!®). Glucoproteine geben bei der
Hydrolyse auller den normalen Aminosiuren Glucosamin und
Mannose bzw. Galaktose. Frdnkel u. Jellinek'®) konnten aus
kristallisiertem Eieralbumin durch vorsichtige Hydrolyse ein
stickstoffhaltiges Polysaccharid isolieren, das polymere Glucos-
amin-Mannose war. Allen genannten Substanzen ist
also der Gehalt von Glucosamin gemeinsam.

Die Fermente.

Es ist bisher nicht sicher bekannt, in welcher Weise die
einzelnen Bausteine in den Mucoiden und Mucinen verkniipft
sind. Weder Emulsin noch Amylase oder Takadiastase greifen
sie an. Ebensowenig vermoégen Peptidasen sie zu hydrolysieren.

Es wurde jedoch gefunden, daf das autolytische Enzym von

Prneumokokken Mucin aus Synovialfliissigkeit und Nabelschnur
hydrolysiert (Meyer, Dubos, Smyth?®). In der Folge wurden
von Meyer u. Mitarb.2t) noch andere Bakterienenzyme unter-

15y K. Meyer, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 8, 91 [1938].

18) Science 88 129 [1938]; K. Meyer u. I. W. Palmer, J. biol. Chemistry 114, 689 11936].
17) Ebenda 130, 143 [1939]).

18) Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 87, 1 [19201.

1%) Biochem. Z. 185. 392 [1927].

) J, biol. Chemistry 118, 71 [1937].

)y K. Meyer, G. L. Hobby, I. Chaffee u. M. H. Dawson, J. exp. Medicine 71, 137 [1940].
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sucht und gefunden, dafl ebensolche Enzyme aus Strepto-
coccus hidmolyticus, Clostridium Welchii zu gewinnen sind.
Das p,-Optimum des Enzyms liegt bei 5,8, es wird bei 60—65°
inaktiviert. Gegeniiber den schwefelsauren Mucoiden, Mucoitin-
schiwefelsdure und Chondroitinschwefelsdure sind diese Enzynie
unwirksani. Fine wesentliche Vorwirtsentwicklung der Kenut-
nisse iiber die mucinspaltenden Fermente trat ein, als Chain
u. Duthie Ende 1939%%) erkannten, dafl der sog. ,,spreading
factor”, eine die Permeabilitit der Capillaren steigernde Sub-
stanz aus Saugetiersperma, eine Mucinase ist. Der , spreading
factor war in mehreren Arbeiten aus dem Lister-Institut??)
genauer beschrieben worden, als Protein erkannt und bis zur
Wirksamkeit in einer Verdiinnung von 10-% angereichert. Die
Wirksamkeit beruht darauf, daf3 er die Permeabilitit der Haut
ethéht, was man erkennen kann, wenn man ihn zusammen
mit Farbstoffen in die Haut von Meerschweinchen injiziert.
Der sich dann bildende Farbfleck wird viel schueller gréfer, als
wenn man den Farbstoff allein einspritzt. Die Grofe des nach
einer bestimmten Zeit entstandenen Fleckes ist das Mal fiir
die Wirksamkeit des Diffusionsfaktors. Die Eigenschaften des
Taktors, Eiweilnatur und Hitzelabilitat sprachen dafiir, da8l
es sich um ein Ferment handelt. Als weitere Quellen fiir deu
Diffusionsfaktor wurden in der Folgezeit erkannt: Filtrate von
Staphylokokkus und Streptokokkus?!), Organisnien der Gas-
brandgruppe und virulente Pneumokokken?), Extrakte von
nialignen Geweben?), Schnecken- und Spinnengifte?”), Blut-
egelextrakte®). Bei der Suche nach dem entsprechenden
Substrat fielen die normalen Proteine aus, da Trypsin keine
diffusionssteigernde Wirkung besitzt. Da histologische Be-
funde®®) fiir die Anwesenheit von Mucinen in der Interfibrillar-
substanz sprachen, wurde Mucin aus Synovialfliissigkeit als
Substrat gepriift, und es wurden zwei Phinomene gefunden:
1. Die sehr hohe Viscositat fillt innerhalb 30 min auf den
Betrag von Wasser ab. 2. Nach liangerer Einwirkungszeit
(18 h) wird das Mucin livdrolysiert, wobei N-Acetyl-glucos-
amin in Freilieit gesetzt wird. Der Verlauf der Hydrolyse
kann colorimetrisch durch Bestimmung des in Freiheit ge-
setzten Glucosamins verfolgt werden*). Ebenso kann man
die Menge der gebildeten reduzierenden Substanz be-
stimmen. Tab. 2 zeigt den Verlauf einer enzymatischen
Hydrolyse von Syvnovialmucin.

Tubelle 281),

Mengen reduzierender Substanzin y, als Glucose berechnet, diein je 1 cm? enthalten waren
(20 em® Synovialfliissigkeit, 2 cm?® Testikelextrakt, 87°).

0O h 34
0,5h 32
1 h GH
2 h 105
4 h 158
6 h 192
18 & 274

Das Verhalten beiin Fallen mit Essigsaure andert sich ebenso
wie die Viscositdt nach kurzer Hinwirkungszeit des Sperma-
extraktes. Das Mucin aus Synovialfliissigkeit, das anscheinend
einen hohen Polymerisationsgrad besitzt, fallt beim Zusatz
von Essigsdure als asbestahnliche Masse aus. Wenn man vorher
30 min Mucinase einwirken 1a8t, fillt es als flockiger Nieder-
schlag. In den enzymatischen Hydrolysaten kann man auBer
Glucosamin noch Guecuronsaure qualitativ_nachweisen.

Die mucolytische Wirkung von Vitamin C und Azo-
proteinen.

Das Polysaccharid Hyaluronsaure kommunt auch im Kammer-
wasser des Auges vor. Fs ist hier jedoch nicht hochviscos,
sondern offenbar depolymerisiert. Diese Depolymerisation
wurde von Meyer u. Mitarb.#?) auf die Wirkung eines HEnzyms

) Nature 144. 977 [1939].

®) D. McClean, J. Pathol. Bacteriology 33, 1045 [1930]; 84, 4539 [1931]; Madinavcitia,
Biochemic. J. 82, 1806 [1938]; 38 347, 1470 [1939].

24) Duran-Reynals, J. exp. Medicine 58 161 [1933].

#5) D. McClean, J. Pathol. Bacteriology 48, 477 {1936).

2¢) Duran-Reynals u. Stewart. J. Amer. Cancer 15, 2790 [1931]; E. Boylandu. D. McClean,
J. Pathol. Bacteriology 41, 553 [1935].

27) Duran-Reynals, J. exp. Medicine 69, 69 [1939].

) 4, Claude, ebenda 88. 353 [1937).

*) Bensley, Anatom. Rer. 60, 95 [1934); B. Sylvén, Virchow's Arch. pathol. Anatom,
Physiol. Klin. Med. 303. 280 [1939)].

8 1. A. Elson u. W. T.J. Morgan, Biochemic. J. 28, 988 [1934].

) E. Chain u. E. §. Duthie, Nature 144, 977 [1934].

) K. Meyer u, I. W. Palmer, Amer, J. Ophthalmol. 19, 859, [1936].
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zuriickgefiihrt, das sie im Ciliarkérper und der Iris des Auges
nachwiesen. Iin Gegensatz zu allen- anderen Mucinen verliert
das Mucin aus Glaskérper nach mehrstiindigem Stehen spontan
seine Viscositat. Robertson, Ropes u. Bauer*®) fithren diesen
Vicositdtsverlust von Glaskérpermucin auf die Wirkung von
Dehydro-ascorbinsdure zuriick, die sie imFAuge nachweisen
konnten. Sie zeigten, dafl das durch 1 Mol H,0, oxydierte
Vitamin C die Fahigkeit besitzt, die Viscositit von Mucinen
spontan zu senken. Auch McClean u. Hale’*) konnen diesen
Befund bestitigen: Vitamin C hat die ‘gleiche Wirkung auf
die Viscositat und das Fillungsverhalten von Mucinldsungen
verschiedenen} Ursprungs wie Mucinase aus Sperma oder Bak-
terien. Auch als,,spreading factor® ist Ascorbinsiure wirksam,
wenn auch die Ausbreitung des Farbstoffes in etwas anderer
Art vor sich geht als bei Injektion von Spermaextrakt. In
dieser Beziehung gleicht die mucolytische Wirkung — wenn
man so sagen darf — derjenigen von Azoproteinen, die von
Claude®) entdeckt worden ist. Auch diese bewirken spontanen
Verlust der Viscositat. Wihrend bei den Azoproteinen die
Feststellung, ob sie auch wie Testesmucinase N-Acetyl-glucosa-
min in Freiheit setzen, nicht moglich war, da die Farbstoffnatur
der Azoproteine den colorimetrischen Nachweis unméglich
machte’), konnte bei der Ascorbinsiure diese Frage gepriift
werden. McClean u. Hale berichten®), dafl durch Ascorbin-
sdure wohl die Viscositdt gesenkt, aber kein Glucosamin in
Freiheit gesetzt wird. Hier besteht also anscheinend ein prinzi-
pieller Unterschied zwischen den |, kiinstlichen und natiir-
lichen Mucinasen bzw. Diffusionsfaktoren.

Gibt es verschiedene Mucinasen ?

Bei dem enzymatisclien Abbau der Stirke lassen sich
ebenfalls zwei Vorginge zeitlich trennen: 1. der rasche Verlust
der Viscositat, 2. die langsame Hydrolyse. Fiir jede Reaktion
ist ein Ferment verantwortlich. Die beiden Fermente konnten
voneinander getrennt werden (Waldschmidt-Leitz u. Mayer3").
Ob bei den natiirlichen Mucinasen ebenfalls verschiedene
Fermente im Spiel sind, ist nicht bekannt. Die Versuche it
Ascorbinsaure und Azoproteinen lassen es jedoch als durchaus
moglich erscheinen, dafl in den bisher angewendeten Mucinase-
praparaten mehrere Fermente vorhanden sind, von denen eines
die Mucine verfliissigt, ein anderes sie in die einzelnen Bausteine
hydrolysiert. Bei der Anreicherung der Fermente aus den ver-
schiedenen Quellen sind aber bisher die beiden Wirkungen
immer zusanunen gegangen.

Grolle Unterschiede entstehen jedoch, wie vor kurzem
Madinaveitia, Todd, Bacharach w. Chance®®) berichteten, bei
der Anreicherung zwischen der mucolytischen Wirkung und
der Diffusionsaktivitiat von verschiedenen Fraktionen aus dem
gleichen Ausgangsmaterial: Tab. 3.

Tabelle 8%8),

Diffusions- Mucolytische

Priparat wirkung Aktivitit
(% Standurd) (% Standard)
Standard-Testikel aus dem Glaxo Labor. ........ 100 100
standard-Testikel nach Madinaveitia . ... .. G8 24,6
Dialysierter Testikelextrakt .......... 43 80
(NH,),80, gereinigter Testikelextrak® ... 58 149
Rohes Crotalus-atrox-Gift ............. .. 5,39 18,4
(toreinigte Crotalus-atrox-Mucinase ............. 1.9 61,1

Die im Diffusionstest am starksten wirksamen Praparate
zeigten keineswegs die stdrkste viscositdtssenkende Wirkung.
Bei der Reinigung ergab sich starkes Anwachsen der Mucinase-
aktivitat bei nur geringer Zu- oder gar Abnahme der Diffusions-
wirkung. Ahnliche Erscheinungen sind uns wiederum vom
fermentativen Abbau der Stirke her bekannt. Hier konnte

Tabelle 4.
Schnecken-, Schlangen- und Bakterienfiltrate Blutegelextrakt
Krotengifte Testesextrakt
Vipera aspis Streptococcus hiimolyticus Tumorextrakt

Bothrops jararaca
Lachesis alternatus
Echis carinatus
Orotalus terrificus
Crotalus atrox

Clostridiun: perfringens
Clostridium Welchii
Staphylococcus
Pneumococeus Typ |

38y J, biol., Chemistry 188, 261 [1940].

34) Nature 145, 867 [1940].

88) J, exp. Medicine 62, 229 [1935].

38) (. Favilli, Nature 145, 866 [1940).

a7) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 238, 168 [1935].
) Nature 148, 197 [1940].
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das Wirken von hemmenden und aktivierenden Faktoren nach-
gewiesen werden. Es ist damit zu rechnen, dafl solche Faktoren
auch bei dem enzymatischen Abbau der Mucine eine Rolle
spielen.

Tab. 4 unterrichtet {iber das Vorkommen von Muci-
nasen in der Natur.

Substratspezifizitit.

Priift man die Mucinaseaktivitat gegeniiber anderen Sub-
straten als den zur Gruppe der sulfatfreien, sauren Muco-
polysaccharide der Tab. 1 gehérenden Mucinen, so erweist sich
das Ferment all diesen Substraten gegeniiber als unwirksain.
Weder Chondroitinschwefelsdure noch Mucoitinschwefelsiure
oder Heparin werden angegriffen, ebensowenig Chitin, Blut-
gruppe-A-Substanz oder Bakterienpolysaccharid. Meyer, Hobby,
Chaffee u. Dawson®), denen wir diese Erkenntnisse verdanken,
haben die Aktivitat von Mucinase aus Streptococcus hamolyticus
und Clostridium Welchii gegeniiber verschiedensten Mucoiden
untersucht. Das Ergebnis zeigt Tab. 5.

Tabelle 53?).

Enzym
aus Enzym
Pneumo- aus
Substrat Koblenhydratkomponenten | kokkus | Clostri-
und dium
Strepto- | Welchii
kokkus
yaluronsdure aus tilaskorper, Nabel-
schnur, Synovialfliissigkeit, Gruppe A | Glucuronsiure, Acetylgluca- i +4-
Streptokokkus ....... .. .l samin
P'regnaudiol-g-glucuronid.............. Glucuronsiure 0 0
Stirke, Glykogen ........ Glucose 0 4
Chitin .........ovuins ...| Acetyl-glucosamin 0 0
Ovomucoid, Serummucoid ............ (Glucosamin, Mannose 4] 0

Lisliche Substanzen spez. fiir Typ I, 11,
IIT, XIV, Pncumokokkus ........... O 0
Neutrales Polysaccharid aus Schweine-
magen-muein (Blutgruppe A) ....... Acetyl-glucosamin, Galuk-
tose 1] -
Acetyl-chondrosamin,
bzw, -glucosamin, 1) i

(Chondroitinschwefelséure . ..
Mucoitinschwefelsiure . .

Heparin ...........oiiviniionn. (lucuronséure, 0 !
Hyaluronsiure-trischwefelsdureester Schwefelsaure 3} 0
(synthetisch) ...................... i ?

Acetyl-glucosamin, (lucuronsiure ..... l:m‘(-réin:h‘;‘(
Hyaluronsdure war gegeniiber anderen Fermenten, wie Diastase,
Ptyalin, Takadiastase, Finulsin, Eiweillysozym, Enzymen aus
verschiedenen Staphylokokken und Bacterium coli vollkommen
stabil.

Zwei bemerkenswerte Unterschiede bestehen zwischen den
beiden Fermentpraparaten aus Clostridimm Welchii und Pneu-
mokokken. Im ersteren Falle ist die Kulturbouillon eine er-
giebige Quelle fiir das Enzym, wihrend aus den Bakterien-
zellen selbst nichts gewonnen werden kann. Bei Pneumokokkus
findet man das Enzym in den Bakterien selbst. Ein zweiter
Unterschied besteht in dem gréfleren Aktivitatsbereich der
Priparate aus Clostridium Welchii. Hier wird eine Reihe von
Kohlenhydrat spaltenden Fermenten gefunden, die bei Pneu-
mokokken und Streptokokken nicht anwesend sind.

Immunreaktion (Antimucinase).

Die mucolytische Aktivitat von Bakterienenzymen wird
durch geeignetes Antiserum vollstandig gehemmt. Ebenso
vermag solches Serum die Diffusionsaktivitit zu neutralisie-
ren®). Gegen Mucinase immunisierte Tiere sind gegen die
Wirkung von Diffusionsfaktoren resistent. Antiserum hebt
die Wirkung des Enzynis auf die Viscositit des Substrats und
seine Hydrolyse vollkonunen auf. Von besonderer Wichtigkeit
ist, dall} bestimmte Diffusionsfaktoren, wie z. B. solche aus
Clostridinm Welchii und vibrio septicus, streng spezifische
Antisera erzeugen, die die Wirkung des homologen Enzyms
auf Viscositat und Hydrolyse des Substrats aufheben; aber es
gibt keine Kreuzneutralisation, d. h. Serum gegen das eine
Bakterienenzym hemmt das andere nicht und umgekehrt.
Dadurch wird gezeigt, da in chemisch gleicher Weise wirkende
Mucinasen serologisch verschieden sind. Das lytische Ferment
von Dubos''), das hitzegetdtete Pneumokokken zu 16sen ver-
mag, steht in keiner Beziehung zu den Mucinasen. Die Gram-
Reaktion von Pneumokokken, deren Verschwinden der erste
Ausdruck fiir Lyse ist, wird durch Mucinase aus Streptokokken
nicht beeinfluft.

) J, exp. Medicine 7?1, 137 [1940].
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Die enzymatische Spaltung der sulfathaltigen und
neutralen Muco-polysaccharide.

Die bisher beschriebene Mucinase richtet sich spezifisch
auf die in Gruppe 1 der Tab. 1 genannten sulfatfreien, sauren
Substrate; fiir die in den anderen Gruppen angefithrten Stoffe
wurden z. T. ebenfalls Fermente gefunden, die sie hydrolysieren.
Neuberg u. Cahill’?) beschreiben ein Ferment, das sie aus
Bakterienkulturen von Bacterium fluorescens non-liquefaciens
gewounen haben. Dieses spaltet die sulfathaltigen Mucoide aus
Magenschleim und Darm. Das Enzympriparat verursacht
eine totale Hydrolyse der Chondroitin- und Mucoitinschwefel-
sdure. Die Sulfatabspaltung ist nahezu vollstindig. Auch fiir
die iibrigen Komponenten Glucuronsiure und Acetylglucosamin
ist der Abbau sehr weitgehend. Es ist nicht bekannt, ob fiir
die Hydrolyse des Zuckersiure- und Aminozuckeranteils das
gleiche Ferment — die Sulfatase — verantwortlich ist, die die
Schwefelsaure abspaltet oder ob in den Bakterien neben der
Sulfatase normale Mucinase vorkommt. Ob das Ferment
gegeniiber Heparin wirksam ist, wnrde nicht gepriift.

Von den anderen in Tab. 1 aufgefithrten Substanzen gibt
es noch mehrere, die spezifisch von Fernienten abgebaut werden.
Das lediglich aus Hexosamin und Essigsaure aufgebaute Chitin,
das gegeniiber allen Proteasen und Carbohydrasen stabil ist,
wird von einem Ferment hydrolysiert, das im Verdauungs-
trakt von Schnecken aufgefunden worden ist*®). Zur gleichen
Gruppe von Verbindungen gehéren viele Bakterienpolysac-
charide. Morganit) hat aus Shiga-Kruse-Bacillus einen Acetyl-
glucosaniin-Galaktose-Rhamnose-Koinplex isoliert, Heidelberger
u. Kendall®) beschreiben einen solchen aus Pneuniokokkus IV,
der aus Acetylglucosamin und Glucose besteht. Von den hierher
gehorigen Fermenten ist am besten das oben erwihnte, die
Kapseln von Pneumokokken auflésende Ferment von Dubos
bekannt. Hierdurch werden die virulenten, gekapselten Orga-
nisnmen ihrer Kapsel entkleidet, und die nackten Bazillen ver-
fallen im Organismus der Phagocytose. Die Auffindung dieser
selir spezifischen Iermmente ist auBerst schwierig; meistens
gelingt es erst durch langsamne Gewdhnung von Bakterien-
stammen, indem man ihnen als einzige Kohlenhydratquelle
das bestiminte, zu spaltende Polysaccharid zum Kulturinedium
zufligt, die Produktion des Enzyms so zu steigern, dal man
nennenswerte Mengen davon gewinnen kann. Eine Anzahl
nicht pathogener Bakterien wird von eineni Enzym gelost, das
Fleming'®) im FEiklar, in Trianen und Nasensekret gefunden
und Lysozym genannt hat. Meyer, Thompson, Palmer u.
IChorazot™) zeigten, dafl die Substanz wahrscheinlich die Mucoide
der Bakterienzellen angreift. Das Enzym wurde vou Robinson
u. Abraham®) kristallisiert. Es ist ein Protein vom Molekular-
gewicht 18000. Zur gleichen Gruppe von Verbindungen gehort
die Substanz, die fiir die Blutgruppe A spezifisch ist. Sie ist
im Schweinemagenmucin reichlich vorhanden und kann aus
Pepsin  vom Schwein dargestellt werden. Im Speichel,
Schneckenferment und Filtrat von Clostridium Welchii finden
sich Fermente, die die Substanz hydrolysieren. Es werden
daraus Acetylglucosamin und Galaktose in Freiheit gesetzt?).

Biologische Bedeutung.

Das weitverbreitete Vorkommen von Mucinasen berechtigt
zu der Frage nach der biologischen Bedeutung dieser Fermente.
Die beiden am haufigsten studierten Erscheinungen, ndmlich
Diffusionssteigerung und Viscositatssenkung, geben noch keinen
Hinweis, aber es ist vielleicht von Wichtigkeit, dal gerade aus
Bakterien, die besonders zu Entziindungen von mucinreichen
Geweben, wie Augen und Gelenken, fithren, Mucinase dar-
gestellt worden ist. Es ist auch auffillig, daB bei Streptokokken-
infektionen, bei denen Gelenke befallen sind, hiufig Metastasen
in den Augen beschrieben werden. Man hat daher die Frage
diskutiert?), ob Erkrankungen wie Polyarthritis nicht auf dem

W b MeClean u. 0 W Hade, ebenda 145, 867 [1940]; D, McClean, J. Pathol. Bacteric -
logy 42, 477 [1930]. N
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18, Nature 140, 24 [1937].
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Wallenfels: Mucinspaltende Fermente

Wirken eines Iermentes beruhen, das die Gelenkfliissigkeit
hydrolysiert. Entnimmt man diese solchen entziindeten Ge-
lenken und priift sie auf Mucinasewirkung mit normaler Ge-
lenkfliissigkeit als Substrat, so zeigt sich, daB sie keinerlei
Wirkung besitzt. Dies ist jedoch noch kein schliissiger Beweis,
daB in der pathologischen Fliissigkeit nicht doch Mucinase ent-
halten war. Es ist denkbar, daf} sich im ILaufe der Erkrankung
Antimucinase bildet, die die Mucinasewirkung neutralisiert.
In diesem TFall wire es wichtig, bei Gelenkrhewnatisinus in
verschiedenen Stadien der Erkrankung die Gelenkfliissigkeit
zu untersuchen. Bisher wird in der Literatur nur von der
genannten einmaligen Priifung berichtet. Bei dem Gasbrand-
bacillus Frdnkel-Welch konnte Maschmann®') die Identitat des
bakteriellen Toxins init einem extracelluliren Ferment nach-
weisen. Das liochgereinigte Ferment Kollagenase besitzt selbst
antigene Wirkung. Beim Pferd kann man Kollagenase-anti-
serum erzeugen, welches die toxische Wirkung des Gasbrand-
erregers neutralisiert.

K. Meyer u. Mitarb.®) kounten bei Streptokokken einen
Zusammenhang zwischen Mucinaseproduktion und Virulenz
feststellen. Die hochvirulenten Streptokokken in der sog.
mucoiden Phase — d. h. zu der Zeit starker Mucinproduktion —
enthalten keine Mucinase. Die wirksamsten Fermentpraparate
wurden aus einem Stamm gewonnen, der keine mucoiden
Kolonien produziert und verhéltnismiBig avirulent fiir Miuse
war. Der Zusanunenhang zwischen Fermentaktivitdt und
Virulenz s6ll noch genauer studiert werden.

Schon 1928 haben die amerikanischen Gynakologen Nurz-
rok w. Miller’®) berichtet, dal im menschlichen Sperma ein
Enzyni enthalten sei, das den Schleimpfropf im Cervicalkanal
des Uterus auflést. Man kann in vitro Sperma auf Cervical-
schleimn einwirken lassen und beobachtet, dal3 innerhalb einiger
Stunden der zahe Schleim ganz verfliissigt wird. Das p,-
Optimum des Enzyms liegt bei p, 5,2—5,9, also iin gleichen
Bereich wie das der oben beschriebenen Mucinasen. Die
lytisch wirksame Substanz ist thermmolabil, nicht dialysabel
und durch Phosphormolybdansiure fallbar. Das Enzym ist
nicht an die Gegenwart von Spermatozoen gebunden. RBei
Mucin aus Uterus, der von eitrigen Entziindungen befallen war,
war keine lytische Wirkung festzustellen. Bestimmte Sterili-
taten werden daher darauf zuriickgefiihrt, dal die Sperma-
tozoen den Cervicalkanal nicht passieten kénnen und daher
nicht in den Eileiter gelangen. Dies entspricht ganz den oben
angestellten Uberlegungen: Durch die bakterielle Infektion,
wie sie bei eitrigen Entziindungen gegeben ist, wird eine Anti-
mucinase gebildet, die die Wirkung der Mucinase aus Sperma
aufhebt.

W. Henle, G. Henle u. L. 4. Chambers®®) haben durch Ein-
spritzung von Suspensionen von zerkleinertem Sperma in
Kaninchen spezifisches Antiserum erzeugt, das intaktes Sperma
agglutinierte. Bei Finspritzung von Spermaképfen gab es
Kopfagglutination, bei Spermaschwinzen Schwanzagglutina-
tion. Der stidamerikanische Arzt C. J. Escuder’’) konnte
Frauen mit Spermaextrakten immunisieren und so eine biolo-
gische Sterilisation durchfiihren. Imi einzelnen wurde so vor-
gegangen, dal die Patientinnen Spermmaextrakt intergluteal
injiziert bekamen. Auf diese Weise wurde in etwa 509, der
Fille eine spermatotoxische Wirkung des Cervicalsekretes
erzielt, die 9—15 Monate anhielt. Vielleicht ist die Bildung
von Antimucinase auch in diesem Falle die Erklirung fiir die
Sterilitat.

Die mucinspaltenden Fermente gehoren zu der groflen
Gruppe von Faktoren, welche die Durchléssigkeit von Capillaren
vergroflern und bei allen Entziindungen und Infektionen eine
Rolle spielen. Es ist daher zu vermuten, daB3 sie in gewissen
Fallen mit V. Menkins Leukotaxin®) und den capillarerweitern-
den Peptonen zusammenwirken,

Fir den Chemiker versprechen die Mucinasen ein Mittel der
Konstitutionsforschung zu werden als Fermente, die nur be-
stimmnte Bindungen in Mucopolysacchariden zu hydrolysieren

vermogen. Eingeg. 27. Mirz 1941. [A. 10]
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