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lJber eiweiBspaltende Fermente tier Leukocyten wurde erstmals etwas 
bekannt  als 1888 F~I~,DRIe~ MffLLER mittei]te, dab Glycerinausziige 
aus Eiterzellen imstande seien, Fibrin und koaguliertes Serum in schwach 
alkalisehem Milieu zu verdauen. 1906 beriehteten EDUARD MTJLLER und 
GEORG JOCHMA~ ,Ube r  eine einfache Methode zum Nachweis proteoly- 
tischer Fermentwirkungen." Sie gaben einen Blutstropfen aufeineL~iFFLER- 
Platte, die aus erstarr tem Blutserum nnd etwas Traubenzuekerbouillon 
bestand, und stellten diese ffir einige Zeit bei 50 ~ in den Thermostaten. 
Es konnte ansch]iel~end an der Stelle, wo der Blutstropfen hingegeben 
wurde, eine Belle beobachtet  werden, die auf einen Abbau des Substrates 
durch proteolytische Fermente des Blutes zurfickgeffihrt wurde. Etwa 
znr selben Zeit stellte der Amerikaner OPI]: Untersuehungen uber proteo- 
lytisehe Fermente in entzfindlichen Exsudaten, in Abseessen und im 
Knochenmark an. Dabei land er eine Protease, die in saurem Milieu 
wirkte und yon der er annahm, daI3 sie aus den Monocyten stamme. 
Aul~erdem land er eine Proteas% die in alkalischem Milieu wirkte und die 
er den polymorphkernigen Leukoeyten zuordnete. 1918 beriehtete DER~BY 
fiber Untersuehungen der polymorphkernigen Leukoeyten aus dem 
Aleuronexsudat eines Kaninehens. 1919 untersuchte LORD polymorph- 
kernige Leukocyten aus Pnenmonielungen und land auf LGFFLER-Platten 
eine Spaltung bei pH 6,7--7,3. 1922 fand Nu ebenfalls unter Verwen- 
dung yon Leukoeyten aus Pneumonielungen eine Spaltung gegenfiber 
Fibrin als Substrat  optimal bei pE 8,0. Weiterhin wurden Arbeiten yon 
MANCINI, PARKER, HEDIN und FIESSINGER bekannt. Eine zusammen- 
fassende I)arstellung der bis dahin bekannten Untersuchungsergebnisse 
finder sieh in C. OPPENHEIMERS Handbueh ,,Die Fermente".  

Da die bisherigen Untersuchungsergebnisse zahlreiehe Widersprfiehe 
aufwiesen, wurde 1929 yon RICHARD WILLSTATTEI~, EUGEN BAMANN und 
~IARGARET]] Rt:ODEWALD eine genaue Analyse der Leukocytenfermente 
in Angriff genommen. Die Autoren fanden, dab die farblosen Ze]len aus 
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dem Blute mehrerer Tierarten Trypsin enthalten, das in aktiviertem Zu- 
stande vorliegt und in seiner Wirkang in] Vergleich mit der Pankreas- 
driise nur schwach ist. Aul~erdem konnten sie eine Kathepsinwirkung 
nachweisen. Als verhaltnismal~ig stark gaben sie eine ereptische Wirkung 
an, d. h. eine Wirkung, die auf Peptidasen beruht und die a~f das Vor- 
kommen einer Aminopolypeptidase, einer Carboxypolypeptidase und 
einer Dipeptidase zurfickgeffihrt werden konnte. 

HUSF]~LDT, der 1931 Leukocyten des menschlichen Blutes untersuchte, 
wobei sein Interesse besonders den granulierten polymorphkernigen Leu- 
koeyten galt, best~ttigte alas Vorhandensein der genannten proteoly- 
tischen Fermente. 0LKE•S, der ebenfalls 1931 eine Arbeit fiber die Fer- 
mente der Lymphocyten bei einer lymphatisehen Leuki~mie verSffent- 
lichte, fand, dab diese dieselbe Fermentaasrfistung wie die Granulocyten 
besitzen, wobei jedoch die gefundene Tryptase und das Kathepsin nur 
sehr schwach wirksam waren. Er konnte in den Lymphoeyten auch eine 
Lipase nachweisen, die auf Athylbutyrat einwirkte. 

Somit war die enzymatische Ausrfistung der Leukocyten in Hinsicht 
auf ihre proteoly~isehen Enzyme weitgehend geklart. Die spateren Unter- 
suchungen yon WILLSTATTEI~ und seinen Mitarbeitern galten der Dar- 
stellung der Lenkocytenenzyme m5glichst in ihrem natfirlichen Zustande. 
Zu diesem Zweck warden zahlreiche methodische Verbesse1~ngen bei den 
Fermentuntersuchungen eingeffihrt. 

Bei allen Fermenten beruhen die Methoden der Verfolgung der spezi- 
fischen Wirksamkeit entweder auf der Beobueht~ng der Veranderung des 
Substrates oder der Messung der gebildeten Spaltprodukte. 

In bezug auf die Veranderung des Substrates kommt die Nephelo- 
metrie in Anwendung. Sie beruht aufder Feststellung der Triibungsinten- 
sitat eines kolloidalen Substrates. Da die Substrattrfibung unter den ge- 
gebenen Versuchsbedingungen direkt proportional der Konzentration ist, 
vermittelt die Trfibungsintensiti~t ein Bild yon der enzymatischen Wir- 
kung. Die Nephelometrie ist besonders geeignet fiir die Erfassung des 
Anfanges enzymatischer Spaltprozesse. Bei wenig tiefgreifender Hydro- 
lyse mit hoehmo]ekularen Substraten ist die Nephelometrie sog~r ge- 
nauer MS die titrimetrische Spa]tproduktbestimmung. 

In bezug auf die Messung der gebildeten Spaltprodukte kennt man 
eine ganze Anzahl yon Bestimmungsmethoden. Die enzymatisehe Proteo- 
]yse besteht im wesentlichen in einer AufspMtung der Saare-Amid- 
bindungen, mit denen die einzelnen Aminosauren in den Peptiden und 
Proteinen verknfipft sind. Hierbei werden in stets aquivalenten Mengen 
Karboxyl- und Aminogruppen freigelegt, die mengenmal~ig analytisch 
genau erfal~t werden k5nnen. 

Man unterscheidet die rein chemischen Bestimmungsmethoden zur Er- 
fassung der sauren oder basischen Gruppen yon den physikaliseh-chemi- 
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sehen Methoden. Bei den ersteren wird titrimetrisch vorgegangen, zu den 
letzteren geh5ren besondere Apparaturen. Die rein chemischen Methoden 
werden im allgemeinen vorgezogen. Sie sind verh~tltnismgfig einfach und 
entsprechen in ihrer Genauigkeit weitgehend den physikalisch-chemi- 
schen Methoden. Sie gestatten klare und einfache Aussagen fiber den 
chemischen Ablauf des Abbanvorganges und den jeweiligen Stand des 
Substrates und sind deshalb ffir fro{re Versuchsserien, bei denen viele 
Analysen rasch hintereinander dnrehgeffihrt werden mfissen, besonders 
geeigneL Andererseits eignen sich die physikalisch-chemisehen Methoden 
sehr gut fiir die Erfassnng der ersten Abbauvorg~nge an hoehmo|ekn- 
laren Proteinen, bei denen nur eine geringe Anzahl yon Amidbindungen 
gespalten wird. Werden Amidbindungen gespalten, wie es z. B. bei der 
Hydrolyse yon Peptiden der Fall ist, wo selbst bei geringer Enzym- 
wirkung oder kurzer Einwirkungszeit eine starke Zunahme freier Gruppen 
erfolgt, so sind die rein chemisehen oder aueh titrimetrisehen Methoden 
angepafter. 

Fiir die titrimetrischen Methoden ist eine Schwierigkeit aus dem Wege 
zu r/~umen, die darin besteht, daft bei gleiehzeitigem Vorhandensein der 
sanren und alkalischen Gruppen die Einzelwirkung der Gruppen kom- 
pensiert wird. Die Aminosi~uren sind aus diesem Grunde amphoter rea- 
gierende Substanzen. Um eine der Grnppen, die saure oder die alkalische 
zu bestimmen, muB die andere in ihrer Wirksamkeit ansgeschaltet wer- 
den. Dies gelingt dnrch Zusatz geeigneter Mittel. Auf der Wahl dieser 
Mittel bernhen die verschiedenen alkalimetrischen und azidimetrisehen 
Bestimmungsmethoden. 

Am gebr~uehlichsten ist die Bestimmung der Carboxylgruppen dureh 
Titration mit Lauge in alkoholischer LSsung, eine Methode, die yon 
WILLSTATTER nnd ~VALDSCHMIDT-LEITZ ausgearbeitet wurde. In ge- 
nLigend hoher alkoholischer L5sung wird die Ionisation der Aminos/~uren 
so welt zurfickgedr/~ngt, dab die Carboxylgruppen ohne StSrung dureh 
die gleiehzeitig anwesenden Aminogruppen mit Phenolphthalein oder 
Thymolphthalein als Indicator alkalimetrisch bestimmt werden kSnnen. 
Dabei besteht hinsichtlieh der Alkoholkonzentration ein Unterschied in 
der Bestimmung der Aminos~uren und Peptiden. Die Peptide ans ein- 
fachen Aminos~turen kSnnen sehon in 50% igem Alkohol am besten unter 
Verwendnng yon Phenolphthalein mit Kalilange quantitativ ti triert  wer- 
den. Die Antoren geben an, daf  Phenolphthalein bier besser ist als Thy- 
molphthalein, das bei hSherer Alkalikonzentration umschl~gt und daher 
einen zu hohen und wenig fibereinstimmenden Bruehteil der Amino- 
sguren errant. Ffir die freien Aminos~uren, die unter Verwendang yon 
Thymolphthalein titriert werden, das vor allem den Vorzug eines scharfen 
Umsehlages besitzt, ist eine Alkoholkonzentration yon mindestens 90~ 
erforder]ieh. Dieser Unterschied kann zu einer Sch~tzung des Anteiles an 
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Aminos~uren und Peptiden in Eiweil~abbaugemischen herangezogen 
werden. 

Zur Ausfiihrung ben6tigt man eine 0,2 n-L6sung von Kaliumhydroxyd 
in 90 ~o igem Alkoh01 und eine 0,5 ~o ige alkoholische LSsung von Thymol- 
phthalein. 

Bei der Durchftihrung der Titration wird im einfachsten Fall das zu 
bestimmende Gemisch yon Polypeptiden und Aminos~uren mit der neun- 
fachen Menge absoluten Alkohols versetzt und nach Zugabe yon Thymol- 
phthalein auf schwache aber deutliche Blauf~rbung titriert. Handelt  es 
sich um eine genaue Bestimmung, so ist der Alkaliverbrauch des zuge- 
gesetzten Alkohols festzustellen und in Abzug zu bringen. 

Wie bereits eingangs erw~hnt, haben vor allem 1%. WIr,LSTXTT~,R, 
E. BAMA~N und M. RttODEWALD eine eingehende Untersuchung der Leuko- 
cyten auf ihre proteolytischen Fermente durchgeftihrt. Zur Priifung der 
tryptischen Wirksamkeit der Leukocyten verwandten sie als Substrat 
fiir die Spaltung Casein. Die optimale Wasserstoffzahl wurde durch Am- 
moni~k-Ammoniumchlorid-Puffer eingestellt. Die Versuche wurden s~mt- 
liche ohne Aktivierung durch Enterokinase dttrchgefiihrt, womit be- 
wiesen werden konnte, d~B das ]eukocyt~re Trypsin in aktiviertem Zu- 
stande vor]iegt. Der Spaltungsansatz wurde 24 Std bei 37 ~ im Thermo: 
staten belassen. Der N~chweis der Spaltprodukte geschah durch Titration 
mit 0,05 n alkoholischer Kalilauge zur Bestimmung tier Carboxyle nach 
der Methode yon WILLSTXTTEI~ und WALDSCHlVIIDT-LEITZ. Um die in cm 3 
0,05 n alkoholischer Lauge gemessenen A~sschl~tge in Enzymeinheiten 
ausdriicken zu k5nnen, wurde durch vergleichende Versuche eine Briicke 
hergestellt zu den friiheren Untersuchnngen y o n  WILLST~.TTER, WALD- 

SCH~IIDT-LEITZ, DUNAITURRIA und Ki~NST~E~ zur Bestimmung der tryp- 
tischen Wirksamkeit in der Pankreasdriise. Dort wurde als Trypsinein- 
heir ,,T.-(e)" diejenige Enzymmenge bezeichnet, die unter den angege- 
benen Bedingungen eine Spaltung entsprechend 1,05 cm a 0,2 n alkoho- 
]ischer Kalilauge bewirkte. Sie ist in etwa 0,1 cm 3 Glycerinauszug (1 : 10) 
aus getrocknetem Pankreas enthalten. Die Trypsineinheit erwies sich 
jedoch fiir die Untersuchungen des leukocytaren Trypsins als zu gro[3, 
weshalb zu 0,001 T.-(e) als ,kleiner Trypsineinheit" gegriffen wurde. Ver- 
glichen mit der Wirksamkeit eines Pankreasauszuges ist die tryptische 
Wirksamkeit der Leukocyten sehr gering. Sie fallt etw~ in die GrSBen- 
ordnung der Hefeprotcasen. 

Die Autoren verwandten im allgemeinen Glycerinausztige yon Leuko- 
cyten, die im Pferdeblut nach der Methode y o n  E. HEKMA und H. J.  
HAMBU~GW~ und im Hundeblut nach der Methocle yon P. SZILAI~D iso- 
liert wurden. 

Wir haben bei unseren Untersuchungen die genannten Verfahren zur 
Isolierung der Leukocyten gepriift. Man la2t bei der yon E. Hv, KMA und 
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I-I. J. HAMBURGER angegebenen Methode Citratblut mehrere Stunden in 
der K~lte stehen, wobei die Sedimentierung rascher vor sieh geht als bei 
mittlerer Temperatur. Dann wird das Plasma abgehebert nnd zentrifu- 
giert. Man finder so ein meist rStlich gef~rbtes Sediment, das, um die 
noch anhaftenden Erythroeyten zu entfernen, mehrere Male in physiolo- 
giseher Koehsalzl6sung mit einem Gehalt yon 0,01 ~o AmmoniumoxMat, 
0,02 ~o KMiumehlorid und 0,02 ~ Nat~iumbiearbenat ausgewaschen wird. 
Die Autoren konnten auf diese Weise bei einiger f)bung aus 6 Liter Blut 
7,5--9 g Leukoeytensediment entsprechend 1,5--1,8 g Troekengewicht 
gewinnen. 

Das Verfahren hat anderen Verfahren gegeniiber den Vorzug, dab bei 
seiner Anwendung die Leukoeyten am wenigsten geseh~digt werden. Es 
eignet sieh besonders gut bei Verwendung yon Pferdebtut, wo infolge der 
Ge!drollenbildung der Erythroeyten diese sieh raseher absetzen als die 
Leukoeyten und somit eine dentliehe Trennnng der Zellen zustande- 
kommt. 

Bei dem yon uns angestellten Versueh iiberlieBen wir 50 em 3 Citratblut 
in der K~iIte der Sedimentation, und zwar in einer Biirette. Naeh erfolg- 
tern Absetzen der Erythroeyten  wnrde die Biirette stufenweise abge- 
lassen nnd bei jeder Stufe Bin mikroskopisehes Ausstriehprgparat ange- 
fertigt. Bei 5 Pr/~paraten innerhalb der Erythroeytensehieht warden stets 
vereinzelte Leukoeyten festgestellt. Sie wurden zahlreieher in den ober- 
sten Erythroeytensehiehten nnd zeigten eine aul~erordentliehe Ansamm- 
lung in dem weigen H~utehen, das sieh auf den sedimentierten Erythro- 
eyten niedergesehlagen hatte. 

Es war yon vornherein klar, dag im Plasma der geringere Teil der 
Leukoeyten suspendiert sein wiirde, da die Differenz in der Absetznngs- 
geschwindigkeit der Erythroeyten  und der Leukoeyten im mensehliehen 
Blur gering ist. Die Hauptmenge der Leukoeyten fand sieh, wie zu er- 
warren war, unmittelbar auf den ~bgesetzten Erythrocyten and in den 
obersten Erythroeytensehiehten. Die Nrage blieb nut  die, ob die aufdiese 
~reise isolierbare Leukoeytenmenge zu Untersuehungszweeken ausrei- 
ehen wiirde, zumal fiir klinisehe Untersuehungszweeke mit wesentlieh 
geringeren Ausgangsmengen an Blur, als dies bei dem obigen Versueh der 
Fall war, gereehnet werden muBte. Wir konnten wiederholt in sedimen- 
tierten Blutproben das weiBe Grenzhgutehen zwisehen dem Plasma und 
den Erythroeyten isolieren. Dabei wurden mit einer feinen Capillare, die 
an die Wasserstrahlpumpe angesehlossen war, das iiberstehende Plasma 
und naeh Durehsteehen des weil3en Grenzh/~utehens die darunter befind- 
lichen Erythroeyten abgesaugt, ohne dab dabei das Grenzhgutehen be- 
seh~idigt wurde. Es stellte sieh heraus, dal~ die auf diese Weise ge- 
wonnene Leukoeytenmenge fiir Fermentbestimmnngsversuehe nieht 
ausreieht. 

A r c h .  f. Psych ia t r .  u. Z. Neur . ,  Ed .  188. 22 
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Bei dem zweiten Verfahren, das in der Literatur zur Isolierung der 
Leukocyten angegeben wird, handelt es sich um die fraktionierte Zell- 
aufl5sung nach P. SZIL~a~D. 

SZILA~D verwendet im Mlgemeinen 10 cm S defibriniertes Blur, das mit l0 cm S 
eines Gemisches yon 8 Teilen 2,5%iger Essigs~ure und 2 Teilen 2,0%iger Wein- 
s~ure versetzt wird. Dabei erfolgt eine Hamolyse der Erythrocyten, ohne dab 
die Leukocyten Mlzusehr gesch~digt werden. ])as Blur wird nach ~--1  rain 
lackrot und man gibt nun sofort eine im Vorversuch ermittelte Menge Alkali 
(NaOI-I 2%) zur NeutrMisation hinzu. Um die restliche Erythrocyten- und Throm- 
bocytensubstanz aufzulSsen, kann man 1/i 0 mehr an AlkMi nehmen. Es wird nun 
zentrifugiert, wonach m~n im Sediment einen diinnen weil~en ]~elag yon Leuko- 
cyten finder. Dieser wird rait LocKE-LSsung (0,9% NaC1 mit je 0,02% KC1, CaCI~, 
NaHCOa) ausgewasehen. Die Ausbeute an Leukocyten ist hSher Ms bei dem Ver- 
fahren nach HEK~A-H~'~BURGEm Aus 11 Blut konnten z. B. 1,05 g Leukocyten, 
entsprechend 0,44 g Trockenleukocyten, isoliert werden. 

Obwohl wir uns streng an die Vorschrift yon SzIr~Al~D hielten, gelang 
es uns nicht, einen dfirmen wei[ten Bodensatz yon Leukocyten zu ge- 
winnen. Das Sediment enthielt stets reich]Jeh Erythrocytenstroma und 
Thrombocytensubstanz, die auch bei vermehrter Zugabe yon Alkali nicht 
zur AuflSsung kamen. Hierdurch trat  eher ein weiterer Leukocytenver- 
lust ein. Durch wiederholtes Waschen des Sedimentes mit physiologischer 
KochsMzl5sung konnte dieses yon anhaftendem Blutfarbstoff etwas ge- 
reinigt werden. Ein farbfreies Sediment konnte jedoch auch dann nieht 
gewonnen werden. Die darin enthaltenen Frischleukoeyten waren an sieh 
ffir l%rmentuntersuchungen brauehbar, waren jedoch mengenmiiBig zu 
gering, u m  stets sichere Ergebnisse zu erzielen. 

Auch RICHARD MERTEN und MARIANI#E WINSCHUH berichteten in ihrer 
Arbeit fiber die l - u n d  d-Diloeptidasen in den Formelementen des 
menschlichen Blutes, die 1945 erschien, dab sie bei der Isolierung der 
Leukoeyten naeh der Methode yon SZILARD nur selten genfigend Material 
fiir Fermentbestimmungen gewinnen konnten. 

Eigene Versuehe und Methoden. 

Wit beschritten in der Folge ffir unsere Fermentversuche einen 
grunds~tzlich anderen Weg, indem wir auf eine strenge Isolierung der 
Leukocyten verzichteten. Bekanntlieh enthMten die Erythrocyten naeh- 
weisbar keine Proteinasen; jedenfMls wurde bis heute hierfiber nichts be- 
kannt. EMIL ABDE~ALDEN und H. DEETJE~ berichteten 1907 fiber den 
Abbau einiger Polypeptide dutch die roten BlutkSrperchen und Blut- 
pl~ttchen des Pferdeblutes. Die Autoren gewannen die Erythrocyten 
durch Wattefiltration. Sp~ter berichteten E. ABDERHALDEN und W. 
MANWARI~G fiber dieselben Untersuchungen unter Verwendung yon 
Rinderblut. 1945 berichteten 1%. MERTE~ und M. WINSCHUH fiber Dipep- 
tidasen in den menschlichen Erythrocyten. Von wesentlicher Bedeutung 
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erschien un~s jedoch die A b t r e n n u n g  des Plasmas.  W. G~ASSMA~r u n d  
W. HEYDE k o n n t e n  im Blu t se rum eine deutliche Pept idasenwirkung 

nachweisen. E. ABDERHALDEN ha t  au f  dem Nachweis yon  spezifischen 
proteolyt ischen Abwehrfermenten  im Serum seine Abwehrfermentreak-  
t ion  begrfindet. 

Der Versuch, die Wirksamkei t  tier Leucozytenfermente  un te r  Ver- 
wendung e~nes Blutzellgemisehes einschlkl~lieh der Ery th rocy ten  zu 
priifen, ist  in  der L i te ra tu r  n ieht  u n b e k a n n t .  COOK verSffentlichte 1932 
in  Amerika  eine Arbei t  fiber die eiweif3spaltenden Leukocytenfermente  
bei Leuk/~mien, wobei er alas Hamoglob in  des Blutes als Subs t ra t  f/ir die 
Leukoc~enpro t ea sen  verwandte .  

Als Ausgangsmenge ffir seine Bestimmungen nahm er 10 cm s Blur und weniger. 
Vor der Verwendung der Blutzellen fiir den Spaltungsansatz trennte er das Plasma 
ab und wusch die Zellen wiederholt mit physiologiseher KochsalzlOsung, um sic 
yon den letzten Spuren Plasma zu reinigen. Den Ansatz lie$ er unter Toluol zur 
Verhinderung yon Mikroorganismenwachstum 5 Tage lang bet 37 ~ im Thermo- 
staten stehen. Nach AbschluB der Bebrfitung wurde der Nichteiweisstickstoff 
(non-protein-Stickstoff) by acid digestion and nesslerization bestimmt. 

Die Arbeit yon COOK kam uns erst in die Hande, als wir bereits in 

/~hnlieher Weise wie Cook bei unseren Versuehen vorgegangen waren" 

Wir verwandten als Ausgangsblutmenge anfi~nglich 36 cm ~ Citratblut. Nach 
Abtrennen des Plasmas wurden die Blutzellen noch zweimal mit physiologischer 
KoehsalzlSsung gewaschen, um sie yon dem anhaftenden Plasma zu reinigen. Ffir 
die Spaltung wurden ein Hauptversuch und ein Kontrollversuch angesetzt. Im 

Hauptversuch wurden 0,15 g Handelsgelatine in gel6ster Form als Substrat hinzu- 
geffigt. Im Kontrollversucll erfolgte kein Substratzusatz, es wurde start dessen 
eine entspreehende Menge destilliertes Wasser dazugegeben. Die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration yon PH 7,4 wurde dureh m/15 Phosphatpuffer eingestellt. 
Zur Verhinderung yon Mikroorganismenwachstum erfolgte zum Ansatz die Zugabe 
einiger Tropfen Toluol. Die Bebrfitung wurde fiber 16 Std bei 37 ~ Thermostaten 
durchgeffihrt. 

Die ~iessung der Spaltprodukte geschah titrimetrisch nach der Methode yon 
WILnSTXTT~ nnd WALDSCHlvIInT-L:~tTZ. Da es sich bei den Titrationsproben nm 
gefarbte LSsungen handelte~ rout]ten diese ffir die Titration entf/irbt werden. Dies 
geschah auf folgende Weise : Zu der frisch entnommenen Titrationsprobe aus dem 
Ansatz wurde die 9faehe Menge heiSen Alkohols hinzugeffigt. Hierdurch kam 
es zu einer raschen und grfindliehen Fitllung der Eiweil]substanzen. Sp/~ter wurde 
zentrifugiert, wobei die iiberstehende Fliissigkeit in der l~egel noch einen gelb- 
lichen Farbton aufwies. Schiittelte man nun die Titrationsl6sung mit Tierkohle 
dutch und filtrierte sic dutch ein mittelhartes Papierfilter, so wurde sic vSllig 
farbfrei. Von der so gewonnenen LSsung wurde ein aliquoter Tell fiir die Titration 
verwandt. Die Differenz des Aeidit/itszuwachses im Haupt- und Kontrollversuch 
ergab den gesuchten Wert ffir die enzymatische Spaltung gegenfiber Gelatine als 
Substrat. 

Die Methode befriedigte in  der genann t e n  Ausfi ihrung nicht  ganz, da 
die gewonnenen Werte  teilweise innerha lb  der Fehlerbrei te  lagen. Eine 
E n z y m w i r k u n g  konn te  jedoch auf  a]le F~lle als gesiehert angenommen  

22* 
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werden. Zum Beweis wa rden  Para l le lvers~che  mi t  i nak t iv i e r t en  Enzym-  
15sungen, die z•r I nak t i v i e rung  2 - - 4  S td  bei  57 ~ in den T h e r m o s t a t e n  
gestel l t  warden,  durehgeff ihrt .  Le tz te re  Enzyml6sungen  e rgaben  nie 
einen sicheren Azidi t~tszuwachs .  

I n  der  Folgezei t  konn ten  wir unsere lViethodedahingehend modifizieren, 
dag  einwandfreie  F e r m e n t b e s t i m m u n g e n  un te r  Verwendung  eines Blut -  
zellgemisehes nunmehr  durchf i ih rbar  sind. W i r  danken  dies insbesondere  
der f reundl iehen Unte rs t t i t zung  du tch  Her rn  Prof.  BUT~NA~D% dem Direk-  
tor  des hiesigen physiologiseh-ehemisehen In s t i t u t e s  und  des Max-P lanek-  
In s t i t u t e s  ftir Bioehemie,  sowie dessen Mi ta rbe i t e r  I-Ierrn Dr. Dr.  WEIDEL. 

Die method isehen  Ver~nderungen bes t anden  im wesent l iehen dar in ,  
dal3 

1. mengenm~iBig grsgere Proben ffir die Titration entnommen wurden. Diese 
Proben wurden wie bisher mit der 9faehen Menge heiBen absoluten Alkoho]s ver- 
setzt und nach dem Abkfihlen zentrifugiert. Ein Ausschiitteln mit Tierkohle und 
Filgrieren wurde nicht mehr vorgenommen, d~ anzunehmen ist, dab aromatisehe 
Aminos/iuren dureh die Tierkohle festgehalten werden. Bei aliphatischen Amino- 
s~uren seheint diese Gefahr weniger zu bestehen, wie wit an Hand einer Alanin- 
15sung nachweisen konngen; 

2. s tat t  einer n/20 alkoholisehen Kalilauge eine n/10 L~uge verwendet wurde, 
u m b e i  der Titration mit Thymolphthalein als Indicator in der sehwach gelben 
LSsung den Farbumsehlag be im Neutralisationspunkt deutlieher erkennen zu 
kSnnen; 

3. zum Zwecke der gr613eren Genauigkeit jeder Titrationswert 3faeh bestimmt 
wurde und hiervon der Mittelwert bereehnet; 

4. auf eine Kontrollbestimmung ohne Substratzusatz verziehtet wurde, da sieh 
herausgestelIt hatte, dab der Eigenproteinabbau wesentlieh stgrker ins Gewieht 
f~llt als die Hydrolyse der Gelatine. Gelatine wurde ]edoch als zusitzliehes Substrat 
f/ir die Spaltung weiterhin hinzugefiigt, um auf alle Fil le genfigend Substrat im 
Ansatz zur Verffigung zu haben; 

5. an Stelle yon Gelatine als Substrat Casein verwandt wurde, das noeh leiehter 
spaltbar ist; 

6. die Bebrtitungszeit im Thermostaten yon 16 Std auf 24 Std erhSht wurde. 

Vorlfiufige Ergebnisse. 
Mit dieser Methode  haben  wir bei Schizophrenen nnd  bei Nichtschizo-  

phrenen  ]aufende Unte r suchungen  angestel l t ,  die wei te rh in  for tgese tz t  
werden. Wi r  mSchten  absieht l ich  noeh ke in  endgii l t iges Resu l t a t  formu-  
lieren. 

Bis j e tz t  seheint  es, dab  bei  Sehizophrenen in der aku t en  Krankhe i t s -  
phase  eine Verminderung  der t r yp t i s ehen  Wi rks~mke i t  der  L e ukoe y t e n  
vorl iegt ,  wS~hrend bei  Gesunden eine s t~rkere  W i r k s a m k e i t  vo rhanden  
zu sein seheint.  Bei r emi t t i e r t en  Schizophrenen konn te  teilweise ein An- 
st ieg der p ro teo ly t i sehen  W i r k s a m k e i t  beobach te t  werden.  Die Leuko-  
cy tenzahl  sowie das Di f fe ren t ia lb lu tb i ld  wurden  bei jeder  einzelnen Fer -  
m e n t b e s t i m m u n g  mi t  be r i i cks i ch t ig t .  W i r  beobaeh te t en  F/ille, wo d ie  
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Pa t ien ten  mit  akuter  Schizophrenie eine weitaus hShere Leukocytenzahl  
aufwiesen als dem normalen Durchschni t t swer t  entspricht.  Tro tzdem war 
die proteolytische Wirksamkei t  des Blutes vermindert .  

Cook  konnte  seinerzeit bei seinen Untersuchungen tiber die pro- 
teolyt ischen l%rmente der Leukocyten  bei Leuk~mien beobaehten,  da[3 
die proteolytische Wirksamkei t  der Leukocy ten  nicht  allein yon  der Leu- 
kocytenzahl  abh~ngig war. So land  er auffallend niedrige Werte trotz hoher 
Leukocytenzahl  in Sehlul~phasen der Erkrankung  an lymphat iseher  
Leuki~mie, bei Fieber, H~morrhagien und  bei Intoxikat ionen.  Aueh wir 
konnten  bei Leuk~mien, die wir vor  einiger Zeit in Zusammenarbei t  
mit  der medizinischen Klinik T/ibingen untersuehten,  feststellen, da~ 
die proteolytische Wirksamkei t  der Leukocy ten  mit  der Leukocyten-  
zahl h~ufig nicht  korrespondiert .  Die Werte lagen bei Leuk~mien 
im allgemeinen hSher als bei Normalblut .  Gemessen an der Zahl der 
Leukoeyten,  die bei einer myeloischen Lenks in einem Falle z . B .  
443400 Zellen betrug, mu~te  die durchschnitt] iehe proteolytisehe Wirk- 
samkeit  jedoch als wesentlich verminder t  angesehen werden. 

Welche Bedeutung  der qual i ta t iven Veranderung in der proteo]yti-  
sehen Wirksamkei t  der Leukocy ten  bei der Schizophrenie zukommt,  ist 
noch nicht  bekannt .  Es ware jedoeh denkbar,  daI~ StSrungen im inter- 
medi~ren EiweiBstoffwechsel nicht  zuletzt  hiermit zusammenh~ngen.  
Bekannt l ich ha t  GJ~ss~G derartige StSrungen bei periodischen Kata-  
tonien nachweisen kSnnen. 

Versuchsteil. 

1. Die preparative Gewinnung der Leukocyten : Auf eine strenge Isolierung der 
L~ukoeyten aus dem menschliehen ]~lut wurde m~ngels geeigneter Methoden ver- 
zichtet. Verwendet werden die gesamten Blutzellen naeh Abtrennung des Plasmas 
durch Zentrifugieren. Die Ze]len werden anschliel~end mindestens 2real mit 
physiologischer KoehsalzlSsung gewaschen. Daraufhin wird bis zum ursprfinglichen 
Volumen (20 cm 3) der zu untersuehenden Blutmenge mit physiologischer Koch- 
salzlSsung wieder aufgefiillt. 

2. Versuchsansatz : Der Aufschwemmung der Blutzellen in physiologischer Koch- 
salzlSsung werden 2 em 3 einer 2,5~oigen CaseinlSsung als Substrat hinzugefiigt. 
Die optimale Wasserstoffzahl yon PH 7,4 wird mit m/15 prim./sec. Phosphatpuffer 
eingestellt. An PufferlSsung komm~ soviel hinzu, his der Gesam~nsatz 30 cm s 
betr~gt. Zur Verhinderung yon Mikroorganismenwachstum werden einige Tropfen 
Toluol hinzugefiigt. Der Ansa~z verbleibt zur Spaltung 24 Std im Thermostaten 
bei 37 ~ 

3. Bestimmung der Spaltprodukte: Die Bestimmung der Spaltprodukte erfolgt 
a!kalimetriseh in alkoholiseher L5sung unter Verwendung yon Thymolphthalein 
als Indicator nach der Methode yon WILLSTXTT~SR und WALDSCI-[MIDT-LEITZ. ttierzu 
werden vor und naeh der Spaltung bei 37 ~ Thermostaten je 15 cm 3 zur Probe 
aus dem Ansatz entnommen. Zu den einzelnen Probeentnahmen wird die 9fache 
~enge (135 cm s) heil~en absoluten Alkohols hinzugefttgt, wodureh die Eiweii~sub- 
stanzen gef~llt werden. Nach dem Abkiihlen des Alkohols wird zentrifugiert 
lind die fiberstehende leicht gelbliche Fliissigkeit in 3 Proben zu je 40 cm "~ 



326 O. MALL~ H. BINDEB und B. G~A~TZ: 

aufgeteilt. Die Proben ~ 40 cm a werden titriert. Als Umsehlagspunkt 
gilt ein gr/~ulicher Farbton, der naeh ttinzufiigen weiterer Kalilauge rasch dunk]er 
wird. Der Mittelwert yon 3 ]3estimmungen derselben Probe wird als eigentlieher 
Titrationswert notiert. Die Differenz der Titrationswerte vor und nach der Spaltung 
entsprieht dem Aeidit/~tszuwachs, ausgedrfiokt in n/10 verbrauehter alkoholiseher 
Kalilauge. 

Zusammenfassung. 

Es  wurde  fiber eine Methode  zur  B e s t i m m u n g  der  p ro teo ly t i sehen  
W i r k s a m k e i t  der  Leukoey~en,  insbesondere  des Leukocy ten t ryps in s  bei  
Schizophrenen ber ichte t .  F i i r  den Versuchsansatz  werden die gesamten  
Zel le lemente  des B]utes einschlieBlieh der  E r y t h r o c y t e n  ve rwandt .  Das  
B lu tp l a sma  wi rd  abge t renn t .  Die Pro teo lyse  be rnh t  a u f  Eigenprote in-  
abbau ,  wozu das H~moglob in  der E r y t h r o c y t e n  in re ichem MaBe zur 
Verff igung s teht ,  u n d  au f  dem A b b a ~  yon  Casein, das  als weiteres Snb- 
s t r a t  dem Spa l tungsansa tz  hinzugeffigt  wird.  Die Bes t immung  der EiweiB- 
spa l t p roduk t e  erfolgt  a lka l imet r i seh  nach der  I~Iethode yon WILLSrXTTE~ 
lind. WALDSCHMIDT-~EITZ. 

Die noeh n ich t  abgeschlossenen U n t e r s u c h u n g e n  an  P a t i e n t e n  ergaberL 
5frets eine geringere p ro teo ly t i sehe  W i r k s a m k e i t  der  L e u k o c y t e n  be i  aku-  
t en  Schizophrenien,  wahrend  Gesunde durchschni t t l i ch  hShere W e r t e  auf-  
zuweisen schienen;  r emi t t i e r t e  Sehizophrene zeigten m a n c h m a l  hShere  
Wer te ,  die yon  der  N o r m  k a u m  mehr  abwichen.  W i r  kSnnen hier  zu- 
n~chst  nur  die P rob leme  aufzeigen;  endgfi l t iges l~Bt sich ers t  nach  Ge- 
winnung  grSBerer Unte rsuchungsser ien  sagen. 

~ b e r  die B e d e u t u n g  dieser Fermentsehw/~che bei  manchen  a k u t e n  
Schizophrenien  kSnnen  siehere Angaben  noch n ich t  gemaeh t  werden.  Es  
is t  denkbar ,  dab  StSrungen im in t e rmed ig ren  EiweiBstoffweehsel,  wie sie 
u. a. y o n  GJESSING bei  per iodischen K a t a t o n i e n  nachgewiesen  wurden,  
mi t  S t6rungen  im F e r m e n t h a u s h a l t  der  L e u k o c y t e n  in Z u s a m m e n h a n g  
stehen. 
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