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Uber eiweiBspaltende Fermente der Leukocyten wurde erstmals etwas
bekannt als 1888 FrizpricH MULLER mitteilte, daB Glycerinausziige
aus Eiterzellen imstande seien, Fibrin und koaguliertes Serum in schwach
alkalischem Milieu zu verdauen. 1906 berichteten EDuArRD MUrLER und
GErorG JooEMANN ,, Uber eine einfache Methode zum Nachweis proteoly-
tischer Fermentwirkungen.* Sie gaben einen Blutstropfen aufeine LOFFLER-
Platte, die aus erstarrtem Blutserum und etwas Traubenzuckerbouillon
bestand, und stellten diese fiir einige Zeit bei 50° in den Thermostaten.
Es konnte anschlieBend an der Stelle, wo der Blutstropfen hingegeben
wurde, eine Delle beobachtet werden, die auf einen Abbau des Substrates
durch proteolytische Fermente des Blutes zuriickgefithrt wurde. Etwa
zur selben Zeit stellte der Amerikaner Oprr Untersuchungen iiber proteo-
Iytische Fermente in entziindlichen Exsudaten, in Abscessen und im
Knochenmark an. Dabei fand er eine Protease, die in saurem Milieu
wirkte und von der er annahm, daf sie aus den Monocyten stamme.
AuBerdem fand er eine Protease, die in alkalischem Milieu wirkte und die
er den polymorphkernigen Leukocyten zuordnete. 1918 berichtete DERNBY
iiber Untersuchungen der polymorphkernigen Leukocyten aus dem
Aleuronexsudat eines Kaninchens. 1919 untersuchte Lorp polymorph-
kernige Leukocyten aus Pneumonielungen und fand auf LorrLER-Platten
eine Spaltung bei pg 6,7—7,3. 1922 fand Ny=z ebenfalls unter Verwen-
dung von Leukocyten aus Pneumonielungen eine Spaltung gegeniiber
Fibrin als Substrat optimal bei pg 8,0. Weiterhin wurden Arbeiten von
Manxcint, ParkeRr, HEDIN und FiessiNger bekannt. Eine zusammen-
fassende Darstellung der bis dahin bekannten Untersuchungsergebnisse
findet sich in C. OppENHEIMERS Handbuch ,,Die Fermente®.

Da die bisherigen Untersuchungsergebnisse zahlreiche Widerspriiche
aufwiesen, wurde 1929 von RiciarRD WILLSTATTER, EveEN BaMany und
MarcaRETE RHODEWALD eine genaue Analyse der Leukocytenfermente
in Angriff genommen. Die Autoren fanden, daB die farblosen Zellen aus
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dem Blute mehrerer Tierarten Trypsin enthalten, das in aktiviertem Zu-
stande vorliegt und in seiner Wirkung im Vergleich mit der Pankreas-
driise nur schwach ist. AuBerdem konnten sie eine Kathepsinwirkung
nachweisen. Als verhéltnisméBig stark gaben sie eine ereptische Wirkung
an, d. h. eine Wirkung, die auf Peptidasen beruht und die auf das Vor-
kommen einer Aminopolypeptidase, einer Carboxypolypeptidase und
einer Dipeptidase zuriickgefiihrt werden konnte.

HusreLpr, der 1931 Leukocyten des menschlichen Blutes untersuchte,
wobei sein Interesse besonders den granulierten polymorphlkernigen Leu-
koecyten galt, bestdtigte das Vorhandensein der genannten proteoly-
tischen Fermente. OLKERS, der ebenfalls 1931 eine Arbeit iiber die Fer-
mente der Lymphocyten bei einer Iymphatischen Leukidmie verdffent-
lichte, fand, daf diese dieselbe Fermentausriistung wie die Granulocyten
besitzen, wobei jedoch die gefundene Tryptase und das Kathepsin nur
sehr schwach wirksam waren. Er konnte in den Lymphocyten auch eine
Lipase nachweisen, die auf Athylbutyrat einwirkte.

Somit war die enzymatische Ausriistung der Leukocyten in Hinsicht
auf ihre proteolytischen Enzyme weitgehend geklirt. Die spateren Unter-
suchungen von WriirsTATTER und seinen Mitarbeitern galten der Dar-
stellung der Leukocytenenzyme moglichst inihrem natiirlichen Zustande.
Zu diesem Zweck wurden zahlreiche methodische Verbesserungen bei den
Fermentuntersuchungen eingefiihrt.

Bei allen Fermenten beruhen die Methoden der Verfolgung der spezi-
fischen Wirksamkeit entweder auf der Beobachtung der Verdnderung des
Substrates oder der Messung der gebildeten Spaltprodukte.

In bezug auf die Verdnderung des Substrates kommt die Nephelo-
metrie in Anwendung. Sie beruht auf der Feststellung der Tritbungsinten-
sitéit eines kolloidalen Substrates. Da die Substrattrilbung unter den ge-
gebenen Versuchsbedingungen direkt proportional der Konzentration ist,
vermittelt die Triibungsintensitit ein Bild von der enzymatischen Wir-
kung. Die Nephelometrie ist besonders geeignet fiir die Erfassung des
Anfanges enzymatischer Spaltprozesse. Bei wenig tiefgreifender Hydro-
lyse mit hochmolekularen Substraten ist die Nephelometrie sogar ge-
nauer als die titrimetrische Spaltproduktbestimmung.

In bezug auf die Messung der gebildeten Spaltprodukte kennt man
eine ganze Anzahl von Bestimmungsmethoden. Die enzymatische Proteo-
lyse besteht im wesentlichen in einer Aufspaltung der Sidure-Amid-
bindungen, mit denen die einzelnen Aminosduren in den Peptiden und
Proteinen verkniipft sind. Hierbei werden in stets dquivalenten Mengen
Karboxyl- und Aminogruppen freigelegt, die mengenmiBig analytisch
genau erfallt werden konnen.

Man unterscheidet die rein chemischen Bestimmungsmethoden zur Er-
fassung der sauren oder basischen Gruppen von den physikalisch-chemi-
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schen Methoden. Bei den ersteren wird titrimetrisch vorgegangen, zu den
letzteren gehdren besondere Apparaturen. Die rein chemischen Methoden
werden im allgemeinen vorgezogen. Sie sind verhiltnismiBig einfach und
entsprechen in ihrer Genauigkeit weitgehend den physikalisch-chemi-
schen Methoden. Sie gestatten klare und einfache Aussagen iiber den
chemischen Ablauf des Abbauvorganges und den jeweiligen Stand des
Substrates und sind deshalb fiir groBe Versuchsserien, bej denen viele
Analysen rasch hintereinander durchgefiihrt werden miissen, besonders
geeignet. Andererseits eignen sich die physikalisch-chemischen Methoden
sehr gut flir die Erfassung der ersten Abbauvorginge an hochmoleku-
laren Proteinen, bei denen nur eine geringe Anzahl von Amidbindungen
gespalten wird. Werden Amidbindungen gespalten, wie es z. B. bei der
Hydrolyse von Peptiden der Fall ist, wo selbst bei geringer Enzym-
wirkung oder kurzer Einwirkungszeit eine starke Zunahme freier Gruppen
erfolgt, so sind die rein chemischen oder auch titrimetrischen Methoden
angepalfiter.

Fir die titrimetrischen Methoden ist eine Schwierigkeit aus dem Wege
zu rdumen, die darin besteht, daB bei gleichzeitigem Vorhandensein der
sauren und alkalischen Gruppen die Einzelwirkung der Gruppen kom-
pensiert wird. Die Aminosduren sind aus diesem Grunde amphoter rea-
gierende Substanzen. Um eine der Gruppen, die saure oder die alkalische
zu bestimmen, muf} die andere in ihrer Wirksamkeit ausgeschaltet wer-
den. Dies gelingt durch Zusatz geeigneter Mittel. Auf der Wahl dieser
Mittel beruhen die verschiedenen alkalimetrischen und azidimetrischen
Bestimmungsmethoden.

Am gebriuchlichsten ist die Bestimmung der Carboxylgruppen durch
Titration mit Lauge in alkoholischer Losung, eine Methode, die von
WiLLsTATTER und WALDSCHMIDT-LEITZ ausgearbeitet wurde. In ge-
niigend hoher alkoholischer Lésung wird die Ionisation der Aminosiuren
so weit zuriickgedringt, daB die Carboxylgruppen ohne Stérung durch
die gleichzeitig anwesenden Aminogruppen mit Phenolphthalein oder
Thymolphthalein als Indicator alkalimetrisch bestimmt werden kénnen.
Dabei besteht hinsichtlich der Alkoholkonzentration ein Unterschied in
der Bestimmung der Aminosduren und Peptiden. Die Peptide aus ein-
fachen Aminosduren kénnen schon in 509, igem Alkohol am besten unter
Verwendung von Phenolphthalein mit Kalilauge quantitativ titriert wer-
den. Die Autoren geben an, daf Phenolphthalein hier besser ist als Thy-
molphthalein, das bei héherer Alkalikonzentration umschligt und daher
einen zu hohen und wenig ibereinstimmenden Bruchteil der Amino-
sduren erfalit. Fir die freien Aminosduren, die unter Verwendung von
Thymolphthalein titriert werden, das vor allem den Vorzug eines scharfen
Umschlages besitzt, ist eine Alkoholkonzentration von mindestens 909,
erforderlich. Dieser Unterschied kann zu einer Schitzung des Anteiles an
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Aminosduren und Peptiden in EiweiBabbaugemischen herangezogen
werden.

Zur Ausfithrung bendtigt man eine 0,2 n-Losung von Kaliumhydroxyd
in 909 igem Alkohol und eine 0,59 ige alkoholische Lésung von Thymol-
phthalein.

Bei der Durchfithrung der Titration wird im einfachsten Fall das zu
bestimmende Gemisch von Polypeptiden und Aminoséuren mit der neun-
fachen Menge absoluten Alkohols versetzt und nach Zugabe von Thymol-
‘phthalein auf schwache aber deutliche Blaufirbung 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 erwihnt, haben vor allem R. WILLSTATTER,
BE. Bamaxx und M. REoDEWALD eine eingehende Untersuchung der Leuko-
cyten auf ihre proteolytischen Fermente durchgefithrt. Zur Priifung der
tryptischen Wirksamkeit der Leukocyten verwandten sie als Substrat
fiir die Spaltung Casein. Die optimale Wasserstoffzahl wurde durch Am-
moniak- Ammoniumechlorid-Puffer eingestellt. Die Versuche wurden simt-
liche ohne Aktivierung durch Enterokinase durchgefiihrt, womit be-
wiesen werden konnte, dafl das leukocytére Trypsin in aktiviertem Zu-
stande vorliegt. Der Spaltungsansatz wurde 24 Std bei 37° im Thermo-
staten belassen. Der Nachweis der Spaltprodukte geschah durch Titration
mit 0,05 n alkoholischer Kalilauge zur Bestimmung der Carboxyle nach
der Methode von WiLLsTATTER und WarpsceMinT-LErTz. Um die in cm?
0,05 n alkoholischer Lauge gemessenen Ausschlige in Enzymeinheiten
ausdriicken zu kénnen, wurde durch vergleichende Versuche eine Briicke
hergestellt zu den fritheren Untersuchungen von WILLSTATTER, WALD-
scaMipT-LErrz, DUNATTURRIA und KUNSTNER zur Bestimmung der tryp-
tischen Wirksamkeit in der Pankreasdriise. Dort wurde als Trypsinein-
heit ,,T.-(e)* diejenige Enzymmenge bezéichnet, die unter den angege-
benen Bedingungen eine Spaltung entsprechend 1,05 ecm3 0,2 n alkoho-
lischer Kalilauge bewirkte. Sie ist in etwa 0,1 cm?® Glycerinauszug (1:10)
aus getrocknetem Pankreas enthalten. Die Trypsineinheit erwies sich
jedoch fiir die Untersuchungen des leukocytéren Trypsins als zu groB,
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 fillt etwa in die GroBen-
ordnung der Hefeproteasen.

Die Autoren verwandten im allgemeinen Glycerinausziige von Leuko-
cyten, die im Pferdeblut nach der Methode von E. HErMA und H. J.
Hamsurerr und im Hundeblut nach der Methode von P. SZrLARD iso-
liert wurden.

Wir haben bei unseren Untersuchungen die genannten Verfahren zur
Tsolierung der Leukocyten gepriift. Man 148t bei der von E. HERMA und



Leukocytenfermente bei Schizophrenen, inshesondere Leukocytentrypsin. 321

H. J. HAMBURGER angegebenen Methode Citratblut mehrere Stunden in
der Kalte stehen, wobei die Sedimentierung rascher vor sich geht als bei
mittlerer Temperatur. Dann wird das Plasma abgehebert und zentrifu-
giert. Man findet so ein meist rotlich gefirbtes Sediment, das, um die
noch anhaftenden Erythrocyten zu entfernen, mehrere Male in physiolo-
gischer Kochsalzldsung mit einem Gehalt von 0,019 Ammoniumoxalat,
0,029% Kaliumchlorid und 0,029 Natriumbicarbonat ausgewaschen wird.
Die Auntoren konnten auf diese Weise bei einiger Ubung aus 6 Liter Blut
7,5—9 g Leukocytensediment entsprechend 1,5—1,8 ¢ Trockengewicht
gewinnen,

Dag Verfahren hat anderen Verfahren gegeniiber den Vorzug, daf} bei
seiner Anwendung die Leukocyten am wenigsten geschidigt werden. Es
eignet sich besonders gut bei Verwendung von Pferdeblut, wo infolge der
Geldrollenbildung der Erythrocyten diese sich rascher absetzen als die
Leukocyten und somit eine deutliche Trennung der Zellen zustande-
kommt.

Bei dem von uns angestellten Versuch iiberlieBen wir 50 em? Citratblut
in der Kélte der Sedimentation, und zwar in einer Biirette. Nach erfolg-
tem Absetzen der Erythrocyten wurde die Biirette stufenweise abge-
lassen und bei jeder Stufe ein mikroskopisches Ausstrichpriparat ange-
fertigt. Bei 5 Priaparaten innerhalb der Erythrocytenschicht wurden stets
vereinzelte Leukocyten festgestellt. Sie wurden zablreicher in den ober-
sten Trythrocytenschichten und zeigten eine auBerordentliche Ansamm-
lung in dem weillen Hautchen, das sich auf den sedimentierten Erythro-
cyten niedergeschlagen hatte.

Es war von vornherein klar, daf im Plasma der geringere Teil der
Leukocyten suspendiert sein wiirde, da die Differenz in der Absetzungs-
geschwindigkeit der Erythrocyten und der Leukocyten im menschlichen
Blut gering ist. Die Hauptmenge der Leukocyten fand sich, wie zu er-
warten war, unmittelbar auf den abgesetzten Erythrocyten und in den
obersten Erythrocytenschichten. Die Frage blieb nur die, ob die auf diese
Weise isolierbare Leukocytenmenge zu Untersuchungszwecken ausrei-
chen wiirde, zumal fiir klinische Untersuchungszwecke mit wesentlich
geringeren Ausgangsmengen an Blut, als dies bei dem obigen Versuch der
Fall war, gerechnet werden mufite. Wir konnten wiederholt in sedimen-
tierten Blutproben das weifle Grenzhiutchen zwischen dem Plasma und
den Erythrocyten isolieren. Dabei wurden mit einer feinen Capillare, die
an die Wasserstrahlpumpe angeschlossen war, das iiberstehende Plasma
und nach Durchstechen des weiBlen Grenzhiutchens die darunter befind-
lichen Erythrocyten abgesaugt, ohne dal dabei das Grenzhiutchen be-
schidigt wurde. Es stellte sich heraus, dafl die auf diese Weise ge-
wonnene Leukocytenmenge fiir Fermentbestimmungsversuche nicht
ausreicht.

Arch. f, Psychiatr. u. Z. Neur,, Bd. 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-
auflosung nach P. SZILARD.

SzitarD verwendet im allgemeinen 10 ¢cm3 defibriniertes Blut, das mit 10 cm3
eines Gemisches von 8 Teilen 2,5% iger Essigsdure und 2 Teilen 2,09 iger Wein-
siure versetzt wird. Dabei erfolgt eine Hamolyse der Erythrocyten, ohne dafB
die Leukocyten allzusehr geschidigt werden. Das Blut wird nach %—1 min
lackrot und man gibt nun sofort eine im Vorversuch ermittelte Menge Alkali
(NaOH 29%,) zur Neutralisation hinzu. Um die restliche Erythrocyten- und Throm-
bocytensubstanz aufzuldsen, kann man 1/, mehr an Alkali nehmen. Es wird nun
zentrifugiert, wonach man im Sediment einen diinnen weilen Bela_g von Leuko-
cyten findet. Dieser wird mit LockE-Losung (0,99 NaCl mit je 0,029, KCI, CaCl,,
NaHCO,) ausgewaschen. Die Ausbeute an Leukocyten ist hoher als bei dem Ver-
fahren nach Hexma-HaMBURGER. Aus 1! Blut konnten z. B. 1,05 g Leukocyten,
entsprechend 0,44 g Trockenleukocyten, isoliert werden.

Obwobhl wir uns streng an die Vorschrift von SziLARD hielten, gelang
es uns nicht, einen diinnen weillen Bodensatz von Leukocyten zu ge-
winnen. Das Sediment enthielt stets reichlich Erythrocytenstroma und
Thrombocytensubstanz, die auch bei vermehrter Zugabe von Alkali nicht
zur Auflésung kamen. Hierdurch trat eher ein weiterer Leukocytenver-
lust ein. Durch wiederholtes Waschen des Sedimentes mit physiologischer
Kochsalzlgsung konnte dieses von anhaftendem Blutfarbstoff etwas ge-
reinigt werden. Ein farbfreies Sediment konnte jedoch auch dann nicht
gewonmen werden. Die darin enthaltenen Frischleukocyten waren an sich
fiir Fermentuntersuchungen brauchbar, waren jedoch mengenmilig zu
gering, um stets sichere Ergebnisse zu erzielen.

Auch Ricuarp MERTEN und MARIANNE WINSCHUH berichteten in ihrer
Arbeit iiber die 1- und d-Dipeptidasen in den Formelementen des
menschlichen Blutes, die 1945 erschien, daB sie bei der Isolierung der
Leukocyten nach der Methode von SziLArD nur selten gentigend Material
fiir Fermentbestimmungen gewinnen konnten.

Eigene Versuche und Methoden.

Wir beschritten in der Folge fir unsere Fermentversuche einen
grundsédtzlich anderen Weg, indem wir auf eine strenge Isolierung der
Leukocyten verzichteten. Bekanntlich enthalten die Erythrocyten nach-
weisbar keine Proteinasen ; jedenfalls wurde bis heute hieriiber nichts be-
kannt. Emit. ABDEREALDEN und H. DEETIEN berichteten 1907 iiber den
Abbau einiger Polypeptide durch die roten Blutkérperchen und Blut-
plittchen des Pferdeblutes. Die Autoren gewannen die Erythrocyten
durch Wattefiltration. Spiter berichteten E. ABDERHALDEN und W.
Manwaring iiber dieselben Untersuchungen unter Verwendung von
Rinderblut. 1945 berichteten R. MerrEN und M. WinscrvH iiber Dipep-
tidasen in den menschlichen Erythrocyten. Von wesentlicher Bedeutung
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erschien uns jedoch die Abtrennung des Plasmas. W. GRASSMANN und
W. HeypE konnten im Blutserum eine deutliche Peptidasenwirkung
nachweisen. E. ABDERHALDEN hat auf dem Nachweis von spezifischen
proteolytischen Abwehrfermenten im Serum seine Abwehrfermentreak-
tion begriindet.

Der Versuch, die Wirksamkeit der Leucozytenfermente unter Ver-
wendung eines Blutzellgemisches einschlieBlich der Erythrocyten zu
priifen, ist in der Literatur nicht unbekannt. Coox versffentlichte 1932
in Amerika eine Arbeit iiber die eiweiBspaltenden Leukocytenfermente
bei Leukamien, wobei er das Hiamoglobin des Blutes als Substrat fiir die
Leukocytenproteasen verwandte.

Als Ausgangsmenge fiir seine Bestimmungen nahm er 10 cm? Blut und weniger.
Vor der Verwendung der Blutzellen fiir den Spaltungsansatz trennte er das Plasma
ab und wusch die Zellen wiederholt mit physiologischer Kochsalzlssung, um sie
von den letzten Spuren Plasma zu reinigen. Den Ansatz lieB er unter Toluol zur
Verhinderung von Mikroorganismenwachstum 5 Tage lang bei 37° im Thermo-
staten stehen. Nach AbschluB der Bebriitung wurde der Nichteiweisstickstoff
(non-protein-Stickstoff) by acid digestion and nesslerization bestimmt.,

Die Arbeit von Cook kam uns erst in die Hinde, als wir bereits in
dhnlicher Weise wie Coox bei unseren Versuchen vorgegangen waren.

Wir verwandten als Ausgangsblutmenge anfinglich 36 cm® Citratblut. Nach
Abtrennen des Plasmas wurden die Blutzellen noch zweimal mit physiologischer
Kochsalzlssung gewaschen, um sie von dem anhaftenden Plasma zu reinigen. Fiir
die Spaltung wurden ein Hauptversuch und ein Kontrollversuch angesetzt. Im
Hauptversuch wurden 0,15 g Handelsgelatine in geldster Form als Substrat hinzu-
gefiigt. Im Kontrollversuch erfolgte kein Substratzusatz, es wurde statt dessen
eine entsprechende Menge destilliertes Wasser dazugegeben. Die optimale Wasser-
stoffionenkonzentration von pg 7,4 wurde durch m/15 Phosphatpuffer eingestellt.
Zur Verhinderung von Mikroorganismenwachstum erfolgte zum Ansatz die Zugabe
einiger Tropfen Toluol. Die Bebriitung wurde tiber 16 Std bei 37° im Thermostaten
durchgefiihrt.

Die Messung der Spaltprodukte geschah titrimetrisch nach der Methode von
WiLLsTATTER und WALDSCHMIDT-LETrZ. Da es sich bei den Titrationsproben um
geféirbte Losungen handelte, mufiten diese fiir die Titration entfiarbt werden. Dies
geschah auf folgende Weise: Zu der frisch entnommenen Titrationsprobe aus dem
Ansatz wurde die 9fache Menge heifien Alkohols hinzugefiigt. Hierdurch kam
es zu einer raschen und griindlichen Fallung der EiweiBlsubstanzen. Spiter wurde
zentrifugiert, wobei die iiberstehende Fliissigkeit in der Regel noch einen gelb-
lichen Farbton aufwies. Schiittelte man nun die Titrationslésung mit Tierkohle
durch und filtrierte sie durch ein mittelhartes Papierfilter, so wurde sie vollig
farbfrei. Von der so gewonnenen Lésung wurde ein aliquoter Teil fiir die Titration
verwandt. Die Differenz des Acidititszuwachses im Haupt- und Kontrollversuch
ergab den gesuchten Wert fiir die enzymatische Spaltung gegeniiber Gelatine als
Substrat. i

Die Methode befriedigte in der genannten Ausfiihrung nicht ganz, da
die gewonnenen Werte teilweise innerhalb der Fehlerbreite lagen. Eine
Enzymwirkung konnte jedoch auf alle Fille als gesichert angenommen.

22%
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werden. Zum Beweis wurden Parallelversuche mit inaktivierten Enzym-
16sungen, die zur Inaktivierung 2—4 Std bei 57° in den Thermostaten
gestellt wurden, durchgefiihrt. Letztere Enzymlosungen ergaben nie
einen sicheren Aziditdtszuwachs.

In der Folgezeit konnten wir unsere Methodedahingehend modifizieren,
daB einwandfreie Fermentbestimmungen unter Verwendung eines Blut-
zellgemisches nunmehr durchfithrbar sind. Wir danken dies insbesondere
derfreundlichen Unterstiitzung durch Herrn Prof. BuTENANDT, dem Direk-
tor des hiesigen physiologisch-chemischen Institutes und des Max-Planck-
Institutes fiir Biochemie, sowie dessen Mitarbeiter Herrn Dr. Dr. WEIDEL.

Die methodischen Verdnderungen bestanden im wesentlichen darin,
daB

1. mengenmaBig groBere Proben fir die Tifration entnommen wurden. Diese
Proben wurden wie bisher mit der 9fachen Menge heifien absoluten Alkohols ver-
setzt und nach dem Abkiihlen zentrifugiert. Bin Ausschiitteln mit Tierkohle und
Filtrieren wurde nicht mehr vorgenommen, da anzunehmen ist, dal aromatische
Aminoséuren durch die Tierkohle festgehalten werden. Bei aliphatischen Amino-
sduren scheint diese Gefahr weniger zu bestehen, wie wir an Hand einer Alanin-
16sung nachweisen konnten;

2. statt einer n/20 alkoholischen Kalilauge eine n/10 Lauge verwendet wurde,
um bei der Titration mit Thymolphthalein als Indicator in der schwach gelben
Lssung den Farbumschlag - beim Neutralisationspunkt deutlicher erkennen zu
kénnen;

3. zum Zwecke der gréleren Genaunigkeit jeder Titrationswert 3fach bestimmt
wurde und hiervon der Mittelwert berechnet;

4. auf eine Kontrollbestimmung ohne Substratzusatz verzichtet wurde, da sich
herausgestellt hatte, dafl der Eigenproteinabbau wesentlich starker ins Gewicht
fallt als die Hydrolyse der Gelatine. Gelatine wurde jedoch als zusétzliches Substrat
fiir die Spaltung weiterhin hinzugefiigt, um auf alle Falle gentigend Substrat im
Ansatz zur Verfiigung zu haben;

5. an Stelle von Gelatine als Substrat Casein verwandt wurde, das noch leichter
spaltbar ist;

6. die Bebriitungszeit im Thermostaten von 16 Std auf 24 Std erhéht wurde.

Vorldufige Ergebnisse.

Mit dieser Methode haben wir bei Schizophrenen und bei Nichtschizo-
phrenen laufende Untersuchungen angestellt, die weiterhin fortgesetzt
werden. Wir méchten absichtlich noch kein endgiltiges Resultat formu-
lieren.

Bis jetzt scheint es, daB bei Schizophrenen in der akuten Krankheits-
phase eine Verminderung der tryptischen Wirksamkeit der Leukocyten
vorliegt, wihrend bei Gesunden eine stidrkere Wirksamkeit vorhanden
zu sein scheint. Bei remittierten Schizophrenen konnte teilweise ein An-
stieg der proteolytischen Wirksamkeit beobachtet werden. Die Leuko-
cytenzahl sowie das Differentialblutbild wurden bei jeder einzelnen Fer-
mentbestimmung mit - beriicksichtigt. Wir beobachteten Fille, wo die
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Patienten mit akuter Schizophrenie eine weitaus hohere Leukocytenzahl
aufwiesen als dem normalen Durchschnittswert entspricht. Trotzdem war
die proteolytische Wirksamkeit des Blutes vermindert.

Cooxr konnte seinerzeit bei seinen Untersuchungen iber die pro-
teolytischen Fermente der Leukoeyten bei Leukémien beobachten, daB
die proteolytische Wirksamkeit der Leukocyten nicht allein von der Leu-
kocytenzahl abhingig war. So fand er auffallend niedrige Werte trotz hoher
Leukocytenzahl in Schlufiphasen der Erkrankung an lymphatischer
Leukémie, bei Fieber, Himorrhagien und bei Intoxikationen. Auch wir
konnten bei Leukimien, die wir vor einiger Zeit in Zusammenarbeit
mit der medizinischen Klinik Tiibingen untersuchten, feststellen, dafB
die proteolytische Wirksamkeit der Leukocyten mit der Leukocyten-
zahl hdufig nicht korrespondiert. Die Werte lagen bei Leukimien
im allgemeinen hoéher als bei Normalblut. Gemessen an der Zahl der
Leukocyten, die bei einer myeloischen Leukdmie in einem Falle z. B.
443400 Zellen betrug, mufite die durchschnittliche proteolytische Wirk-
samkeit jedoch als wesentlich vermindert angesehen werden.

Welche Bedeutung der gualitativen Veriinderung in der proteolyti-
schen Wirksamkeit der Leukocyten bei der Schizophrenie zukommt, ist
noch nicht bekannt. Es wire jedoch denkbar, daf8 Stérungen im inter-
medidren Eiweiflstoffwechsel nicht zuletzt hiermit zusammenhingen.
Bekanntlich hat Gressing derartige Storungen bei periodischen Kata-
tonien nachweisen konnen.

Versuchsteil.

1. Die priparative Gewinnung der Leukocyten: Auf eine strenge Isolierung der
Laukocyten aus dem menschlichen Blut wurde mangels geeigneter Methoden ver-
zichtet. Verwendet werden die gesamten Blutzellen nach Abtrennung des Plasmas
durch Zentrifugieren. Die Zellen werden anschlieBend mindestens 2mal mit
physiologischer Kochsalzlosung gewaschen. Daraufhin wird bis zum urspriinglichen
Volumen (20 ¢cm?®) der zu untersuchenden Blutmenge mit physiologischer Koch-
salzlosung wieder aufgefiillt.

2. Versuchsansatz: Der Aufschwemmung der Blutzellen in physiologischer Koch-
salzlosung werden 2 cm? einer 2,5%;igen Caseinlosung als Substrat hinzugefiigt.
Die optimale Wasserstoffzahl von py 7,4 wird mit m/15 prim./sec. Phosphatpuffer
eingestellt. An Pufferlosung kommt soviel hinzu, bis der (Gesamtansatz 30 cm?
betragt. Zur Verhinderung von Mikroorganismenwachstum werden einige Tropfen
Toluol hinzugefiigt. Der Ansatz verbleibt zur Spaltung 24 Std im Thermostaten
bei 37°.

3. Bestimmung der Spaltprodukte: Die Bestimmung der Spaltprodukte erfolgt
alkalimetrisch in alkoholischer Losung unter Verwendung von Thymolphthalein
als Indicator nach der Methode von WiLtsts1TeR und WaLpscuMIDT-LEITZ. Hierzu
werden vor und nach der Spaltung bei 37° im Thermostaten je 15 cm?® zur Probe
aus dem Ansatz entnommen. Zu den einzelnen Probeentnahmen wird die 9fache
Menge (135 cm?®) heiflen absoluten Alkohols hinzugefiigt, wodurch die EiweiBsub-
stanzen gefdllt werden. Nach dem Abkiihlen des Alkohols wird zentrifugiert
und die iiberstehende leicht gelbliche Fliissigkeit in 3 Proben zu je 40 cm?
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aufgeteilt. Die Proben & 40 cm® werden titriert. Als Umschlagspunkt
gilt ein graulicher Farbton, der nach Hinzufiigen weiterer Kalilauge rasch dunkler
wird. Der Mittelwert von 3 Bestimmungen derselben Probe wird als eigentlicher
Titrationswert notiert. Die Differenz der Titrationswerte vor und nach der Spaltung
entspricht dem Acidititszuwachs, ausgedriickt in n/10 verbrauchter alkoholischer
Kalilauge.

Zusammenfassung.

Es wurde iber eine Methode zur Bestimmung der proteolytischen
Wirksamkeit der Leukocyten, insbesondere des Leukocytentrypsins bei
Schizophrenen berichtet. Fiir den Versuchsansatz werden die gesamten
Zellelemente des Blutes einschlieBlich der Erythrocyten verwandt. Das
Blutplasma wird abgetrennt. Die Proteolyse beruht auf Eigenprotein-
abbau, wozu das Hamoglobin der Erythrocyten in reichem MaBe zur
Verfiigung steht, und auf dem Abbau von Casein, das als weiteres Sub-
strat dem Spaltungsansatz hinzugefiigt wird. Die Bestimmung der Eiweif3-
spaltprodukte erfolgt alkalimetrisch nach der Methode von WILLSTATTER
und WarpsceMIDT-LEITZ.

Die noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen an Patienten ergaben
ofters eine geringere proteolytische Wirksamkeit der Leukocyten bei aku-
ten Schizophrenien, wihrend Gesunde durchschnittlich hohere Werte auf-
zuweisen schienen; remittierte Schizophrene zeigten manchmal héhere
Werte, die von der Norm kaum mehr abwichen. Wir kénnen hier zu-
néichst nur die Probleme aufzeigen; endgiiltiges 146t sich erst nach Ge-
winnung gréferer Untersuchungsserien sagen.

Uber die Bedeutung dieser Fermentschwiche bei manchen akuten
Schizophrenien kénnen sichere Angaben noch nicht gemacht werden. Es
ist denkbar, daB Storungen im intermediiren EiweiBstoffwechsel, wie sie
u. a. von GIESSING bei periodischen Katatonien nachgewiesen wurden,
mit Storungen im Fermenthaushalt der Leukocyten in Zusammenhang
stehen.
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