Natiirliche und kiinstliche Granula.
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Auf Grund vergleichender Untersuchungen der granuldren Naphthol-
oxydasen habe ‘ich 1912 diese als Aldehyd-Amidoverbindungen von
wahrscheinlich ringformigem Bau bezeichnet.

Inzwischen ist es gelungen, sowohl Naphtholoxydasen wie Granula
im Reagensglase herzustellen nach der Formel
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Die linke Seite bildet die Granula, die rechte die Naphtholoxydase.
Bis auf den Eisengehalt herrscht gute Ubereinstimmung mit der Theorie.
In einer Zusammenstellung der Naphtholoxydasen ist iiber die Be-
ziehungen dieser Stoffe zur Zellstruktur berichtet worden. (Die Phenol-
reaktion und ibre Bedeutung fiir die Biologie. 1920.)

Diese Beziehungen sind' nach 4 Richtungen hin bemerkenswert:

1. Beziehungen zu lytischen Vorgéngen.

2. Beziehungen zur Pigmentbildung.

3. Beziehungen zur eigentlichen Strukturbildung und zur Verschlei-
mung.

4. Beziehungen zur Oxonbindung.

Die letzte Zusammenstellung naphtholpositiver Stoffe ist nieder-
gelegt in Lubarsch-von Ostertags Ergebnissen der allgemeinen Pathologie
und pathologischen Anatomie, Bd. 24, 1931, Seite 30—42 und 58—62.

Die 4 Beziehungen nun zeigen auch die kiinstlichen Granula.

Bevor sie besprochen werden, ist es nétig, zu untersuchen, welche
Aminosiuren und Phenole mit Aldehyd granulabildend wirken.

Nimmt man als Phenol Phloroglucin, so erhdlt man grofie Granula
mit folgenden Aminoséuren:

Glykokoll, Alanin, Asparaginsiure, 1. Leucin, Glutaminsiure und
Tyrosin (in Sdurealkohol gelost mit Resorcin). Kleinere Granula ent-
stehen mit: Arginin, Cystin, Cystein, Hippurséure, Lysin. L. Prolin
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Kiinstliche Granula

1- 7 Phloroglucin = Glykokoll = Aldehyd = Silbernitrat. 16 Farbung mit Neutralrot

8-10 Eisenverteilung bei Autolyse. 8 10 Ferrocyankali. 9 Eisensulfat
11 Phloroglucin = Leucin = Cholesterin = Aldehyd = Saponin = Eiweil = gelsste
. Starke.  Jodreaktion
12-15 Phloroglucin = Leucin = Cholesterin ~ Aldehyd = Ferrocyankali Granula.
13 Bildung einer Spiralfaser
15 Leucin = Cholesterin Granula = Soda = Kohlensaure = Farbung mit Cresylviolett

Loele, Natdriiche und kanstiiche Granala. Verlag von lullus Springer, Berlin W. 9.



582 W. Loele:

gab keine Granula mit Kochsalz, wohl aber mit Ferrocyankali, das
racemische Prolin verhielt sich umgekehrt.

Man kann somit sagen, daf die wichtigsten Aminosiduren sich an der
Granulabildung beteiligen kénnen.

Einwirkung anderer Phenole.

Anndhernd wie Phloroglucin wirkt Resorein.
Die folgende Tabelle gibt die Granulabildung mit Resorcin, Glykokoll,
Aldehyd und verschiedenen chemischen Verbindungen wieder:

Saure, Salz 10% 5% 1% Va%

Kochsalz 3 2
(HefengroBe) (KokkengroBe)
Silbernitrat
Bleiacetat .
Kupferacetat .
Eisensulfat
Ferrocyankali .
Ferricyankali .
Essigsiure .
Salzsgure
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Carbolsdure gab keine Granula mit Kochsalz-Aminosiure-Aldehyd,
dagegen mit Ferrocyankali, Asparaginsdure und Lysin, Ferricyankali
auch mit Cystein.

Brenzkatechin und Hydrochinon gaben Granula nicht mit Amino-
sdure-Kochsalz, dagegen mit Ferrocyankali und den Aminosiuren
Agsparaginsédure und Lysin, mit Ferricyankali mit allen im Versuch ver-
wandten Aminosduren. (Glykokoll, Alanin, Asparaginsiure, Leucin,
Prolin [rac], Cystein und Lysin.)

Pyrogallol gibt mit Glykokoll-Kochsalz kleine Granula, nicht mit den
anderen Aminosiduren. Man erhidlt mit Ferrocyankali groBere Granula
mit Glykokoll, kleinere mit Asparaginsiure und Lysin.

Ferricyankali gab besonders grofe Granula mit Lysin und Cystein,
kleine Granula mit Glykokoll, Leucin und Asparaginsiure, keine Granula
mit Alanin und Prolin.

Nun wirkt das Eisen in der Naphtholoxydase wie ein dreiwertiges
Komplexeisen, dhnlich wie Ferricyankali. -

Es besteht somit eine grofle Wahrscheinlichkeit, dafl, wenn Hisen
in dieser Form in der Zelle auftritt und gleichzeitig Aldehyd, Amino-
sdure und Chromogen vorhanden sind, denn Granula ausgefillt werden.

Bemerkenswert bei den Versuchen war die purpurrote Firbung der
Losung, die mit Prolin eintrat bei Gegenwart von Ferrocyankali, Brenz.-
katechin und Hydrochinon, gelbgrime Farben lieferten Asparagin-
sdure und Lysin, rotliche Glykokoll, Alnin und Leucin, keine Farbe
bildete Cystein.
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Gibt man die Moglichkeit zu, daB Zellgranula auf dhnliche Weise
wie die kiinstlichen entstehen, so gelten auch die Beobachtungen, die man
an den kiinstlichen Granula macht, fiir die Zellgranula.

Autolytiseche Verdnderungen kiinstlicher Granula.

Was aus der Verbindung von Aminosiure, Aldehyd und Phenol
hervorgeht, scheint zundchst ein Gebilde von gleichméaBiger Beschaffen-
beit zu sein, ist aber in Wirklichkeit noch eine Mischung, in der das
Phenol und die Aminoséure leicht nachweisbar sind, wihrend der Aldehyd
sich infolge seiner Verharzung (Kondensation) dem Nachweis entzieht.
Fiir die Untersuchungen autolytischer Vorginge in den Granula eignen
sich besonders die Silbergranula in dem folgenden System:

Phloroglucin (1%) . . . . . . . 1,0
Glykokoll (2%) . . . . . . . . 0,5
Formaldehyd (2%) . . . . . . 0,5
Silbernitrat (2%) . . . . . . . 1,0

Die mehrmals gewaschenen Granula untersucht man an verschiedenen
Tagen und erhéilt Bilder wie sie bereits mitgeteilt sind und durch Abb. 1—7
der Tafel in weiteren Formen wiedergegeben werden.

Die Verinderungen sind durch folgende Uberlegungen verstiandlich.
Die Granula sind sehr empfindlich gegen OH-Ionen, nicht aber gegen
H-Tonen. Steigt nun die OH-Konzentration in dem granuldren System,
50 besteht die Neigung zur Auflssung, im gleichen Augenblick wird aber
das Phenol zu einem Farbstoff oxydiert, der seinem Charakter nach
sauer sein muf}, damit steigt die H-Konzentration und das granulire
Glebilde festigt sich wieder. Dadurch, daB saure Kolloide mit basischen
zusammentreffen, entstehen Féllungen, die sich durch basische Fér-
bungen darstellen lassen.

Gehen diese Vorginge gleichmaBig in dem Plasma der Kugel vor sich,
so entstehen regelmafBige Bildungen, wie sie die Abbildungen der Tafel
darstellen. :

Die Entmischung geht nun in zwei Richtungen vor sich, einmal
konzentrisch in Ringen, sodann radidr in Form von Radspeichen. Beide
Formen konnen nebeneinander hergehen (1—3). Sind die Ringe und
Radien nur teilweise ausgebildet, so entstehen Bilder wie 4, 5 und 6.

Bei diesem Losungsvorgang kann auch geldstes Silber sich gleich-
méBig verteilen, es entstehen dann seltenere Formen, wie 7, in denen auf
der duBeren Kapsel sich Schollen von Silberoxyd auflagern, wihrend
die Kugel selbst eine gleichméBige kupferrote Firbung zeigt. Manchmal
bleibt das Silberkorn unverdndert im Zentrum der Kugel (Abb. 6),
manchmal wird es als schwarzer Niederschlag an die Radspeichen ge-
bunden. ‘

Die Verteilung des Silbers erfolgt somit bei der Autolyse nicht gleich-
méfig.
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Ahnlich verhalten sich Eisensalze (8. 9. 10).

Die ausgesprochene Maulbeerform, wie sie Abb. 8 zeigt, bildete sich
in dem System ;

Phloroglucin - Leucin- 1. d. Prolin - Ferrocyankali - Kochsalz - Aldehyd
neben runden Formen. Im Laufe der Zeit bleiben einzelne Granula
ungeférbt, manche férben sich stark griin, manche gelbgriin. Die Oxy-
dation des Hisensalzes hingt hier mit der Autolyse zusammen.

Eine zunichst gleichmaBige Verteilung des Eisensalzes erfolgte in den
Granula der Reihe:

Resorcin-Leucin-Aldehyd-Eisensulfat.

Nach Behandlung der Granula mit 5%iger Schwefelsdure bildeten
sich Hobhlkugeln, in denen das Eisen durch die Berlinerblaureaktion
im Innern der Kugel nachweisbar war.

Das Gegenteil, die Verlagerung des Eisens in die Kapsel, fand sich bei
Granula der Reihe:

Phloroglucin-Lencin-Prolin- Aldehyd-Ferrocyankali

nach Behandlung der Granula mit Schwefelsdure und Hischenchlorid.

Die wichtigste Lehre der autolytischen Vorginge ist die, daf in den
Granula sich Vorgénge abspielen, dhnlich denen, wie sie bei Alkali- oder
Sédurezusatz verlaufen.

Beziehungen der Granula zur Pigmenthildung.

Die Beziehungen zur Firbung erstrecken sich nach zwei Richtungen,
einmal Auftreten von Farbstoffen durch Autolyse und zweitens Farbung
der Granula mit Farbstoffen, die sekundir auf die Granula einwirken.

Die Fiarbungen der ersten Gruppe sind an das Phenol und zum Teil
auch, wie die Versuche mit verschiedenen Aminosiuren zeigen, an die
Anwesenheit der Aminosdure gebunden. (Prolin: purpurrot, Asparagin-
sdure und Lysin gelbgrin, Glykokoll, Alanin und Leucin gelbrétlich.)

Die Firbung der Granula mit Farbstoffen ist deshalb wichtig, weil
sie Aufschluf8 dariiber gibt, auf welche Weise nicht firbbare Struk-
turen farbbar werden und wodurch die Oxy-Basophilie bedingt wird.
Die Granula sind zunichst nicht firbbar, manche nehmen auch niemals
Farben an. Die Farbbarkeit kann daher nur in der Verdnderung der
Mischung liegen. Nun sind es gerade die Teile der Kugeln, die sich
schwach gelblich firben, die auch den basischen Farbstoff annehmen.
Es scheint somit, daf die Oxydation des Phenol die Farbbarkeit bedingt,
allerdings erst in Verbindung mit anderen Umsetzungen.

Oxyphilie im Sinne einer Monooxyphilic wurde bisher noch nicht
beobachtet. Kosin wird aber bei dlteren Granula meist von zentralen
Teilen der Korner gebunden, weiter sind die Riesengranula, die man
mit Leucin erhilt, auch oxyphil. Es sei daran erinuert, daB auch die
nicht immer monooxyphilen, eosinophilen Leukoeytengranula durch
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Bindung von oxydierten Phenolen basophil werden. Eosinbildung kann
man an jiingeren Granula auch erreichen, wenn man gelosten Blutfarb-
stoff an die Granula mit der Alkali-Kohlensduremethode verankert.

Bildung von Strukturen und Verschleimung.

Bereits die bei der Autolyse der Granula beschriebenen Veranderungen
sind Strukturbildungen von auBerordentlicher RegelméaBigkeit, man
kann sie als Kapsel- und Speichenbildung bezeichnen. Selten, aber
nicht weniger wichtig ist die Faserbildung. Abb. 13 stellt einen Spiral-
faden dar, der durch Verbindung konzentrischer Schichten (12) mit
radialen entstanden ist und an die Spiralfasern bei Pflanzen erinnert.
Das Gebilde wurde durch Einwirkung konzentrierter Schwefelsiure aunf
Granula des Systems:

Phloroglucin-Leucin-Cholesterin-Aldehyd-Ferrocyankali
gewonnen.

Auch das Gegenteil der Strukturbildung, die Verschleimung, kann
im Reagensglase gezeigt werden (15). ’

Die Granula der Reihe: Phloroglucin-Leucin-Cholesterin-Aldehyd
wurden mit Sodalésung und Kohlensdure behandelt und nach dem
Auswaschen mit Cresylviolett gefirbt. Die meist blauen Granula sind
von einem metachromatisch rotlich gefarbtem Schleim umgeben und
zeigen einen wellenformigen ebenfalls metachromatischen Strahlen-
kranz. Wo in der Mitte der Granula noch ein gelb gefdrbter Kern vor-
handen war, bildete sich eine smaragdgriine Mittelschicht. Die Strahlen
gehen manchmal von Kérnchen aus.

Beziehungen zur Oxonbindung.

Die kiinstlichen Granula haben an sich oxydierende Eigenschaften
insofern, als sie durch Sulfit reduziertes Fuchsin schnell in den Farbstoff
verwandeln. Gleichzeitig sind sie sekundire Naphtholoxydasen, d. h.
es gelingt, geloste Naphtholoxydasen an die Granula zu binden. Sie
verhalten sich somit wie die granuliren Triiger primirer Oxydasen und
— Schneckenextrakten (Limax) gegeniiber — wie Kernkdrperchen.

Auch hier gibt nur ein Teil der Granula die Reaktion. Die Ursache
davon liegt wohl darin, dafl bei der Bildung der Granula die Mengen von
Aminosdure, Aldehyd und Phenol nicht iiberall die gleichen sind. Zuerst
werden da sich Granula bilden, wo die Aldehydmengen am groBten sind,
damit verindern sich aber die Mengenverhdltnisse der Nachbarschaft,
die aldehydédrmer wird.

Gerade die letzten Versuche zeigen, daB es moglich ist, die kiinst-
lichen Granula in der Zusammensetzung den Zellgranula durch Zusatz
von Lipoiden, Kohlehydraten und Fermenten auBerordentlich nahezu-
bringen.
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Durch Beimengung von anderen Stoffen zu den granuliren Systemen
ist die Form der Granula sehr beeinfluBbar.

Zusatz von Prolin verhindert die Bildung der groBen Leucingranula
oder wirkt stark verkleinernd, wobei die Granula gleich grol werden,
die mit Leucin allein sehr unregelméBig sind.

Zusatz von Glutaminsdure zu Leucin machte die Granula auffallend
glasig und ballonartig, Zusatz von Saponin verhinderte die Bildung der
groen Leucingranula. Zusatz von. Cholesterin kann die Ausbeute
der Leucingranula wesentlich erhthen und gibt den Scheiben eine feine
radidre Streifung (14).

Vergleicht man nun die Zusammensetzung der Granula mit der
einiger fibrillirer Kérperstrukturen, so ergibt sich die gemeinsame Tat-
sache, daB diese reich an Aminosduren sind.

Die wichtigsten hierher gehérenden Fasern, sie man zu den Albu-
minoiden rechnet, sind die elastische und kollagene Faser, die Hornfaser,
die Seidenfaser (Fibroin), das Chitin. Nach den Zusammenstellungen
von Abderhalden und Hollemann enthdlt die elastische Faser 26%
Glykokoll und 21% Leucin, das Keratin 10% Asparaginsdure und 7%
Leucin, die kollagene Faser enthilt Glykokoll, Leucin, Asparaginsédure,
Arginin und Prolin, das Fibroin 21% Alanin und 10% Tyrosin. Diese
Strukturen entstehen entweder aus Schleim durch einen Erstarrungs-
prozel oder durch Losung granulirer Gebilde. Sémtliche Strukturen
geben mitunter eine sekundidre Naphtholreaktion.

Weiter ist es moglich, Granula herzustellen, die nach Zusatz von
Lugolscher Losung sich dunkelbraun firbten, sich somit verhielten wie
Corpora amylacea (Abb. 11). Die Reaktion wurde durch Einbau geloster
Starke in einem Teil der Leucingranula erzielt.

Zusammenfassend ist iiber die kiinstlichen Granula festzustellen:

1. Das System Aminoséure-Aldehyd-Phenol liefert, je nach der Art
der Faktoren, verschieden grofle Granula von verschiedenem chemischen
Verhalten (in bezug auf Loslichkeit, Farbbarkeit usw.).

2. Die zunichst meist homogenen Granula bilden durch Autolyse
oder durch kiinstliche Lé&sungs-Fallungsprozesse Kapseln, Speichen,
Fasern und Schleim. )

3. Die zunéchst meist nicht farbbaren Granula werden durch lytische
Vorginge teilweise farbbar, meist im Sinne einer Basophilie.

4. In die Granula lassen sich weiter Stoffe einbauen: Cholesterin,
Starke, HEiweiB, Blutfarbstoff, Oxydasen und Peroxydasen, weitere
Aminoséuren usw. ' '

5. Die Granula verraten, wie die granularen Naphtholoxydasen, Be-
ziehungen zur Strukturbildung und Pigmentbildung.



