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In  früheren  U n te rsuchungen  h aben  w ir nachgew iesen, dass in  H om ogena- 
te n  des T au b en p an k reas , sowie in  der »M itochondrienfrak tion«  solcher H om o­
genate , w enn m a n  diese P rä p a ra te  in  G egenw art eines A m inosäuregem isches 
u n d  einer hohen  K o n zen tra tio n  von A TP in k u b ie rt, eine Z unahm e der A m ylase­
a k tiv i tä t  zu beo b ach ten  is t .  In d irek te  Beweise u n te rs tü tz te n  die Folgerung, 
dass es sich h ie r um  die Syn these  des Ferm entm olekü ls h a n d e lt [1, 2, 3].

E in  H om ogenat oder dessen iso lierte  G ranülen  besitzen  noch im m er 
P erm eab ilitä tsh indern isse , so dass sie fü r die U n tersu ch u n g  des M echanism us 
dieser R eak tio n  n ich t den  günstig sten  F a ll b ed eu ten . I n  der vorliegenden 
A rbeit beschreiben  w ir unsere  E rfah rungen  m it einem  gelösten  System , das 
von  den g en an n ten  S tru k tu re n  frei, jedoch  im stan d e  is t , A m ylase zu sy n th e ­
tisieren . Es w erden  w eitere Beweise au fg e fü h rt, die d a fü r sprechen, dass die 
Zunahm e der A m y la se a k tiv itä t analog der E iw eisssynthese aus A m inosäuren is t. 
Ü ber diese E rgebnisse  ersch ien  eine »Vorläufige M itte ilung«  [4].

M ethoden

1. Reinigung des Azetons. Zu 1 L ite r A zeton (puriss.) w erden 4 g K M n 0 4 und  100 m l e in e r 
6 % igen N a2C 03-Lösung zugesetzt. D as Gem isch w ird  bei Z im m ertem p era tu r 36— 48 S tu n ­
den  lang stehen gelassen, von  Z eit zu  Zeit um gerührt. W äh ren d  dieser Z eit d a rf  n u r ein k leiner 
T eil des K M n 0 4 red u ziert w erden. (K o m m t eine ausgiebige R ed u k tio n  zu stan d e , so w ird dieses 
A zeton n ich t w eite r v e rarb e ite t). N ach  der B ehand lung  m it K M n 0 4 w ird  das Gemisch filtr ie rt 
u n d  dann  destilliert. Die F ra k tio n  zwischen 56— 59° C w ird  m it geg lüh tem  CaCl2 (p. a.) v e rse tz t. 
N ach  eintägigem  S teh en  bei Z im m ertem p eratu r w ird  d as A zeton abgegossen und  destillie rt. 
I n  dunkler F lasche au fb ew ah rt, is t  das A zeton fü r  1 M onat h a ltb a r.

2. Darstellung des Azetontrockenpulvers.
a) A u s Taubenpankreas. N ach  D ekapitieren  w ird  das P an k reas  sofort herausgeschn itten , 

vom  Bindegewege b e fre it u n d  in  15— 20 m l — 10° C k a lte s  A zeton gew orfen, das sich in  einem , 
in  gesalztem  E is vo rg ek ü h lten  P o t t enschen G lashom ogenator befindet. D ie H om ogenisierung 
w ird  1— 2 M inuten  lang  vorgenom m en, das R ohr soll inzw ischen aus dem  K ältegem isch n ic h t 
herausgenom m en w erden. D as G em isch w ird durch  einen (im  K ä lte rau m  vorgekühlten) B üchner- 
T rich te r  rasch  abgesaug t, u n d  de r nasse R ü ck stan d  w ieder in  — 10° C k a lte s  A zeton (15— 20 
m l) gebracht. N u n  w ird  das G em isch w ieder 1 M inute  lang  hom ogenisiert, rasch  abgesaugt 
u n d  im  K älte rau m  in  einen E x s ik k a to r über CaCl2 gelegt u n d  in  V ak u u m  getrocknet. D as 
P u lv er soll in n erh a lb  5— 10 M inu ten  trocken  sein u n d  in n erh a lb  10 M inu ten  zum  V ersuch  
verw endet w erden.

b) A u s H undepankreas. D er H u n d  w ird du rch  E n tb lu tu n g  g e tö te t, even tuell in  Chloralose- 
N arkose. N achdem  w ird  das P a n k re as  herausgenom m en, vom  B indegew ebe befreit in  einem
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geküh ltem  B echerglas in  S tücke von u n g efäh r 2 g geschnitten. D ie einzelnen S tücke  w erden 
in  ca. 20 m l — 10° C ka ltem  A zeton, wie oben  beschrieben, hom ogenisiert. E in  Teil des B inde­
gewebes b le ib t dabei zurück. Das H o m o g en at w ird  in  ein B echerglas gegossen (das B echer­
glas is t au ch  in  K ältem ischung  gekühlt) u n d  das am  Boden b leibende B indegew ebe wegge­
worfen. W äh ren d  die w eiteren P ortionen  des P an k reas  in derselben W eise hom ogenisiert w er­
den, v e rein ig t m an  das Gemisch. D an n  w ird  es in  K ä lte  rasch  abgesaug t, de r nasse R ü c k stan d  
m it — 10° C k a ltem  A zeton v e rrü h rt u n d  in  ebensoviele P ortio n en , du rch  Z ugabe v o n  in s ­
gesam t desselben A zetons, wie vorher, zum  zw eiten  Male je  1 M inute  lang  hom ogenisiert. Die 
(g u t g eküh lten ) zw eiten H om ogenate w erden v erein ig t und in  K ä lte  rasch  abgesaug t. D er 
R ü ck stan d  w ird  in  einem  E x sik k ato r ü b er CaCl2 in  K älte  rasch  g e tro ck n et. Bei A u fa rb e itu n g  
eines grösseren  P an k reas von ca. 20 g w ird  zum  vollständigem  T rocknen  eine längere  Zeit 
(Î4 — 1 S tu n d e) b enö tig t. U m  das T rocknen  zu  beschleunigen, w ird das P u lv er inzw ischen e rneu t 
zerrieben.

c) A u s  Schweinepankreas. Die D rüse  w ird  vom  S chlach thof angeschafft u n d  in  E is 
g ek ü h lt in s L ab o ra to riu m  tran sp o rtie rt. Sie w ird , so weit wie m öglich, vom  F e t t  b e fre it und 
w eiter wie u n te r  2b v e rarb e ite t.

3. Aufbeivahrung des Trockenpulvers. D as A zeton trockenpulver soll im m er in  K ä lte  
in  einem  ev ak u ierten  E x sik k ato r über CaCl2 g eh alten  werden. A uch so bew ah rt es seine A k ti­
v i tä t  n ich t länger als 5— 10 S tunden.

4. Wässriges Extrakt. 1 g A zeto n tro ck en p u lv er wird m it 5 m l e iskaltem  g lasdestillie rtem  
W asser 10 M inuten  lang bei 0° C v e rrü h rt  u n d  d a n n  bei 0° C 10 M inu ten  lang  m it einer Schw er­
k ra f t  v o n  14 000 g  zen trifug iert. Die W asserau fn ah m e des R ü ck stan d es is t b ed eu ten d  grösser 
beim  T ro ckenpu lver des T aubenpankreas, als bei dem  des H u n d ep an k reas, am  g erin g sten  is t 
sie beim  Schw einepankreas. D as w ässrige E x tr a k t  ist eine k lare , gelbliche F lü ss igkeit aus 
T aubenp an k reasp u lv er. D as zen trifug ierte  E x tr a k t  des Schw einepankreas-T rockenpulvers 
is t m eistens eine trü b e , gelbe Flüssigkeit.

5. Azetat-Niederschlag aus Schiveinepankreas-Extrakt.
Methode A  : Das T rockenpulver w ird , w ie u n te r  4. beschrieben, m it W asser e x tra h ie r t, 

der R ü c k stan d  abzen trifug iert. 1,5 m l der ü b e rsteh en d en  Flüssigkeit w erden m it 0,75 m l k a l­
tem  destillie rten  W asser v e rd ü n n t u n d  m it 0,2 m l eines 0,2 M  A ze ta tp u ffe r von  p H  4,2 v e r­
se tz t. D as p H  sin k t dabei au f 5,0. Das G em isch w ird bei 0° C m it 8500 g  7 M inuten  lan g  zen tri­
fug iert, die ü b erstehende  Lösung weggew orfen, d e r N iederschlag m it 0,2 m l d estillie rtem  W asser 
aufgeschw em m t u n d  m it dem  In k u bationsgem isch  (s. un ten ) v e rrü h rt.

Methode В  : 300 m g A zeto n tro ck en p u lv er werden 10 M inuten  lang m it 5 m l k a ltem  
destillie rten  W asser v e rrü h rt, und  m it 10 000 g  10 M inuten lang bei 0° C zen trifug iert. Die 
ü b erstehende  F lüssigkeit w ird m it 0,2 m l 0,2 M  A zeta tpu ffer von p H  4,2 v e rse tz t. D as w eitere 
V erfahren  is t wie in  M ethode A beschrieben.

6. Entfernen der A m ylase durch A dsorp tion  an  Stärke. 4,5 m l eines w ässrigen E x tra k te s  
aus H undepankreas-T rockenpu lver w erden m it 3 g LiNTNER-Stärke v e rrü h r t  und  sofo rt 5 M inu­
te n  lang  bei 0° C m it 10 000 g abgeschleudert. In  einigen Fällen w urde die ü b ersteh en d e  F lü s­
sigkeit (1,5 m l) in  derselben W eise m it einer zw eiten  Charge von LiNTNER-Stärke (1 g) b eh an d e lt.

7. Zusam m ensetzung des Inkubationsgemisches f ü r  die A m ylasesynlhese.
R eagenzien  :
Als A denosin triphosphat v erw endeten  w ir das sauere N a-Salz der F irm a  Richter , 

B u d ap est. E ine  10 % ige Lösung w ird m it K O H  au f ungefähr p H  4 gebrach t. D iese L ösung 
w ird d an n  6— 8m al durch  eine K olonne v o n  IR C — 50 (W asserstoffzyklus) ge trieben  (20 m l 
L ösung : 1,5 g A ustauscher ; K olonnehöhe 5 cm ), m it KOH au f p H  7 e ingestellt u n d  in  gefro­
renem  Z u stan d e  au fbew ahrt. H a ltb a rk e it : e tw a  2 W ochen.

Salzlösung. Die Stam m lösungen de r K rebs-B ikarbonat-R ingerlösung  w erden in  der 
dop p e lten  de r angegebenen K o n zen tra tio n  b e re ite t ,  vor dem V ersuch in  en tsp rechenden  P ro ­
portionen  gem ischt und  m it C 0 2 durch g esp ü lt. NaCl, KCl und  N a H C 0 3 w aren  p ro  analysi 
P rä p a ra te  von  C hinoin , B udapest. M gS04 u n d  CaCl2 w aren  pro analysi M erck  P rä p a ra te .

Glyzerin-Salzlösung. 100 ml destilliertes G lyzerin  werden m it 7,2 m l einer 4,6 M  NaCl 
Lösung gem ischt, und von den (doppelt, k o n zen trie rten ) KCl-, MgSO,-, u n d  CaCl2-L ösungen 
die en tsprechende Menge hinzugefügt.

In  der sp ä teren  Phase unserer U n te rsu ch u n g en  haben w ir K H 2P 0 4 u n d  N a H C 0 3 der 
Salzlösung n ich t m ehr zugesetzt. Die hohe K o n z en tra tio n  des A d en o sin triphosphats v e rsich ert 
eine sehr s ta rk e  Pufferung , so dass die g e n an n ten  K om ponenten  überflüssig , sogar stö rend  
w aren.

Eiweisshydrolysat. W ir geb rauch ten  ein lyophilisiertes P u lv e r »P ro to ly sa te«  von M ead  
and Johnson.
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Aminosäuregemisch. D ie G esam tkonzen tra tion  im  R eaktionsgem isch  w ar 0,02 M . Die 
verw endeten  A m inosäuren  w a re n :  L -T ryp tophan , L -A rg in in .H C l, D ,L -T hreonin , D ,L-Y alin, 
L-Tyrosin, D ,L -L ysin , D ,L -I,euc in , D ,L-Isoleucin, D ,L -H is tid in .H C l, D ,L -P henylalan in .

Askorbinsäure. Schw erm etallfreie  A skorbinsäure w ird in  0,33 M  Lösung m it K H C 0 3 
neu tra lis ie rt. D ie Lösung w ird  v o r  jedem  V ersuch frisch  bereite t.

Inkubationsgemisch. 1 m l d e r Á TP-Lösung, 0,24 m l A skorbinsäurelösung, 34 m g Eiweiss- 
h ydro lysa t (oder 0,2 m l einer L ösu n g  von A m inosäuregem isch) w erden  m it 3,2 m l der doppelt 
konzentrierten  K rebs-Salzlösung oder der G lyzerin-Salzlösung gem ischt.

p-F luor-D ,L -P henyla lan in . D as P rä p a ra t w urde in  unserem  I n s t i tu t  von L. P olgár 
nach  der M ethode von  B erg m an  [5] dargestellt. S chm elzpunkt : 240° C.

Ribonuklease. Das F e rm en t w urde in  unserem  In s t i tu t  von  G. Zacha riev  aus R in d e­
pankreas nach  der m odifizierten KuNiTZ-Methode [6] kristallis ie rt.

8. Inkubation.
A. Wasserextrakt: m an  v e rse tz t  0,4 ml m it 0,6 m l des g ek ü h lten  Inkubationsgem isches.
B. Azetat-Niederschlag: d e r  N iederschlag aus 1,5 m l W asse rex trak t (s. 5. A) oder der 

N iederschlag aus dem  E x tra k t  v o n  300 mg T rockenpu lver (s. 5. B ) w ird  m it 0,2 m l k a ltem  
destillierten  W asser aufgeschw em m t und  m it 0,7 m l In k u bationsgem isch  gelöst.

W enn die W irkung irgendw elcher Substanz a u f  die A m ylasesynthese  u n te rsu ch t w ird, 
so wird sie in  einem  V olum en v o n  n ic h t m ehr als 0,05 m l gelöst zugesetzt. D as G esam tvolum en 
in  einem V ersuch  ist 0,8— 1,2 m l. D as R eaktionsgem isch w ird in  k leinen  R eagenzröhren  in einem  
W asserbad von  38° C g e sch ü tte lt.

9. Am ylasebestim m ung. Z u  b estim m ten  Z eiten  w ährend  der In k u b a tio n , w erden 0,100 m l 
des R eaktionsgem isches in 20 m l eiskaltes W asser p ip e ttie r t. Die versch iedenen  v e rd ü n n ten  P ro ­
ben sam m elt m an  in  einem  E isb ad  bis zu B eginn der A m ylasebestim m ung. Die B estim m ung 
geschieht nach  der M ethode v o n  Sm ith  und  R oe [7], die w ir einigerm assen m odifizierten. V or 
jed er Serienbestim m ung v ersu ch en  w ir in einer P ro b e  das V olum en (m eistens 0,5— 2 m l) u n d  
die Zeit (5— 15 M in.) festzuste llen , die bei der gegebenen A m ylaseverdünnung  eben zu reich t, 
um  eine S tärke-S paltung  zw ischen 40— 60%  des A usgangw ertes zu verursachen . Die Jo d fa rb e  
w ird m it S tu fenpho tom eter, o d er m it einem  o b jek tiven  P h o toko lo rim eter bestim m t.

Ergebnisse

I .  Am ylasesynthese im  W asserextrakt des Trockenpulvers

E benso wie im  H om o g en at [2], is t auch  in  diesem  System  zur S teigerung 
der A m y laseak tiv itä t eine hohe K o n zen tra tio n  von A T P  u n d  die G egenw art 
von A m inosäuren  u n en tb eh rlich . D er Z usa tz  von A skorb insäure v eru rsach t 
eine regelm ässige Z unahm e d er A m ylasesynthese, fü r die R eak tio n  is t sie aber 
scheinbar n ic h t u n en tb eh rlich . Tabelle I  zeig t die gefundene A m ylasesynthese 
in  V ersuchen, wo die W irk u n g  von A T P  u n d  A m inosäuren  geprüft w urde. 
M an sieht ferner, dass d ieselben  10 A m inosäuren, die n a c h  H o k in  [8] fü r die 
A m ylasesynthese in  P a n k reassch n itten  n ö tig  sind, das E iw eisshydro lvsat e r­
setzen können .

Die A nw endung v o n  G lyzerin als L ösungsm itte l h a t  bestim m te V orteile. 
Die E x tra k te  aus dem  A zeton trockenpu lver von P a n k re a s  besitzen  im m er 
eine pro teo ly tische  A k tiv i tä t ,  die von einem  P rä p a ra t zum  anderen  v a riie r t. 
Diese p ro teo ly tische  A k tiv i tä t  k an n  du rch  B estim m ung  der freien A m ino­
säuren verfo lg t w erden. J e  höher die G ly ze rinkonzen tra tion , umso k leiner is t 
die P ro teo lyse, w ährenddessen  die A m ylasesynthese b is zu  60 V olum en %  
Glyzerin n ich t beein flusst w ird.

A bb. 1 — 3 zeigen die S ta tis tik  der V ersuche, die w ir m it E x tra k te n  
durchgefüh rt h ab en . M an s ie h t, dass die S ynthese in  30 M inuten  etw a 10—15%
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Tabelle I

E in flu ss  der zugesetzten Substanzen a u f  die Am ylasesynthese  

In k u bationsgem isch  : G lyzerin-Salzlösung m it A skorb insäure

No. W asserextrakt 
des Trockenpulvere 

aus

Zusätze
A m ylaseaktivität 

zur Zeit 0
Synthese

E/m l
in 45 Min.A TP EH 10 AS

l . Schw ein 1 + — 9100 2200

+ — 10100 0
_ + 10100 400

2. T au b e + + — 2150 390

+ — - 2500 60

3. H u n d + + — 3920 580*

— + — 4250 — 200*
4. T aube + + — 2360 370

+ — + 2480 430
5. T aube + + — 2380 310

+ — + 2180 320

* Synthese E /m l in  60 Min.

E H  : E iw eisshydro lysat.
10 AS : A m inosäuregem isch v o n  10 A m inosäuren  (s. m ethod ischen  Teil).

erre ich t. Die grosse L a b ilitä t des A m ylase syn the tisie renden  System s e rk lä r t, 
w aru m  die Syn these  im  S chw ein ep an k reasex trak t die geringste is t, m anchm al

% S teig eru n g  d er  A m y la se  a k ti  v ita l in 30  M in.

A bb. 1. A m ylasesynthese  im  W asse re x trak t des T rockenpulvers aus T au b en p an k reas . S ta ­
tis tisch e  V erteilung de r Ergebnisse : A m ylasesynthese  in  P rozen ten  de r A u sg an g sak tiv itä t

sogar feh lt. O ffensichtlich  b e an sp ru ch t die V erarbeitung  des Gewebes im m er 
längere Zeit in  d e r Reihenfolge : T aube, H u n d , Schwein.
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% Steigerung d er A m y lo se a k tiv itä t in 30  Min.

Abb. 2. A m ylasesynthese  im  W asserex trak t des T rockenpulvers aus H u n d ep an k reas. 
S ta tistisch e  V erteilung der Ergebnisse, wie in  Abb. 1

% Steigerung der Amylaseaktivität in 30 Min.

Abb. 3. A m ylasesynthese  im  W asserex trak t des T rockenpu lvers aus Schw einepankreas. 
S ta tistisch e  V erteilung de r E rgebnisse, w ie in  Abb. 1

D er A m ylasegehalt im  R eaktionsgem isch , zu B eginn der V ersuche, zeigte 
folgende V erteilung  :

Azetontrockenpulver
aus

Zahl der 
Versuche

A m ylaseaktivität (E/ml) 
im  Reaktionsgemiscb zur Zeit 0 Synthese, % 

(D urchschnitt)
D urchschnitt Extremwerte

T aube ................................. 51 3410 1040—  7600 13,6

H u n d ................................... 27 3650 1370—  7000 9,9

Schw ein ............................... 39 7600 980— 18400 6,4

I I .  Versuche zur Anreicherung des aktiven Systems

D er hohe A m ylasegehalt der w ässrigen E x tra k te  aus dem  A zeto n tro ck en ­
p u lv e r b ie te t grosse technische Schw ierigkeiten  fü r  die B estim m ung der zu ­
sä tz lichen  S yn these. W ir haben  deshalb  in  zwei R ich tungen  versu ch t das p rä- 
fo rm ierte  F e rm en t zu  en tfernen .
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1. Adsorption  an Stärke. W ie b ek an n t [9, 10] w ird M alzam ylase und  die 
A m ylase von C lostridium  acetobutylicum  aus e iner w ässrigen A zetonlösung an  
S tä rk e  spezifisch ad so rb ie rt. Die A dsorp tion  d er P ankreasam ylase  aus unseren 
w ässrigen  E x tra k te n  is t n ich t so günstig , geling t jedoch  teilw eise bei A nw en­
du n g  von  grossen S tärkem engen  u n d  m it bedeu tendem  V erlust an  Volum en 
des E x tra k te s . E in e  tiefgreifende E n tfe rn u n g  der A m ylase ist aber unm öglich,

A bb . 4. A m ylasesynthese  im  löslichen System  (H u n d epankreas). E n tfe rn u n g  der A m ylase 
d u rc h  S tärk ead so rp tio n . 1 : E x tra k t  von 5920 E /m l 8,1 %  ; 2: n ach  einer S tä rk ebehand lung , 
v o n  4690 E /m l 21 %  ; 3: nach  zwei S tärkeb eh an d lu n g en , v o n  3720 E /m l, 27 %  Synthese in

einer S tunde

d a  die S tärke  offensichtlich  auch einige K om ponen ten  des syn thetisierenden  
System s ad so rb ie rt. E s gelingt jedoch  in  m ehreren  F ällen  einen Teil der A m ylase 
zu  en tfe rnen . A bb . 4 zeig t einen solchen V ersuch. Die A usführung der S tä rk e ­
a d so rp tio n  w urde im  m ethodischen  Teil beschrieben . M an sieh t, dass die Menge 
d e r sy n th e tis ie rten  A m ylase n ach  zwei S tä rk ead so rp tio n en  u n v e rän d e rt b lieb , 
d. h . in  P ro zen ten  des ursprünglichen  A m ylasegehaltes ausgedrück t, die Syn­
th ese  im m er h ö h er w urde . Diese M ethode w urde  jedoch  des grossen V olum ­
verlu stes  u n d  d er G efahr des A k tiv itä tsv e rlu s tes  w egen n ich t w eiter verw endet. 
D er V ersuch in  A bb . 4 is t  jedoch  lehrreich , da  diese Ergebnisse die U nabh än g ig ­
k e it  der A m ylasesyn these von der Menge des p rä fo rm ie rten  F erm entes bew eisen.

2. Azetatniederschlag. Schw einepankreas-T rockenpulver is t ein  billiges 
A u sg angsm ateria l, h a t  aber den N ach teil, dass es zu  viel A m ylase en th ä lt. 
W ir h ab en  g efunden , dass m an  aus dem  w ässrigen  E x tra k t dieses Pulvers 
b e i p H  5 einen N iedersch lag  bekom m t, in  dem  das V erhältn is A m ylasegehalt :
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A m ylasesyn thesefäh igkeit v iel günstiger is t ,  als im  u rsp rüng lichen  W asser­
e x tra k t. Die D arste llu n g  dieses A zetatn iedersch lages is t  im  m ethodischen 
Teil beschrieben, M ethode A  gab bessere E rgebnisse. Es s te llte  sich aber heraus, 
dass der A zeta tn iedersch lag  gegen V erunrein igungen v ie l em pfindlicher is t, 
als der W asserex trak t. D a  w ir die N a tu r  d ieser V erunrein igungen  nicht kennen , 
is t das P rä p a ra t des A zetatn iedersch lages zu r Zeit noch n ic h t als befriedigend 
zu bezeichnen, oft b ek o m m t m an  in ak tiv e  P rä p a ra te . W ir h ab en  tro tzdem  in 
m ehreren  F ällen  solche P rä p a ra te  g eb rau ch t ; w eiter u n te n  w erden w ir B ei­
spiele fü r ihre A k tiv itä t au fführen .

I I I .  Spezifische H em m ungen der Am ylasesynthese

Die u n te n  zu besch re ibenden  V ersuche ü b er die W irk u n g  von spezifischen 
H em m stoffen  haben  w ir in  allen v ie r versch iedenen  S ystem en  ausgeführt 
(Tauben-, H und- u n d  Schw einepankreas T ro ck en p u lv e rex trak t, sowie A ze ta t-

Abb. 5. W irkung  von C hloram phenicol a u f  die A m ylasesynthese. A zeta tn iederschlag  aus 
Schw einepankreasex trak t n a c h  M ethode 5. B . A usg an g sak tiv itä t : 5200 E /m l. 1: K ontro lle , 
2, 3 u n d  4: m it 0,5 //g , 1,5 og bzw . 4,5 «g D (—)T hreo-C hloram phenicol/m l R eaktionsgem isch

niederschlag des E x tra k te s  aus Schw einepankreaspulver) u n d  in  allen dieselbe 
W irkung gefunden. D esha lb  sprechen w ir im  folgenden von  diesen System en 
im  allgem einen, und  fassen  sie alle u n te r  dem  N am en »lösliches System « zu ­
sam m en.

In  unseren  frü h eren  M itte ilungen  h ab en  w ir beschrieben , dass die S te i­
gerung der A m y la se a k tiv itä t im  Saccharose-H om ogenat oder in  der »M ito­
chondrienfrak tion«  des T au b en p an k reas  du rch  C hloram phenicol gehem m t w ird .

2 A cta Physiologica X I/1
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D ie W irkung von C hloram phenicol in  dem  löslichen S y stem  sieht m an  am  
B eispiel der A bb. 5 u n d  6. E s is t  hervorzuheben , dass eine v iel kleinere Chlor- 
am phen ico lk o n zen tra tio n  hem m end  w irk t, als im  F alle  d e r »M itochondrien-

A bb . 6. Spezifität de r C hloram phenicolhem m ung. A m ylasesynthese im  löslichen System  aus 
T aubenpankreas. A u sg a n g sa k tiv itä t:  1970 E /m l. 1: K ontrolle, 2: m it  1 itg/m l L (+ )-E ry th ro -  

C hloram phenicol, 3: m it 1 /tg /m l D (—)-Threo-C hloram phenicol

A b b . 7. W irkung v o n p -F lu o r-D ,L -P h en y la lan in  (p -F P h e) u n d D ,L -P h en y la la n in au f  die A m ylase­
sy n th ese  im  löslichen System . A zeta tn iedersch lag  aus S ch w einepankreasex trak t (M ethode 
5. A). A u sg angsak tiv itä t : 980 E /m l. 1: K o n tro lle , 2: m it 100 /tg  p -F P h e , 3: m it 100 /«g

p -F P h e  u n d  1 m g P henylalan in
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frak tion« . Diese E rsche inung  k ann  w ahrscheinlich  du rch  die A bw esenheit von 
P erm eab ilitä tsh in d ern issen  e rk lä rt w erden , da  im  G ew ebschnitt 100 /rg  Chlor­
am phenicol noch w irkungslos sind [11].

p -F lu o rp h en y la lan in  w irk t hem m end  in  B ak te rien  u n d  h a t  eine h em ­
m ende W irkung  a u f  die ad ap tiv e  F erm en tsy n th ese , es h em m t die In k o rp o ra tio n  
von rad io ak tiv en  A m inosäuren . Diese H em m ung w ird du rch  P h en y la lan in  
k o m p e titiv  aufgehoben  [12]. Es w ird  allgem ein angenom m en, dass p -F luo r-

Abb. 8. W irkung  v o n  R ibonuklease  au f die A m ylasesynthese  im  löslichen System . W asser­
e x tra k t aus H undep an k reas. A usgangsw ert : 1800 E /m l. 1: K o n tro lle , 2: m it 16 /eg k r is ta lli­

sierter R ibonuklease

pheny la lan in  als A m inosäureanalog die E iw eisssynthese h em m t. W ie aus A bb. 
7 ersich tlich , h em m t p -F luo rpheny la lan in  in  k leiner K o n zen tra tio n  die S teige­
rung  der A m y laseak tiv itä t in  dem  löslichen System . D ie H em m ung is t  du rch  
Zugabe der zehnfachen  K o n zen tra tio n  von  D ,L -P h en y la lan in  vo llständ ig  au f­
gehoben.

R ibonuklease (aus R indepankreas) hem m t die S teigerung  der A m ylase­
a k tiv itä t ,  wie aus A bb . 8 ersichtlich . D as k rista llis ie rte  F e rm en t w ar frei von  
p ro teo ly tischer A k tiv i tä t ,  die V ern ich tung  der A m ylasesynthese k a n n  also 
n ich t den  p ro teo ly tisch en  B eim engungen der R ibonuklease zugeschrieben w er­
den, um so w eniger, d a  ja  unser gelöstes System  selbst eine hohe p ro teo ly tische  
A k tiv itä t b es itz t.

2 *
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B esprechung

W ir v e rz ich ten  au f eine eingehende B esprechung d e r in  d ieser A rbeit 
beschriebenen  B efunde, da  w eitere  V ersuche, die g leichzeitig  verö ffen tlich t 
w erden  [12] e inen  tie feren  E inb lick  in  den M echanism us d er A m ylasesynthese 
e rlau b en . An d ieser Stelle m öchten  w ir d a ra u f  hinw eisen, dass es gelungen is t ,  
in  einem  löslichen System  in  vitro d ie S yn these  eines F erm en tes hervorzurufen , 
eine Synthese, die E nergetisierung  (A TP) u n d  A m inosäuren b ra u c h t. Die E rg eb ­
n isse  der spezifischen H em m ungen d ieser Synthese du rch  R ibonuklease, C hlor­
am phenicol u n d  p -F lu o rp h en y la lan in  lau fen  para lle l m it den E rgebnissen, die 
m a n  bei der a d a p tiv e n  F erm en tsy n th ese  in  den  b ek an n ten  m ikrobiologischen 
S ystem en , u n d  m it jen en  E rgebn issen , die m an an  versch iedenen  O bjek ten  
m it  H ilfe der In k o rp o ra tio n  ra k io a k tiv e r  A m inosäuren ü b er den M echanism us 
d e r E iw esssynthese gewonnen h a t . D er M echanism us der A m ylasesynthese 
in  diesem  löslichen System  schein t also m it der E iw eisssynthese aus A m ino­
säu ren  iden tisch  oder nahe v erw an d t zu  sein.

In  H om ogenaten  und  »M itochondrienp räpara ten«  aus T aubenpankreas 
h ab e n  w ir eine höhere  p rozen tuale  Z unahm e der A m y laseak tiv itä t gefunden, 
a ls in  dem löslichen System . T ro tzdem  besitzen  die V ersuche m it dem  le tz te ren  
eine bessere B ew eisk raft. Im  H om o g en at u n d  im  »M itochondrienp räpara t«  
is t ein  Teil der A m ylase in  gebundener F orm  zugegen. Im  löslichen System  
g ib t es keine Z e lls tru k tu ren  m ehr und  d u rch  B ehandlung  m it B u tano l k o n n ten  
w ir  nie gebundenes F e rm en t nachw eisen . Obw ohl in  dem  von uns beschriebenen 
R eak tio n ssy stem  auch  im H om ogenat u n d  im  »M itochondrienp räpara t«  die 
Z unahm e der A m y laseak tiv itä t n ic h t d u rch  eine D em askierung  gebundenen  
F erm en tes  e rk lä rb a r  w ar, b ringen  diese V ersuche m it dem  gelösten System  
w eitere Beweise d a fü r, dass die S te igerung  der A m y laseak tiv itä t in  vitro eine 
w irk liche sy n th e tisch e  R eak tion  b e d e u te t.

Zu B eginn un se re r A rbeit ü b e r A m ylasesynthese im  H om ogenat fan d en  
w ir , dass diese E rscheinung  n u r in  G egenw art einer rech t hohen  A T P-K on- 
zen tra tio n  zu b eo b ach ten  is t. W ir fan d en  dam als, dass P ankreashom ogenate  
u n d  die d arau s e rh a lten e  »M itochondrienfrak tion«  A T P seh r rasch  abbauen  
k ö n n en . Das gelöste  System  h a t  eine sehr schw ache A denosin triphosphatase- 
A k tiv itä t .  T ro tzd em  b rau ch t m an  dieselbe hohe K o n zen tra tio n . Diese K o n ­
z e n tra tio n  is t e tw a  zweim al so hoch , wie die a u f  die ganze Zelle berechnete  
K o n zen tra tio n  d er A T P-reichen Zellen. Es is t jedoch  le ich t m öglich, dass die 
A T P -K o n zen tra tio n  an  O rt und  S telle  der syn the tischen  R eak tio n en  auch in  
d en  Z e lls tru k tu ren  die von uns b e n u tz te  K o n zen tra tio n  erre ich t.

Ü ber die N a tu r  der ak tiv en  S toffe, die die A m ylasesynthese in  diesem  
löslichen System  hervo rru fen , w äre noch  v e rfrü h t e tw as zu  sagen. W enn w ir 
v o n  einem  löslichen System  sprechen , so soll diese N o m en k la tu r b e tonen , dass 
im  E x tra k t  des A zeton trockenpu lvers diejenige S tru k tu re n , in  denen das ak tiv e
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S ystem  in  der Zelle vo rkom m t, n ich t m ehr vo rhanden  sind. A us einem  Saccha- 
rosehom ogenat w ird  die A m ylase sy n thetisierende A k tiv itä t fa s t  vollständig  
d u rc h  Z entrifug ieren  m it 14000 g  en fe rn t, w ährenddessen w ird aus dem  E x tra k t  
des A zeton trockenpu lvers (ohne Saccharose) keine A k tiv itä t be i dieser Schw er­
k ra f t  ab g ese tz t. T ro tzdem  is t es le ich t m öglich, dass das lösliche System  solche 
S tru k tu re n  e n th ä lt, deren P artike lg rösse  diejenige der E iw eisskörper w eit 
ü b ersch re ite t.

ZUSAM M ENFASSUNG

E in  W asserex trak t aus speziell d argeste lltem  A zeton trockenpulver v o n  Pankreasgew ebe 
sy n th e tis ie rt A m ylase, w enn ein A m inosäuregem isch u n d  eine hohe K o n z en tra tio n  von A denosin­
tr ip h o sp h a t zugesetzt w erden. Dieses lösliche System  is t sehr labil. Die A m ylasesynthese  w ird  
d u rch  kleine K on zen tra tio n en  von C hloram phenicol (1 /tg /m l), p -F lu o rp h en y la lan in  (0,1 m g/m l), 
u n d  R ibonuklease gehem m t. Diese spezifischen W irkungen  zeigen, dass d e r M echanism us der 
A m ylasesynthese  m it der E iw eisssynthese aus A m inosäuren  identisch , oder sehr nahe  v e r­
w a n d t ist.
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