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sodium diethylbarbiturate buffer, pH 8-6, ionic strength
0-1, for 12 h. The strips were then stained with amylo-
schwarz. Under the present conditions, 4 protein com-
ponents were seen (Fig.). Their percentage distribution
{average of 10 determinations) was respectively 26-1,
18-4, 33-2, and 22-3.

Maria AssUNTA DIANZANT MoR

Istituto di Patologia genevale della Universita di Genova
(Italia), July 26, 1959.

Riassunto

Viene descritta la presenza, nel succo dei sarcosomi del
muscolo di ratto, di 4 componenti proteici separabili me-
diante elettroforesi su carta. I 4 componenti sono rap-
presentati nella misura di rispettivamente 26-1, 18-4, 33-2
e 22:3 per 100 delle proteine totali.

Uber die Aktivitit der Tyrosinase
in Tabaksamen

Bei Untersuchungen iiber die Verbraunung des Tabaks
wird oft auf die Rolle der Tyrosinase hingewiesen.
BABLER! konnte zeigen, dass die Tyrosinase der Tabak-
blitter die Chlorogensiure zu oxydieren vermag, wobei
braune oder unter Einwirkung anderer Stoffkomponenten
rotbraune bis schwarze Pigmente entstehen. Er erklirte
die Chlorogensidure neben Rutin als das fiir die Verbriu-
nung wichtigste Substrat. Diese war bei unter Glas ge-
zogenen Tabakpflanzen inviel geringerer Menge vorhanden
als bei Freilandtabak, und die Blidtter verbriunten in der
Folge sehr unvollstindig oder iiberhaupt nicht. Die ge-
ringe Chlorogensdurekonzentration konnte durch kiinst-
liche Belichtung auf den normalenWert gebracht werden?2.
EI1cBENBERGERS stellte fest, dass die Aktivitdt der Tyro-
sinase stark von der Insertionsh6he und vom Alter der
Blitter abhdngt. Eine Bedeutung fiir die Terminaloxy-
dascntitigkeit spricht er ihr bei Tabakblittern ab, weist
jedoch auf die Rolle bei der Pigmentbildung hin.

Da in den genannten Arbeiten unseres Institutes die
Wichtigkeit des Systems Tyrosinase-Chlorogensiaure im-
mer wieder in Erscheinung trat, war es von Interesse, die
Tyrosinase in Tabaksamen nachzuweisen und ihr Ver-
halten gegeniiber Chlorogensiaure und anderen Phenolen
zu charakterisieren, sowie Auskunft iiber die Lebensdauer
zu erhalten. Es wurde daher ein Vergleich der Tyrosinase-
aktivitit in frischen (Ernte 1958) und gelagerten (Ernte
1955) Samen angestellt.

Die wisserigen und gepufferten Enzymextrakte erhiel-
ten wir nach einer fiir Samen von Secale cereale beschrie-
benen Methode5. 4 g Samen der Varietit Mont Calme
brun wurden mit Wasser oder 1/15 M Phosphatpuffer
pH 5,6 wihrend 3 min im Homogenisator «Bithler» zer-
schlagen und in der « Wifug»-Zentrifuge bei 6000 Touren/
min wihrend 5 min zentrifugiert. Die iiberstehende Lo-
sung filtrierte man durch einen Seitzfilter, und das klare,
farblose Filtrat wurde mit Wasser bzw. Puffer auf 200 ml
verdiinnt.

S. BABLER, Diss. ETH, Ziirich 1957.

A. FrReY-WyssLING und S. BABLER, Exper. 13, 399 (1957).
E. EICHENBERGER, Diss. ETH, Ziirich 1952.

J. W. Szarkowski, Acta biochim. Polon, 4, 129 (1957).
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Zur Bestimmung der Cresolaseaktivitit verwendeten
wir p-Cresol, fiir die Catecholaseaktivitidt L-3,4-Dihydro-
xyphenylalanin (DOPA) oder Chlorogensidure. Die Inku-
bation erfolgte bei 30 oder 37°C. Die Aktivitit des En-
zymextraktes wurde durch periodische Extinktionsmes-
sung mit Hilfe eines Pulfrich-Photometers (Filter S47,
Wellenldnge 463 mp) ermittelt. Die letzte Ablesung
wurde bei p-Cresol nach 24 h , bei DOPA nach 1 h ge-
macht. Die Zunahme der Extinktion mit der Zeit zeigen
die Diagramme der Abbildungen 1 und 2.
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Abb. 1. Cresolaseaktivitit. 10 ml gepufferter Enzymextrakt, 8 ml

1/15 M Phosphatpuffer, 10 mg p-Cresol, pH 5,6, Temperatur 30°C.
Kiivettentiefe 5 cm

Ausserdem haben wir den Einfluss des Thioharnstoffs —
ein mit Kupfer stabile Komplexe bildendes Reagens — als
Inhibitor der Tyrosinase® auf die Aktivitit des Enzym-
extraktes untersucht. Die Resultate sind in Tabelle 1
zusammengefasst.
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Abb. 2. Catecholaseaktivitat. 15 ml gepufferter Enzymextrakt, 5 ml
1/15 M Phosphatpuffer, 15 mg DOPA, pH 5,6, Temperatur 30°C.
Kiivettentiefc 5 cm

Da Tabaksamen sehr lange keimfahig bleiben, war es
von besonderer Bedeutung festzustellen, ob 31/, Jahre
alte Samen durch die Lagerung eine Einbusse ihrer Tyro-
sinaseaktivitit, verglichen mit frischem Saatgut, erlitten

¢ C. R. Dawsox und W. B. TArRPLEY, The Enzymes, Vol. 11, P. 1
(J. B. Sumner and K. MyrBAck, Academic Press, New York 1951),
p. 454,
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Tabelle I

Hemmung der Tyrosinase durch Thicharnstoff. 153 mi gepufferter
Enzymextrakt, 5 ml 1/15 M Phosphatpuffer oder gepufferte Thio-

harnstofflosung, 15 mg DOPA, pH 5,6, Temperatur 30°C, Inku-
bationszeit 1 h, Kilvettentiefe 5 cm

Endkonzentration
des Thioharnstoffs I
M
e 0,32
10-2 0,33
10-2 0,00
10-1 0,00

hatten. Die relativen Aktivitdtseinheiten wurden hierzu
bestimmt durch die Extinktion nach einer einstiindigen
Inkubation mit DOPA, bezogen auf den Gesamt-N des
Extraktes, berechnet als Eiweiss. Die Stickstoffanalysen
erfolgten nach der Methode von Parnas und Wagner.
Der erhaltene Quotient wurde mit 1000 multipliziert.
Die Resultate sind in Tabelle II aufgefiihrt.

Tabelle I'T
Tyrosinascaktivitit in alten und frischen Tabaksamen, 15 ml wilsse-
riger Enzymextrakt, 15 mg DOPA, Temperatur 37°C, Inkubations-
zeit 1 h, Kiivettentiefe 3 cm

Eiweissgehalt Aktivitiits-
E in 15 ml des einheiten
Enzymextraktes E 1000
mg mg Biweiss
Alte Samen
(1955} . 9,31 3,56 87,1
Erische Samen
(1958) . . . 0,32 3,75 85,3

Unsere Messungen beweisen die Gegenwart aktiver
Tyrosinase in den Tabaksamen. Thre Wirksamkeit ist bei
drei Jahre alten Samen gleich wie in frischen Samen. Sic
weist sowohl die Cresolase- wie auch die Catecholase-
aktivitdt auf. Die Induktionsperiode, die bei der Inkuba-
tion mit p-Cresol immer zu beobachten ist, dauverte etwa
1 h, Obwohl die Enzymextrakte mit DOPA sehr rasch
reagierten (Catecholaseaktivitit), konnte nach Inkuba-
tion mit Chlorogensidure keine Extinktionszunahme fest-
gestellt werden, weder bei alten noch bei frischen Samen,
Wir sehen darin einen Unterschied der Tyrosinasce aus
Samen gegeniiber jener der Tabakblitter, welche Chloro-
gensdure sehr rasch oxydiert.

A. FrEv-WvssLING und J. W. SZARKOWSKI

Institut fir Allgemeine Botanik der Eidg. Technischen
Hochschule, Ziirich, 23. Mai 1959.

Summary

Water or buffered extracts from tobacco sceds (Mont
Calme brun) showed both cresolase and catecholase activ-
ity of tyrosinase, which was inhibited by 10~% M thiourea.
No difference of activity could be observed in extracts
from old and fresh seeds. Unexpectedly, chlorogenic acid
is not oxidized by this tyrosinase.
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Prednisolon-Na-succinat
und die Phagozytose der Leukozyten

Seitdem sich die Moglichkeit ergeben hat, dass zwischen
den Hormonen der Nebennierenrinde und der Leukozyten-
phagozytose Bezichungen bestehen, haben wir uns mit
dieser Frage mehrmals beschiiftigt!, Wir stellten fest,
dass die normale Leukozytenphagocytose von einer paren-
teral verabreichten grosseren pharmakologischen Cortison-
dosis deutlich herabgesetzt wird, withrend in vitro kein
signifikanter Untersehied auftritt 2, Esseriag of al. fanden,
dass die Phagozytose der cosinophilen Leukozyten in vitro
nicht durch Cortison, hingegen durch 1lydrocortison ver-
mindert werden konnte3, ACTH ergibt je nach der Grisse
der parenteral angewandten Dosis Senkung oder Erho-
hung?, Cranugt beobachtete gesteigerte Phagozytentiitig-
keit nach kleinerer parenteraler Cortisondasis?,
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Die Wirkuny von P anf die Leukozytenphagozytose st vitro
y

Da in letzter Zeit mehrere wirksame antiphlogistische
Corticosteroide erkannt wurden, untersuchien wir die
Wirkung des in letater Zeit therapeutiseh oft verwendeten,
wasserldslichen Prednisolon-Na-succinat (P).

Die Phagozytenuntersuchungen haben wir mit aus dem
Kreislauf entnommenem Blut nach der eingehend be-
schricbenen  Methode von PratoNow-LubANy-Vajpa
durchgefiihrt 8, Die Fehlergrenze (Streuung) der Zihlung
betrigt: ¢ < |- 8%,

Zuerst untersuchten wir die Bakterienphagozytose der
aus dem kreisenden Blut entnommenen Granulozyten,
die nach intravenaser Verabreichung von 3 mg/kg P (Solu-
Dacortin  «Merk», Di-Adreson-I-Aquosum  «Organony)
verindertwird. Bei an 5 Kaninchen durchgefiihrien Unter-
suchungen hatte die Fresstitigheit der weissen Blutzelien
nach 24 h um durchschnittlich — 30 [ 24-/- 36/]%, nach
Ablauf von 48 h um — 10 [~ 2/-19/]%, abgenommen. Am
3. Tage trat cine Erhohung auf -+ 20 [+ 12-/4 31/]9, cin,
die am 4. Tage bereits verschwunden war, Nach mehr-
tigiger Ruhepause trat nach intravends injiziertem
0,3 mg/kg P cine Erhohung der Titigkeit der weissen
Blutzellen beim selben Kaninchen schon nach 1 b durch-
schnittlich um 4 30 [+ 26-/4 36/]%, cin, dic nach 2 h
auf 4- 19[4 16/ 24/1%, nach 6 h auf 4 10 (4 5-/+ 15/1%,
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