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M e a s u r e m e n t s  of t he  spac ings  a n d  re l a t ive  in tens i t i e s  
f rom t h e  e l ec t ron  d i f f r ac t ion  p a t t e r n s  a re  s h o w n  in t h e  
Tab le .  I n  t h i s  T a b l e  are  also s h o w n  t h e  X - r a y  d i f f rac t ion  
d a t a  of n a t u r a l  a p a t i t e  ~°. T he  c o m p a r i s o n  of b o t h  d a t a  
h a v e  sa t i s f ac to r i ly  s h o w n  a g r e e m e n t  in  t he  spac ing  va lues  
a n d  in t he  r e l a t i ve  in t ens i t i e s ;  t he re fo re  i t  follows t h a t  
t h e  c rys ta l l ine  c o m p o n e n t  of t h e  s h a r k  e n a m e l  ha s  t h e  
s a m e  s t r u c t u r e  of t h e  m i n e r a l  a p a t i t e  as is p r e s e n t  in  
h u m a n  ename l .  As occurs  in  h u m a n  e n a m e l  n ,  e lec t ron  
d i f f r ac t ion  p a t t e r n s  c lear ly  showing  p re fe r en t i a l  o r i en t a -  
t i on  of t h e  c rys t a l l i ne  c o m p o n e n t  were also o b t a i n e d  (Fi- 
gure  3). T h e  e n a m e l  of t h e  s h a r k  Odontaspis, h a v i n g  i ts  
u l t r a s t r u c t u r e  v e r y  s imi la r  to  t he  h u m a n ' s  e n a m e l  a n d  
h a v i n g  been  now es t ab l i shed  t he  i den t i f i ca t ion  of i ts  crys-  
ta l l ine  c o m p o n e n t  as n a t u r a l  apa t i t e ,  c an  be conc luded  
to  be  a t r u e  ename l .  

T h e  ease w i t h  w h i c h  t h e  c rys ta l l ine  a p a t i t e  of t h e  s h a r k  
Odontaspis is d e t a c h e d  f rom t h e  e n a m e l  in  t o o t h  sec t ions  
m a k e s  i t  a v e r y  c o n v e n i e n t  m a t e r i a l  for  t he  s t u d y  of i ts  
u l t r a s t r u c t u r e ,  as well  as a su i t ab l e  source  of t o o t h  a p a t i t e  
for  c ry s t a l l og raph i c  s tudies .  S tud ies  to  e s t ab l i sh  t h e  de-  
t a i l ed  o r i e n t a t i o n  of these  rods  in  t he  s h a r k  t o o t h  e n a m e l  
is u n d e r  course  a n d  will  be  p u b l i s h e d  e lsewhere .  

Rdsumd. L ' a u t e u r  c o n s t a t e  que  d a n s  la  d e n t  d u  R e q u i n  
du  genre  Odontaspis l ' u l t r a s t u c t u r e  de la s u b s t a n c e  qui  re- 
couvre  la d e n t i n e  es t  m o r p h o l o g i q u e m e n t  tr&s s emb lab l e  ~t 
celle de l ' dmai l  de la d e n t  h u m a i n e .  P a r  d i f f r ac t ion  dlectro-  
n i q u e  le c o m p o s a n t  c r i s ta l l in  de l ' dmai l  du  R e q u i n  a dt6 
d d t e r m i n d  c o m m e  d t a n t  de  l ' apa t i t e .  Ces rdsu l t a t s  m o n t r e n t  
que  le r e v ~ t e m e n t  e x t e r n e  de  la  d e n t  d'Odontaspis p e u t  
~tre  considdr6 c o m m e  u n  v d r i t a b l e  6mail.  
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Bildung von 17a-Hydroxy-AS-pregnenolon und 
3fl-Hydroxy-17-keto-/tS-androsten (DHA) in 

Nebennieren- und Testes-Gewebe ~ 

Kfirz l ich b e r i c h t e t e n  wir  fiber daB V o r k o m m e n  e iner-  
spits y o n  17~-Hydroxy-AS-pregnenolon  (3fl, 17a -Dihydro -  
xy-20-ke to-A6-pregnen)  in  S c h w e i n e n e b e n n i e r e n  u n d  an-  
derse i t s  y o n  D H A  (3f l -Hydroxy-17-ke to-A*-andros ten)  in  
S t ie rhoden*) .  Diese B e f u n d e  t iessen z u m  e r s t e n  d a r a u f  
schl iessen,  dabs de r  t iber  die As-Stero ide  f t ih rende  Bio-  
s y n t h e s e w e g  de r  A n d r o g e n e  n ich t ,  wie a n g e n o m m e n  s, 
ausschl iess l ich  fiir N e b e n n i e r e n  gilt, s o n d e r n  a u c h  ffir 
H o d e n g e w e b e ;  l e t z te re r  Schluss  is t  n u r  s t i chha l t i g  u n t e r  
de r  Voraus se t zung ,  daBs das  au fge fundene  D H A  n i c h t  bei-  
g e m i s c h t e m  n e o p l a s t i s c h e m  Gewebe  e n t s t a m m t e  4. Z u m  
a n d e r n  w a r  bei  de r  b e k a n n t e n  Para l le l i tAt  zwischen D H A -  
A u s s c h e i d u n g  u n d  N e b e n n i e r e n - F u n k t i o n  dab of fens ich t -  
l iche F e h l e n  y o n  D H A  in n o r m a l e m  N e b e n n i e r e n - G e w e b e  s 
u n d  N e b e n n i e r e n - V e n e n b l u t  s n o c h  ke in  Beweis  daffir,  
daBs es in  de r  N e b e n n i e r e  i i b e r h a u p t  n i c h t  geb i lde t  werden  
k a n n  n n d  ausschl iess l ich  als pe r iphe res  A b b a u p r o d u k t  yon  
a d r e n a l e m  17x-Hydroxy-AS-pregnenolon  b e t r a c h t e t  wer-  
d e n  muss  ~. 

W i r  p r i i f t en  desha lb ,  ob  no rma le s  N e b e n n i e r e n -  u n d  
H o d e n - G e w e b e  des  R i n d e s  in vitro fAhig ist,  A6-Pregnen-  
o lon  in 17~-Hydroxy-An-pregneno lon  i iberzuf f ih ren  u n d  
le tz te res  zu D H A  a b z u b a u e n .  

Je  100-400 g sch lach t f r i sches  Gewebe  wurde ,  wie frf iher  
a n g e g e b e n  s, bei  p H  7,4 h o m o g e n i s i e r t  u n d  gegebenenfa l l s  
in  de r  Kit l te  f r a k t i o n i e r t  zen t r i fug ie r t  (5000 × g), so dabs m a n  
2 F r a k t i o n e n  e rh ie l t :  R dab Z e n t r i f u g a t  u n d  L die f iber-  
s t e h e n d e  LOsung. Sowohl  T o t a l h o m o g e n a t  wie F r a k t i o n e n  
R u n d  L w u r d e n  u n t e r  Z u s a t z  yon  100 m g  A T P ,  100 m g  
D P N ,  50 m g  D P N H ,  25 m g  T P N  u n d  5 m g  T P N H  pro  
200 g G e w e b e  zwischen p H  7 u n d  8,5 wRhrend  3 h bei  
35°C u n t e r  D u r c h l e i t e n  yon  1-1,5 1 Saue r s to f f /m in  i nku -  
b ier t .  Die  S t e r o i d - V o r s t u f e n  w u r d e n  in 5-10  ml  )k thano l  
gelOst ode r  s u s p e n d i e r t  zugegeben.  Die n a c h  E ing ie s sen  
de r  i n k u b i e r t e n  H o m o g e n a t e  in i n s g e s a m t  16 1 Ace ton  er- 
h a l t e n e  A u f s c h l g m m u n g  f i l t r ie r te  m a n  n a c h  12 h bei  0°C, 
w u s c h  den  R t i c k s t a n d  m i t  Ace ton ,  eng te  die ve re in ig t en  
F i l t r a t e  a u f  1,5 1 Pin u n d  e x t r a h i e r t e  siP m i t  4 ×  800 ml  
Chloroform.  Die m e i s t  2 -5  g w iegenden  Chloroform-lRiick-  
s t ~ n d e  w u r d e n  a n  40 -100  g Sil icagel D a v i s o n  a d s o r b i e r t  
u n d  je n a c h  A r t  des  e i n g e s e t z t e n  S u b s , r a t e s  u n d  des  zu 
b e s t i m m e n d e n  U m s e t z u n g s p r o d u k t e s  m i t  0 ,8-2 l Benzol -  
CHCI 3 (1:1) u n d  0,4-1 1 C H C l 3 - A c e t o n ( l : l  ) (fiir 17c~-Hy- 
droxy-AS-pregnenolon)  bzw.  m i t  2 1 Benzol  u n d  1 1 CHC13- 
Ace ton  (1 : 1) (fLir D H A )  e luier t .  Die CHCls-Aceton(1  : 1)- 
Elua t -Rf icks t~tnde  (0,5-2 g) s e t z t e  m a n  m i t  je  1 g G i ra rd -  
Reagens  T und  2 g A m b e r l i t e  I R C  50 (H +) in  100 m l  
A t h a n o l  20 h bei  20°C urn, isol ier te  au f  i ib l iche Weise  die 
bei  p H  1 le icht  und  schwer  s p a l t b a r e n  k e t o n i s c h e n  Ante i l e  
u n d  c h r o m a t o g r a p h i e r t e  siP p r A p a r a t i v  au f  je 2 -20  B l a t t  
P a p i e r  m i t  d e m  S y s t e m  F/Cy-Be(1  : 2) 9. Die den  g e s u c h t e n  
As-Ste ro iden  e n t s p r e c h e n d e n  Zonen  w u r d e n  e lu ie r t  u n d  
a n a l y t i s c h  im S y s t e m  B u s h - B  3, -A u n d  P r o p y l e n g l y k o l /  
To luo l  r e c h r o m a t o g r a p h i e r t ;  die A u s w e r t u n g  e r fo lg te  
h a l b q u a n t i t a t i v  d u r c h  v isue l len  Vergle ich  m i t  S t a n d a r d -  
s u b s t a n z e n ,  wobei  F a r b r e a k t i o n e n  m i t  SbC13 (ftir A 5- 
Steroide)  oder  a lka l i s chem m - D i n i t r o b e n z o l  (ffir 17-Keto-  
s teroide)  b e n u t z t  wurden .  

Bei  V e r w e n d u n g  von  T r i t i u m - m a r k i e r t e n  V e r b i n d u n g e n  
v e r z i c h t e t e n  wir  au f  die G i ra rd i e rung ,  f i ih r t en  a b e r  die 
S i l i c age l ch roma tog raph i e  d i f fe renz ie r t e r  aus.  F e r n e r  w u r d e  
ffir die I so l i e rung  von  m a r k i e r t e m  t7 , t -Hydroxy -A  6- 
p regneno lon ,  aus  den  AnsAtzen m i t  AS-Pregnenolon-Ta-  
SH, n a c h  de r  e r s t en  p r~ .para t iven  C h r o m a t o g r a p h i e  eine 
zwei te  m i t  P r o p y l e n g l y k o l / T o l u o l  e ingescha l t e t .  DaB 
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zwei te  17c¢-Hydroxy-AS-pregnenolon-hal t ige  E l u a t  w u r d e  
n u n  n a c h  Z u g a b e  yon  10-11 m g  i n a k t i v e m  17~- H ydr oxy -  
AS-pregnenolon m i t  A c e t a n h y d r i d  in  P y r i d i n  ace ty l i e r t  
u n d  bis  zur  K o n s t a n z  de r  spez i f i schen  Rad ioak t iv i tS . t  um-  
kr is ta l l i s ier t ,  Gem~tss S c h m e l z p u n k t  u n d  p a p i e r c h r o m a t o -  
g r a p h i s c h e m  V e r h a l t e n  erwies  s ich  da s  P r o d u k t  als re ines  
17e -Hydroxy-A S-pregnenolon-ace ta t .  

F i i r  die I so l i e rung  y o n  m a r k i e r t e m  D H A ,  aus  d e n  An-  
s / i tzen  m i t  17c~-Hydroxy-AS-pregnenolon-~H, w u r d e  da s  
e n t s p r e c h e n d e  E l u a t  des  e r s t e n  p r / t p a r a t i v e n  Pap ie r -  
c h r o m a t o g r a m m e s  n a c h  Z u g a b e  y o n  1 m g  i n a k t i v e m  D H A  
i m  B u s h - B 3 - S y s t e m  r e c h r o m a t o g r a p h i e r t  u n d  n a c h  Ab-  
t r e n n u n g  u n d  E l u t i o n  n o c h m a t s  m i t  2,5 m g  i n a k t i v e m  
D H A  v e r m i s c h t .  Die  fo lgenden  K r i s t a l l i s a t i o n e n  bis  zu r  
K o n s t a n z  de r  spez i f i schen  R a d i o a k t i v i t / i t  l i e fer ten  e in  
n a c h  S c h m e l z p u n k t  u n d  p a p i e r c h r o m a t o g r a p h i s c h e m  Ver-  
h a l t e n  re ines  D H A .  

As-Pregnenolon-Tcc-aH (spezi~[ische A k t i v i t i i t :  739.749 
ipm/y)  s t e l l t en  wir  n a c h  GUT u n d  UsKoKovi~  x0 d u r c h  spe- 
zif ische T r i t i i e r u n g  des  7 e - B r o m - D e r i v a t e s  he r  u n d  rei-  
n i g t e n  es kurz  vo r  G e b r a u c h  d u r c h  V e r d t i n n e n  m i t  A 5- 
P r e g n e n o l o n  u n d  Umkr i s t a l l i s i e ren .  I n  fes te r  F o r m  w a r  
dieses P r / t p a r a t  n i e h t  l ange  h a l t b a r  (Radiolyse) .  Das  n a c h  
de r  WlLzmACa-MethodeXZ be re i t e t e  u n d  n a c h  SOLOMON 
et  al. 12 gere in ig te  t r i t i i e r t e  17e -Hydroxy-A~-p regneno lon  - 
a c e t a t  besass  eine spezif ische A k t i v i t i i t  y o n  21.448 i p m / 7  
u n d  das  d a r a u s  d u r c h  C h r o m s / i u r e o x y d a t i o n  g e w o n n e n e  
D H A - A c e t a t  e ine solche y o n  18.720 ipm/y .  Die Messungen  
w u r d e n  in  e i n e m  ~Tr i -Carb~-Fl i i ss igkei t s -Szin t i l la t ionS-  
S p e k t r o m e t e r  ( P a c k a r d ,  Ins t .  Comp.  Inc.)  ausgef f ih r t  xa 
u n d  die A u s b e u t e n  u n t e r  Be r i i cks i ch t igung  des  zugesetz-  
t en  T r i i ge rma te r i a l s  n a c h  d e n  t ib l ichen  F o r m e l n  b e r e c h n e t .  

VVie in  d e r  Tabe l l e  angegeben ,  k o n n t e  in  d e n  I n k u b a -  
t i ons -Ans / i t zen  m i t  t o t a l e n  ode r  I r a k t i o n i e r t e n  (L bzw. R) 
N e h e n n i e r e n -  ode r  T e s t e s - H o m o g e n a t e n  ohne Z u s a t z  y o n  
S t e ro iden  ke ines  de r  b e i d e n  g e s u c h t e n  A~-Steroide n a c h -  
gewiesen werden .  Die  h i e r  n u r  te i lweise  au fge f f ih r t en  Vor-  
ve r suche  m i t  Ste ro iden  h a b e n  ergeben,  dass  u n t e r  u n s e r e n  
V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  i m  Fa l l e  y o n  N e b e n n i e r e n - H o m o -  
g e n a t  die 17a-Hy.droxyl ie rung  besser  m i t  de r  f ibe r s t ehen-  
den  L 6 s u n g  (L) u n d  de r  S e i t e n k e t t e n a b b a u  besser  m i t  
d e m  G e w e b e r i i c k s t a n d  (R) d u r c h f f i h r b a r  ist. I m  Fa l l  des  
H o d e n g e w e b e s  ver l ieI  die 1 7 ~ - H y d r o x y l i e r u n g  m i t  de r  
F r a k t i o n  L m i n d e s t e n s  ebenso  g u t  wie m i t  d e m  t o t a l e n  
H o m o g e n a t ,  wogegen  die S e i t e n k e t t e  s t e t s  m i t  l e t z t e r e m  
besser  a b g e b a u t  w u r d e  als m i t  j eder  de r  b e i d e n  F r a k t i o n e n  
al le in  ~. Alle U m s e t z u n g e n  ver l ie fen  bei  e inem p H  y o n  
7-7,5 besser  als bei  e inem h S h e r e n  pH .  

Wie  aus  de r  Tabe l le  e rs ich t l ich ,  ge lang  es sowohl  m i t  
n o r m a l e m  N e b e n n i e r e n -  wie H o d e n g e w e b e  des  R i n d e s  
e inerse i ts  A~-Pregneno lon in  17u-Hydroxy-A ~-pregnenolon,  
ande r se i t s  l e tz te res  in  D H A  i iberzuf f ihren .  Die A u s b e u t e n  
w a r e n  tei lweise so ger ing,  dass  zur  Bes t / i t i gung  de r  U m -  
s e t z u n g e n  T r i t i u m - m a r k i e r t e  S u b s t r a t e  h e r a n g e z o g e n  
wurden .  Aus t e c h n i s c h e n  Gr f inden  w u r d e n  die i n a k t i v e n  
T r i i g e r s u b s t a n z e n  n i c h t  zu Beg inn ,  s o n d e r n  e r s t  w/~hrend 
de r  A u f a r b e i t u n g  zugegeben ,  so dass  die be re i t s  v o r  d e r  
T r~ge r rna t e r i a l -Zugabe  e i n g e t r e t e n e n  Ver lus t e  (max.  30%)  
n i c h t  be r t i cks i ch t ig t  w e r d e n  k o n n t e n ;  die in  de r  Tabe l l e  
w iede r gegebenen  Z a h l e n  s t e l l en  s o m i t  M i n i m a h v e r t e  dar .  
V e r s c h i e d e n e  N e b e n -  u n d  F o l g e - P r o d u k t e  wie P roges t e -  
t on ,  1 7 x - H y d r o x y p r o g e s t e r o n ,  A n d r o s t e n d i o n ,  Tes tos t e -  
t o n  u n d  1 lfl- sowie 21-hydroxy l i e r t e  Der iva t e ,  die ffir die 
F r a g e s t e l l u n g  yon  u n t e r g e o r d n e t e r  B e d e u t u n g  waren ,  ana -  
lys i e r t en  wir  n i c h t  in  a l l en  F~llen.  

Diese  i n  vitro nachgew i e s enen  U m w a n d l u n g e n  lassen  
s ich in  das  k o m p l e t t i e r t e  S c h e m a  de r  A n d r o g e n b i o s y n -  
t he se  in  N e b e n n i e r e n  u n d  Tes tes  gemi~ss F i g u r  einft igen.  
D a m i t  sol len ke ine  q u a n t i t a t i v e n  A n g a b e n  f iber  die rela-  

t ive  u n d  of fens ich t l i ch  spez iesabh/ ing ige  ]3edeu tung  de r  
e inze lnen  Wege  i n  vivo g e m a c h t  werden .  

N a c h  den  b i she r lgen  a n a l y t i s c h e n  ]3efunden s che in t  die 
A s_ S te ro id -Genese  in  n o r m a l e n  m e n s c h l i c h e n  N e b e n n i e r e n  
im wesent l ichen,  n u r  bis  zu r  S tufe  des 17x-Hydroxy-A 5- 
p r e g n e n o l o n  zu gehe ~,7,1~, wAhrend  sie bei  neop l£s t i s che r  
E n t a r t u n g  o f f e n b a r  b e v o r z u g t  bis  z u m  D H A  u n d  we l t e r  
v e r l a u f e n  k a n n  16, t L I m  Verg le ich  dazu  is t  d ieser  B iosyn-  

in Nebenniemn und Testes in Nebennieren 
r----Acetat--  

- -  ghatesterin i 
-- ~zX-  P~,~gnenolon Progestecon Sulxstanz S 

* ¢ / ~cWi~ol 
17ct-OH-&s-pmgnenolOn ~ 1 7 a - O H - I ' r o g e s t e r o n / -  Corfisan 

- - - ~  - BOA- ~An~rostenclion - -  ~.11~-OH-An6rostenO,on 
' 1 Adrcnoateron 
,, in Testes 

-- T~tosteron 

Biosynthese land Umwandlung der Androgene =-~, av 

Umwandlung von A~-Pregnenolon und 17-Hydroxy-AS-pregnenolon 
mit je 100 g Gewebehomogenat (Rind) 

Homogenat 
alas 

Neben- 
nieren to ta l  

F r . R  
F r . L  

Neben- 
nieren F r .L  

Fr. R 

Hoden to ta l  
Fr. :R 
Fr. L 

Hoden to ta l  

Zugesetztes Steroid s 

AS-Pregnenolon 
An-Pregnenolon-7~-3H 
17~-Hydroxy-A 5- 

pregnenolon 
17~-Hydroxy-A ~- 

pregnenolon.3H b 

AS-Pregnenolon 
A ~,Pregnenolon-7c~-aH 
17c~-Hydroxy-A 5- 

pregnenolon 
17~¢-Hydroxy-AS- 

pregnenolon-aH b 

UmwaDdlungs- 
produkte in 7 

17~- [ 
Hydroxy- [ 

AS_pregne. DHA 
nolon 

< 15 < 10 
< 15 < 7 
< 15 < 15 

48-90 < 20 
19 

- -  15-20 

- -  8 

< 2  < 3  
< 2  < 2  
< 3  < 2  

74-152 < 4 
250 

- -  12-37 

- -  30 

je f~5 mg mit H-markiertes Steroid. Je 50 mg inaktives bzw. 
b Signiert naeh der Witzbaeh-Methode. 

10 M. GUT und M. USKOKOVI~, Naturwiss. 47, 40 (1960). 
zt K. E. WILZ~ACH, J. Amer. chem. Soc. 79, 1013 (1957). 
1~ S. SOLOMOY, A. C. CARTER und S. LIEBERMAN, J. biol. Chem. 235, 

351 (1960). 
13 Wir danken Herrn Prof. K. BERNHARD, Physiologiseh-chemisches 

Institut der Universitgt Basel, fiir die 0bertassung des Z/thlers. 
x4 Vgl. fiber die Lokalisierung der Enzyme: W. S. LYNN und R. H. 

BROWN, J. biol, Chem. ~3~, 1015 (1958). 
15 K. FOTHERBY und D. N. LOVE, J. Endocrinol. 21, 1,~9 (1960). 
le Vgl. hierzu die I~iteraturangaben in = 
17 M. GOLDSTEIN, M. GUT und R. I. DORFMAN, Bioehim. biophys. 

Acta 38, 190 (1960). 
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theseweg  in  Tes t e sgewebe  wohl  d u r c h w e g  yon  u n t e r g e o r d -  
n e t e r  B e d e u t u n g .  Das s  die U m s e t z u n g e n  in  de r  A~-Reihe 
in vitro m i t  Tes t e sgewebe  (Rind)  t r o t z d e m  besse r  ve r -  
laufen ,  s t e l l t  a b g e s e h e n  yon  m6g l i chen  Spez ies -Unte r -  
s ch i eden  n u r  e inen  s e h e i n b a r e n  W i d e r s p r u c h  dar ,  d a  n u r  
in  N e b e n n i e r e n ,  n ich~ a b e r  in  Tes tes  m i t  s t a r k e n  K o n k u r -  
r e n z r e a k t i o n e n  in  F o r m  der  l l f l -  u n d  21-Hydroxy l i e -  
r u n g e n  zu r e c h n e n  ist.  

Summary. The  t r a n s f o r m a t i o n  of AS-pregnenolone in to  
17~-hydroxy-A6-pregnenolone ,  a n d  of t he  l a t t e r  in to  D H A ,  
is s h o w n  to  occur  in  h o m o g e n a t e s  a n d  f r ac t ions  thereof ,  
b o t h  of b o v i n e  a d r e n a l  a n d  t e s t i e n l a r  t issue.  T he  r e l a t i ve  
s igni f icance  of  t h e s e  r e a c t i o n s  for  t h e  b iogenes is  of a n d r o -  
gens  in n o r m a l  a n d  neop la s t i c  t i s sue  is d iscussed.  

F. V~ 7. KAHNT, R.  NEHER, K. SCHMID 
u n d  A. WETTSTEIN 

Forschungslaboratorien der C I BA  A htiengesellscha/t, Basel, 
17. Oktober 1960. 

Zur Frage des pH-Optimums des Pepsins 

E s  s t e h t  lest ,  dass  die s y n t h e t i s c h  he rges t e l l t en  soge- 
n a n n t e n  P e p t i d s u b s t r a t e  p H - O p t i m a  de r  P e p s i n w i r k u n g  
aufweisen ,  die im s c h w a c h  s a u r e n  G e b i e t  u m  p H  4 liegen, 
I m  Gegensa t z  h ie rzu  h e r r s c h t  noch  w e i t e r h i n  die M e i n u n g  
vor ,  dass  na t i i r l i che  P r o t e i n e  durchweg a m  b e s t e n  zwischen  
p H  1,5-2 angegr i f fen  werden .  CHRISTENSEN 1 f inder ,  dass  
s ich  bei  d e n a t u r i e r t e n  P r o t e i n e n  das  O p t i m u m  in das  Ge- 
b ie r  y o n  p H  2 -4  ve r sch i eb t ,  was  er  Itir f l -Lactoglobul in ,  
H ~ m o g l o b i n  u n d  Casein  nachwe i s t .  

W i t  huber t  zu r  P r f i fung  des  W i r k u n g s b e r e i c h e s  des  
Peps in s  11 v e r s c h i e d e n e  z u m  Tei l  k r i s ta l l ine ,  z u m  Tei l  
n a t i v e  P r o t e i n e  u n t e r s u c h t ,  i n d e m  wir  d e n  S u b s t r a t -  
s c h w u n d  bei  v e r s c h i e d e n e m  p H  i m  Z e i t a b l a u f  ve r fo lg ten .  
Urn  d e n  k a t h e p t i s c h e n  Ef fek t ,  d e r  in  wenig  ge re in ig t en  
Pr iLpara ten  y o n  P e p s i n  zu b e o b a c h t e n  ist, auszuschl iessen ,  
h a b e n  wir  u n s e r  E n z y m  m e h r f a c h  umkr i s t a l l i s i e r t .  

Methodik 
Enzym. 5real  umkr i s t a l l i s i e r t e s  P e p s i n  n a c h  N o r t h r o p .  
Methode. Analog  der  E d e s t i n m e t h o d e  yon  B u c n s  ~ Tri i -  

b u n g s m e s s u n g  a u c h  ftir ande re  P ro te ine .  Diese mi issen  
16slich sein,  u n d  ih re  i soetekt r i sche  Zone  d a r f  n i c h t  in den  
Messbere ich  fallen,  n o c h  d i i r fen  a n d e r e  F l o c k u n g e n  v o r  
s ich gehen .  Aus  d iesem G r u n d e  k a n n  Case in  n i c h t  u n t e r -  
s u c h t  werden ,  dessen  F l o c k u n g  d u t c h  P e p s i n  bis  gegen  
p H  2,7 v o r  s ich geh t .  

Herhun[t des Materials. P e p s i n  kr i s taUis ie r t  y o n  W o r t h -  
i n g t o n  (Freehold ,  N. J.).  A v e n i n  n a c h  Osborne  se lbs t  da r -  
gestel l t .  Gl iadin ,  Edes t i n ,  Zein, kr i s ta l l i s ie r tes  O v a l b u m i n ,  
kr i s ta l l i s ie r tes  H~imoglobin {Rind) yon  N u t r i t .  B iochem.  
C. {Cleveland, Ohio).  F ib r inogen ,  T h r o m b i n  y o n  Hoff-  
m a n n - L a  R o c h e  {Basel). Pa r aca s e i ne  siehe Text .  

Messinstrument. P h o t o m e t e r  E p p e n d o r f .  D a  die E i ch -  
k u r v e n  de r  S u b s t r a t e  als g e k r i i m m t e  K u r v e n  ve f l au fen ,  
Verz ieh te ten  wi r  au f  W i e d e r g a b e  de r  S u b s t r a t k o n z e n t r a -  
t i o n e n  u n d  dr i i cken  die Messungen  in  Ska len te i l en  aus  
(Ab lesungswer t  z u m  a n g e g e b e n e n  Z e i t p u n k t  abzf ig l ich  
Anfangsab le sung) .  Die  Verl~ufe,  besonde r s  die O p t i ma ,  
s ind  a u c h  so g u t  e r k e n n b a r .  

Ansiitze. Ste t s  1 m g  E n z y m  gegeni iber  20-30 m g  Sub-  
s t r u t  in  e inem V o l u m e n  y o n  6 ml,  P u f f e r u n g  d u r c h w e g  m i t  
Glykokoll-Salzs~ture 0.1 M .  P r o l a m i n e  w u r d e n  mi t t e l s  de r  
A l k o h o l m e t h o d e  in  L 6 s u n g  g e b r a c h t  a. 

Versuchsresuttate 

I. Edeslin 
pH-VCerte 1.79 2.60 3.08 3,30 3.53 4.00 

Nach 2 min 14.3 11.7 g5.0 5.5 5.0 0.5 
5 min 51.0 84.5 91.7 8,2 7.9 3.2 

10 min 84.2 93.0 94.5 15.8 10,6 4.0 
20 min 90.0 94.5 94.5 46.2 26,0 9.5 

E r g e b n i s :  O p t i m u m  bei 3.08. 

2. Gliadin 
pH-Wer te  1.94 2.04 2.41 3.34 3.85 

Nach 2 min 50.1 59.9 54.7 18.5 17,6 
5 min 73.2 67.0 65.1 53.0 26.5 

10 min 78.3 63.1 77.9 63.0 44.5 
20 min 78.9 71,9 70,9 66.0 63.0 

E r g e b n i s :  O p t i m u m  bei  1.94, 

3. Avenin 
pH-Werte  1.87 2.36 2.58 3.46 3.55 3.85 

Nach 2 min 26,2 11.1 8.6 5.5 11.4 10.5 
5 min 59,6 37.7 20,3 7.8 16,9 17.3 

10 min 71.4 57.1 44.1 16.8 18,0 22.5 
20 min 71.3 60.2 50.3 32.0 32,2 27.7 

E r g e b n i s :  O p t i m u m  bei  1.87. W i r k u n g s a b n a h m e  n a c h  
r e c h t s  schnel le r  als bei  Gl iad in .  

4. Zein 
pH- \¥er te  1.91 2.12 2.58 3,06 3.25 3.53 

Nach 2 rain 15.1 13.0 18.1 flockt flockt flockt 
5 min 33,9 31.1 29.4 flockt flockt flockt 

10 rain 47.2 56.8 46.1 flockt flockt flockt 
20 rain 63,2 69.9 53.0 flockt flockt flockt 

E r g e b n i s :  O p t i m u m  bei  1.91-2.12.  

5. Ovalbumin, n i c h t  k r i s t a l l i s i e r t  
ph-grer t  1.90 2.46 2.54 2.95 3,28 3.79 3.92 

Nach 2 min 76.9 16.8 14.0 10.5 9.0 30.2 9.0 
5 min 33.4 22.0 14.0 16.7 18.2 32.9 18.2 

10 rain 37.3 24.5 15.2 24.7 20.3 31.8 20.3 
20 rain dL9 28.4 16.1 26.9 21.0 47.6 21.0 

E r g e b n i s :  Zwei O p t i m a ,  bei  1,90 u n d  be i  3.79!! Die  
P a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  e rg ib t ,  dass  A l b u m i n  im c h e m i s e h e n  
S inne  n u r  45 .4% des Pr~ipara tes  a u s m a c h t ;  es s ind zwei 
Gipfel  de r  C o n a l b u m i n e  v o r h a n d e n  u n d  das  P l a t e a u  des 
Ovomuco ides .  

6. Ovalbumin, kr i s t a l l i s i e r t  
pH-Wer te  1.78 2,06 2.46 3.09 3.22 3.76 

Nach 2 min 7.3 79.8 8,0 9.0 9.7 8,9 
5 rain 14.8 32.9 13.2 8.5 16.2 9.0 

10 rain 55,5 34,6 13.5 14.0 17.1 10.1 
20 rain 58,0 36,8 14.2 15.9 16.7 15.2 

E r g e b n i s  : O p t i m u m  bei  1.78-2.06. Das  zwei te  O p t i m u m  
des  vo r igen  Versuches  entf i i l l t .  Die P a p i e r e l e k t r o p h o r e s e  
e rg ib t ,  dass  85 .1% des  S u b s t r a t e s  A l b u m i n  sind,  

7. Fibrinogen 
pH-Wer te  1.64 2.28 2.93 3.25 3.73 

Nach 2 rain 13.9 18.3 24.ff 13.5 8.9 
5 min  42.2 48.5 48.1 28.0 19.4 

10 min 48.0 55,0 58.9 44.2 20.0 
20 rain 50.6 56.6 60.1 52.9 34.9, 

E r g e b n i s :  O p t i m u m  bei  2.93, 

x L. K, CItRISTENSEN, Arch. Biochem. Biophys. 57, 163 (1955). 
2 S, BucKs, Die Biologic des Magenkathepsins (Karger, Basel 1947). 
3 E. BERGER und E. FREUDENBERG, Med. exp. 3, im Druck (1961). 


