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Enzymverteilung im Protoplasma 
Von 

H. HOLTER und K. LINDERSTROM-LANC. 

Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen 
Mit einer Figur im Tex~ 

(Eingegangen am 26. 8. 1936. Vorge leg t  in der  Si tzung am 15.10 .  1936) 

Ira Jahre 1934 wurden in einer zusaramenfassenden Dar- 
stellung 1 die allgeraeine Problerastellung und die raethodischen 
Grundlagen einer enzyraatiseheu Histoeheraie behandelt and fiber 
einige rail diesen ~ethoden erzielten Ergebnisse berichtet. In der 
vorliegenden Abhandluug soll der gegenwKrtige Stand eines der 
dort angesehnittenen Problerae, n~ralieh der Euzymverteilung in 
der einzelnen Zelle, dargestellt werden. 

Es handelt sich urn eine experimentelle Prfifung der ttypo- 
these, dal] die Enzyme des Zellinnern nicht gleichra~t$ig ira Cyto- 
plasma verteilt, sondern an granul~re, durch ihr Verhalten gegen 
gewisse Farbstoffe definierte, Struktureleraente gebunden sind, 
welehe als Euzyratr~ger fungieren. Als solche Enzyratr~ger 
werden h~ufig die dureh Ianusgriin vitalf~trbbaren Mitoehondrien 
oder die davon angeblich verschiedenen, dureh lqeutralrot f~rb- 
baren Granula angesehen;, diese und ~hnliehe Fragen (z. ]3. die 
enzyraatisehe l%olle des Zellkerns) wurden naraentlich in der eyto- 
logischen Literatur viel dlskutiert (vgl. z. B. die zusararaenfas- 
senden Darstellungen yon goa~iz;G~, KoEKam~ und SHAPmO4). 
Wie aus den folgenden Abschnitten hervorgehen wird, brauchen 
wir bier auf jene Diskussion nicht n~her einzugehen. Auch 
wollen wit gleich bier betonen, dal~ wir uns in dieser Abhand- 
lung nicht rait den Enzyraen besch~iftigen, die in den Zellen 
gewisser hochspezialisierter Gewebe (Verdauungsdrfisen u. dgl.) 
zu Sekretionszweeken ~mgeh~uft werden. Uns interessieren vor- 
l~ufig als Untersuchungsobjekte primitivere Zellforraen und die 
typischen, allgeraein verbreiteten Endoenzyrae. 

In der Wahl der Untersuehungsobjekte und Enzyme wurden 
wir natiirlich in erster Linie beeinfiugt dutch die Beschrgnkungen 

K. LI~DEaST~o~-LxNG und H. HOLTEa, Erg. d. Enzymforsch. 3 (1934)309. 
E. S. HoRsinG, Erg. d. Enzymforsch. 2 (1933) 336. 

3 g. KO~RInG, J. Morph. a. Physiol. 49 (1930) 45. 
a H. S~xemo, J. Cell. a. Comp. Physiol. 6 (1935) 101. 
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der chemisehen ]~(ikromethodik. Als geeignet erwiesen sieh die 
Eier einiger wirbellosen Seetiere, some AmBben. Als Enzyme 
wurden Peptidase und Kata]ase gewEhlt. 

I. C h e m i s c h e  M e t h o d i k .  

Beziiglich der Bestimmung kleiner enzymatischer Spaltungen 
im al]gemeinen sei auf die eingangs erw~hnte Zusammenfassung ~, 
sowie auf die dieser zugrundeliegenden Einzelabhandlungen ~, 6 
verwiesen. Die yon uns ver~rbeiteten Fliissigkeitsvolumina ]iegen 
in der GrSl3enordnung von wenigen rams, die Titrationsgenauig- 
keit erlaubt die 5(essung yon Substratver~nderungen in der 
GrSl3enordnung yon 5 • 10 -9/Viol fiir die meisten gangbaren Sub- 
strafe hydrolytiseher Enzyme. Nut die Bestimmung der beiden 
bier interessierenden Enzyme Dipeptidase und Katalase sei in 
al]er Kiirze durgestellt. 

A. Dipeptidase. 

Als Subs~rat dient eine 0"2 tool. L6sung yon Alanyl-glycin, durch Zusatz 
yon NaOH auf PH 7"5 gebrachfl Die enzymhaltigen Objekte werden in ein ab- 
gemessenes Volumen (meist 7 m m  3) eines passenden Mediums (verdiinntes Meer- 
wasserq-Glycerin oder dgl.) eingefiihrt, das sieh in einem MikroreaktionsgeDil] 
befindet, die SubstratlSsung (7 m m  3) dazupipettiert, mit einem elektromagnetischen 
Riihrer gemischt and das Ganze in einen 400 warmen Thermos~aien gesetzt. Auf 
Pufferzusatz wird verzichtet, dafiir aber die Spaltung so klein gehalten, dal] die 
Eigenpufferung des Substrates gentigt, um schitdliche PH-Verschiebungen w~hrend 
der Reaktion zu verhindern. Die Reaktion wird naeh 18--24 Stunden durch 
Zusatz des grSllten Teiles der Titraiionss~ure (n/20 HC1 in 90 % Alkohol)sistiert, 
ca. 140 m m  3 Aceton zugesetzt, alas Naphthylrot als Indikator enthiilt, und mit 
n / 2 0  alkoholischer Salzsiiure fertig titriert. Die Btirette ist in ~/5 ram3 eingeteilt, 
so dab 0"02 mm 3 gesch~zt werden kSnnen. Beztiglieh tier methodischen Einzel- 
heiten vgl. 5 und ~. Die Genauigkeit der Methode (maximaler vereinigter Pipet- 
tierungs- und Titrationsfehler) ist 0"08 m r s  3 n/20 HC1, entspreehend 5"6 X 10 -5 m g  

Amino-N. 

K. LI~DEI~ST~OM-LAIiC~ und H. [E[OLTER, C. R. Tray. Lab. Carlsberg 19 
(1931) Nr. 4; Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 201 (1931) 9. 

0 Von Abhandlungen methodischen Inhaltes in der Serie ,Beitr~ige zur 
enzymatischen Histochemie" fiihren wir hier nu t  die an, die nach dem Erscheinen 
der Zusammenfassung 1 verSffentlieht worden sind. Diese sind: Hoppe-Seylers Z. 
physiol. Ch. 2 2 6  (1934) 173, 227 (1934) 1, 231 (1935) 226, 233 (1935) 174, 237 
(1935) 131, 240 (1936) 33; Enzymologia 1 (1936) 92; C.R. Tray. Lab. Carlsberg 
20 Nr. 11 (1934) 33, 66; Sgr. chim. 21 Nr. 1 (1935), Nr. 2 (1935), Nr. 4 {,1936), 
Nr. 6 (1936), Nr. 7 (1936). 

7 K. LINDERSTRgM-LA~G, C. R. Tray. Lab. Carlsberg 19, Nr. 3 (1933); Hoppe_ 
Seylers Z. physiol. Ch. 215 (1933) 167. 
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Die gefundenen Spaltungswerte in m m  3 zur Titration verbrauchter Salz- 
s~ure sind unter den Bedingungen unserer Yersuche and im gewiihlten Spaltungs- 
bereich den Enzymmengen direkt proportional. 

B. Katalase. 
Die yon uns verwendete Methode ist einfach eine Verfeinerung der yon 

K. G. ST~aN s angegebenen jodometrischen Katalasebestimmung. Als Substrat dient 
eine 0"01 tool. LSsung yon H~O~ in Phosphatpuffer yon PH 7"0. Der die Enzymproben 
enthaltende Tropfen (7 m m  a) wird aaf 0 ~ gekfihlt~ mit dem ebenfalls vorgekiihlten 
Substrat (15mm 3) vereinigt, vermischt and 60--120 Minnton bet 00 gehalten. 
Sistiert wird durch Zusatz yon 30 m m  ~ 1% Kaliumjodid and 5 m m  a molybd~n- 
siiurehaltiger 30 % iger Schwefelsi~ure. Titration mit n/100-Thiosulfat aus der in 1 
beschriebenen Biirette. St~rke als Indikator. Die Genauigkeit der Methode ist 
ca. 0"1 m m  ~ n/100 Na2S~0a~ entsprechend 1"7 X 10 -~ m g  H~O 2. 

Wie Kontrollversuche gezeigt haben~ folgte die H~02-Zersetzung durch die 
Katalase der Untersuchungsobjekte geniigend genau der monomolekularen Reak- 
tionsgleichung, um die zu messenden Enzymmengen dutch die Geschwindigkeits- 
konstante dieser Gleichung ausdrficken zu kSnnen. 

!I. Cytologische Methodik. 
In der eingangs erw~hnten Abhandlung I werden einige 

Voraussetzungen and )/I~iglichkeifen ffir quantitative Arbeit auf 
histoenzymatischem Gebiet besproehen. Wir haben darauf hinge- 
wiesen, da$ die Versuehsresultate direkt immer nur fiber Enzym- 
]okalisierung etwas aussagen und hubert die Sehwierigkeiten betont~ 
welche die physiologisehe Auswertung der Ergebnisse oft erf~hrt. 
Im vorliegenden Fall ist dieses Problem insofern vereinfaeht, als 
uns primer die Enzymlokalisierung interessiert. Andererseits 
unterseheidet sich das Cy[oplasma als Untersueh'ungsobjekt yon 
Geweben and Organen sehr wesentlich dadureh, da$ es in viol 
kleineren Dimensionen heterogen und auSerdem ungeordnet ist, 
d .h.  da$ wir eine Lokalisierung der Formelemente zu Unter- 
suehungszwecken erst selbst herbeizuffihren hubert. Dies bedingt 
den Arbeitsgang, dessen entscheidende Operation dariu besteht, 
die Bestandtei]e der Zelle ohne Eingriff in die enzymatisehen 
Verh~iltnisse r~um]ich voneinander zu trennen and sodann getrennt 
auf ihre Enzymaktivit~t zu priifen. Die ehemische and meeha- 
nisehe Empfindliehkeit der Untersuchungsobjekte erschwert natfir- 
Itch die vollst~ndige Trennung der Zellbestandtefle und man mul~ 
sieh moist damit begniigen, die natiirliehe innige Vermischung 
des Zellinnern partiell aufzuheben, einzelne Zellbestandteile an 
bestimmten Punkten anzureichern, das betreffende Zellstfick dann 
mechanisch zu isolieren und zur Enzymbestimmung zu verwenden. 

s K. G. STE~ Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 204 (1932) 267. 
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Die Brauchbarkeit einer solchen Arbeltsweise zu quanti~ativen 
Untersuchangen steht nnd f~llt mit der ~g~gllchkeit, die Ent- 
mischung des Cytoplasmas zahlenm~13ig auszudriicken uncl mit 
Zah]enwerten fiir dle Enzymverteilung zu vergleiehen. 

Zur Durchfiihrung eines derar~igen Arbeitsganges stehen 
uns gegenwgrtig vor allem zwei Verfahren zur Yerfiigung, n~m- 
lich Zentrifugierung der Ze]len and die auf dem Mikromani- 
pulator begriindete Teehnik tier Nikrurgie. 

1. Ze~trifugieren. Wir wollen den Verlauf einer Untersu- 
chung, die mit dem ersten tier eben genannten Hflfsmittel aus- 
kommt, an einem konkreten Beispiel darste]len, ngmlich den unbe- 
fruchteten Eiern des Seeigels Psammechinus mfliaris. Das 
ungemein e]egante Zentrifugierungsverfahren wurde yon E.N. 
HA~wY 9 angegeben uncl besteh~ darin, dal~ man die Eier an 

I ~- IT IV 

0 
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der Grenzfl~che yon Meerwasser and einer damit isotonischen, 
aber spezifisch schwereren, dem Meerwasser unterschichteten 
Rohrzucker]Ssung anbringt. Die Dichte der Eier liegt zwisehen 
tier der beiden L~sungen. Fiihrt man dureh vorsichfiges Rollen 
des ZentrifugenrShrchens partiel]e ~isch~mg der LSsungen herbei, 
so erh~It man in der Zwischenschicht einen Dichtegradienten. Die 
Ei er sammeln sich in der Zone, die ihrer eigenen Dichte entspricht. 

Die angewendete Zentrifugalkras entspricht ca. 5000 his 
10.000 X Erdschwere, die Zen~rifugierungszeit lag zwischen 5 and 
15 ~inuten.  Unter dem Einflut3 des Zentrifuga]feldes entmlscht 
sich das Cytoplasma und ordnet sich in scharf voneiaander ge- 
schiedene Schichten, die durch ihr Verhalten gegen Farbstoffe 
charakterisiert werden k~nnen. Fig. 1 gibt schematisch das Ver- 
halten yon Psammechinus-Eiern under dem Einflul3 der Zentrifugal- 
kraft  wleder. I stellt das unbehandelte Ei dar , / /dasse lbe  Ei nach 
kurzem Zentrifugieren, zum Ellipsoid gedehnt and mi~ stratifi- 

9 E. N. Hxav~v, Biol. Ball. 61 (1931) 273. 

Monat~hefte ftir Chemie, Band 69 ~0 
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ziertem Inha]t. Bei fortgesetztem Zentrifugieren sehnfirt sich das 
Ei sanduhrartig ein (111) und teilt sieh schlie~lich in zwei ver- 
schieden gro~e Tefle (IV), die sich, da deren spezifisehes Ge- 
wieht verschieden ist, in versehledenen Zonen der Grenzsehleht 
zwisehen Meerwasser und ZuekerlSsung ansammeln. Sie k~nnen 
dem ZentrifugenrShrehen getrennt entnommen und getrennt auf 
ihre enzymatisehe Aktivit~t gepriift werden. 

Die Anordnung der einzelnen Cytoplasmabestandteile und die Lage der 
Bruchstelle wechseln yon Art zu Art und in geringerem Grade yon Tier zu Tier. 
Antler den in tier Figur angegebenen Bestandteilen finden sich auch oft (z. B. 
bei Arbacia) die mit Neutralrot f~rbbaren Granula als eine fiinfte Schieht, die 
jedoeh bei dem hier als Beispiel gew~hlten Psammechinus-Ei nieht studiert wurde. 
Im Einzelnen braucht auf diese qualitativen Verh~ltnisse hier nicht n~her e[nge- 
gangen zu werden; die quantitativen Verh~ltnisse werden in Absehnitt IV be- 
sproehen werdem 

Hier sei nnr noch erw~hnt~ daft sowohl Eier wie AmSben 
das Zentrifugieren ausgezeiehnet vertragen. Der Inhalt unzer- 
teilter Zellen (Stadium II  oder III) miseht sieh nach dem Zentri- 
fugieren raseh wieder und die Zelle setzt sodann ihre normalen 
Funktlonen fort. Ja, im Falle d'es bis jetzt am besten studierten 
Seeigels Arbacia punetulata s~nd nicht nut  die ganzen und strati- 
fizierten Eier sehon vor dem Wiederm[sehen des Inhaltes befraeh- 
rungs- and entwieklungsf~hig; sogar die Eitefle kSnnen getrennt 
befruchtet werden und die ersten Stadien der Embryonalen~wiek- 
lung durehlaufen, wobei beim kernlosen Tell (entsprechend dem 
unteren Eiteil in Stadium IV der Fig. 1), die ]~ernsubstanz yore 
befruchtenden Spermatozoon geliefert wird (E. B. HA~wY ~o). 

2. Mit~rurgie. Auf die Teehnik tier Operationen an einzelnen 
Zellen mit ttilfe des Mikromanipula~ors kanu bier nieht n~her 
eingegangen werden. Es sei diesbezfiglich vor ahem aug die 
Arbeiten yon R. C~A~BERS und T. PI~TEI~FI verwiesen (als zusam- 
menfassende Darstellung vgl. z. B. PETE~FI ~1). Von uns hier interes- 
slerenden Operationen, die mit Hilfe der Glasnadeln des h[ikro- 
manipulators durchgefiihrt werden k~nnen, seien vor allem genannt 
die Isolierung des Zellkernes yon Am~ben und Eiern und das 
Zersehneiden yon zentrifugierten, im Stadium II  der Fig. 1 be- 
findliehen Zellen~ alas vor allem wertvo]l ist bei AmSben und bei 
den Eiern gewisser Seeigelarten~ bei denen die Zerteilung im 
Zentrifugalfeld nicht so verhstlos und gleiehfSrmig vor sieh geht 

lo E. B. HAawY, Biol. Bull. 62 (1932) 155. 
1~ T. P~TE~FI in ,Methodik der wiss. Biologie", Springer, Berlin 1928, Bd. 1. 

S. 559. 
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wie in dem dureh Fig. 1 dargestellten Beispiel. - -  Die Operation 
mul3 in diesen F~llen rasch nach dem Zentrifugieren und auf  
gekiihlten Objekttr~gern ausgefiihrt werden, um das Wiedermischen 
des Ze]linhaltes vor Beendigung der Operation zu verhindern. 

I11. Allgemeine Bemerkungen und Vorversuche. 

Bevor wir zur Bespreehung der Ergebnisse iibergehen, die 
mit ttilfe dieser Verfahren gewonnen wurden, miissen noch einlge 
Fragen behandelt werden, die zwar nieht direkt die Enzymver.  
teilung im Cy~oplasma betreffen, deren Beantwortung aber die 
Vorbedingung fiir die experimentelle Bearbeitung des Haupt- 
problems bildet. 

Die erste betrifft die Al~tivit~it des Materiales .  Die Objekte 
haben Durchmesser yon etwa 50--100 3, was bei den ange- 
n~hert kugeligen Eiern Volumina yon 0"5--4•  -~ m m  8 ent- 
spricht. Diese ~a~e variieren s die verschiedenen Tierarten, 
sowie, wenn auch in gerlngerem Grade, fiir Einzeltiere einer 
Art, dagegen nut  sehr wenig fiir die Einzeleier desselben Mutter- 
tieres. - -  Die ~al3e der AmSben sind natfirlich vlel variabler, doch 
liegen auch sie in derselben Gri~13enanordnung. Zur Beleuchtung 
der Aktivit~t der Objekte sei beispie]sweise angefiihrt, dal3 1 Ei 
yon Dendraster excentricus (Vol. etwa 0"5x 10 -8 mma; Troeken- 
gewieht etwa 1 X 10 -~ rag), in 1 Stunde bei 400 etwa 1 x 10 -8 mg 

Alanylglyein spaltet  Dies entspricht ffir 1 Ei und eine Reak~ions- 
zei~ yon 18 Stunden bei 400 Titrationswerten yon 2--3 mm~ 

n/20 HC], was durehaus im Arbeitsbereiche der Mikropeptidase- 
bestimmung liegt. - -  Das etwa ebenso grol~e Ei yon Psammechinus 
miliaris spaltet in einer Stunde bei 0 ~ etwa 3"4x 10 -~ mg H~O~, 
entspreehend einem Titrationswert yon 1"5--2 m m  8 n/100 Na2S~03 
und einer Gesehwindigkeitskonstanten der monomolekularen Reak- 
tion k ~ c a .  6 •  -4. Weitere Angaben fiber die Aktivit~t der 
Untersuchungsobjekte kSnnen den Tabel]en 1 und 2 entnommen 
werden. 

Praktisch folgt aus diesen Verh~ltnissen, da~ man s die 
�9 beiden genannten Enzyme mit Proben yon 1--10 Eiern oder El- 

teilen, bzw. ebensovielen Am~iben pro Versueh auskommt. 

Was zweitens die Probenahme betrifft, so gestaltet sich diese 
sehr einfach, indem die einzelnen Zellen oder Zellteile unter  dem 
Mikroskop ausgew~hlr und mit Hilfe einer Mikropipette in das 
Reaktionsgefii~ fiberffihrt werden. Das Fliissigkeitsvolumen, das 

20* 
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T a b e l l e l  (7 12,~3 16)., 

R e p r o d u z i e r b a r k e i t  t ier  A k t i v i t i l t s w e r t e  in  u n b e f r u c h t e t e n  E ie rn .  
P e p t i d a s e :  Versuchszeit 18 Stunden bei 40 ~ Zusammensetzung des Mediums vor 

dem Substratzusatz:  10% Meerwasser, 30% Glycerin. 

Tierart 

Urechis caupo 

Dendraster excen- 
tricus 

lndi- [ Anzahl 

A 4 

B 4 

A 1 

B 1 

beobachtete Aktivit~it 
mma n/20 HCI 

5"01 4"97 
5"05 5"03 
4"89 4"93 
4"91 5"05 

5"01 

3"82 3"88 
3"86 3"84 

2"26 2"34 
2"36 2'26 
2"22 2"20 
2"30 2"34 

1"68 1"76 
1"60 

Mittel 

4"98 

3"85 

2"29 

1"68 

Psammeehinus 
miliaris 

Echinarachnius 
parma 

IV 

XII 

A 

B 

4"31 
4"25 

2"46 

3"36 
3"04 

4"44 
4"96 
4"34 

4"25 
4"11 

2"50 
2"70 

3"16 
3"26 
3"30 

4"40 
3"84 
4"08 

4"24 

2"55 

3"22 

4"34 

K a t a l a s e :  Versuchszeit 90 Minuten bei 0 ~ Medium vor dem Substrat-  
zusatz : Wasser. 

H~O~-Spaltung 
Indi- Anzahl m m  8 n/100 Mittel 

Tierart viduum der Eier Na~S203 

Psammechinus 
miliaris 

D 

6"53 
5"96 
5"61 
6"07 

9"00 
8"87 
9"15 
8"72 
7"94 

k X 105 
ftir 1 Ei 

43 
39 
37 
40 40 

66 
65 
68 
63 
56 64 

* Die den Tabellenm ,mmern m Klammern beigefiigten Zahlen bezeich- 
hen die Originalarbei~en, auf  Grund deren die Tabellen zusammengestellt  sind. 
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dabei mit fiberffihrt wird, kann im a]lgemeinen leicht in der 
Griil~enordnung yon 0"1 m m  3 gehal~en werden. - -  Prinziloiell wichtig 
ist die Frage nach der quantitativen Vergleichbarkeit der 
Proben. W~ihlen wir n~mlich unter dem Nikroskop zwei Zellteile 
aus, die durch Zersehneiden oder mit tIilfe der Zen~rifagalkraft 
gewonnen warden und einander zur ganzen Zelle erg~nzen sollen, 
so ist die Berechtigung des l~Iengenvergleichs der Enzyme natiir- 
lich davon abh~ngig, ob die Summe der Teilaktivit~ten gleieh 
der Gesamtaktivit~t der ungestSrten Zelle ist. Dieser Vergleich, 
der uns dariiber Auskunft gibt, ob beim Zentrifagieren oder 
iVIikromanipulieren Enzym verloren gegangen ist, hat nur dann 
einen Sinn, wenn wir damit reehnen kgnnen, dal3 alle Zellen eines 
Versuches egwa gleiehe Enzymmengen enthalten and nur geringe 
individuelle Abweichungen zeigen. Die Tabellen 1 and 2 geben 
fiber diese Verh~]tnisse Aaskuni:L 

Aus Tabelle 1 geht hervor, wle sehr bet den Eiern die Aktivi- 
t~ten yon Art zu Art und Tier zu Tier variieren. Ffir die Einzel- 
eier ein- and desselben ]~futtertieres dagegen sind die Variationen 
viel kleiner and bewegen sieh in ffir unsere Zwecke ansreiehend 
engen Grenzen. 

T a b e l l e  2 (1~). 

Peptidase: Versuchszeit 24 Stunden bet 40 ~ Zusammensefzung des Mediums vor 
Subs~ratzusatz: 0"015 m Phosphatpuffer P r t -  7"4. 

Tierart Anzahl beobachtete Aktivit~t 
der Tiere mm~ n/20 HCI Mittel 

Amoeba proteus 1"33 2"79 
2"13 2"91 
2"69 3"09 

2"31 2"95 
2"15 

3"69 4"35 
3"87 5"21 

2"49 

2"40 

4"27 

Tabelle 2 zeig~, dal3 die Einzelaktivit~ten yon Amiiben in 
vie] weiteren Grenzen schwanken, a]s die yon Eiern. Ebenso 

1~ T. PHILTrSO~, C. R. Tray. Lab. Carlsberg 20 Nr. 3 (1934); Hoppe-Seylers 
Z. physiol. Ch. 223 (1933) 119. 

23 H. HOLTER, J. Cell. a. Comp. Physiol. 8 (1936) 579. 
14 H. HOLTEI~ und M. J. Koexc, ungedruekt, vorgetragen auf dem IV. Inter= 

nationalen CytologenkongreI], Kopenhagen, August 1936. 



300 iL Holter und K. Linderstr5m-Lang 

verhgl~ sieh das Volumen der Amgben und qualitativ gehen beide 
Eigensehaften parallel, d.h.  die grSt.~ten Amgben (so weir sieh 
die GrSl]e so veri~nder]icher Objekte unter dem Mikroskop beur- 
teilen ]~Bt) zeigten auch die hSchsten Peptidaseaktivit~[ten. Quanti- 
tativ werden sich diese Verh~ltnisse erst n~eh Messung des Vo- 
lumens der enzymatisch untersuehten AmSben lorfifen lassen, was 
his .jetzt noeh nieht gesehehen ist. Der vorl~ufig besehrittene 
kusweg war der, naeh MSgliehkeit gleiehgrol3 erseheinende 
AmSben aaszuw~hlen and die Wersuehsresultate der groBen Va- 
riationsbreite entsprechend vorsichtig zu behandeln. 

Die dritte dutch u zu kl~rende Frage betrifft die 
Sieherung des Kontaktes zwischen Enzym und Substrat. Bei Unter- 
suchungsobjekten yon der Art  der hier bearbeiteten hat die Mes- 
sung der Enzymwirkung im allgemeinen unter Bedingungen zu 
gesehehen, unter denen die Zelle nieht lebensf~hig ist. Dies gilt 
besonders fiir die osmotischen Beziehungen zwischen Zelle und 
umgebendem Medium. Wir haben uns daher dafiir entsehieden, 
die Zellen zwar w~hrend der einleitenden Operas so sehonend 
wie rnSglieh zu behandeln, bei der eigentlichen Enzymmessung 
aber auf das ,,physiologische Milieu" keine Riieksieht mehr zu 
nehmen, sondern vor allem auf die quantitative Erfassung der 
ganzen in der Zelle vorhandenen Enzymmenge zu aelaten und 
diese unter fiir die Enzymwirkung olotimalen Bedingungen zu 
messen. Zeigte es sieh z. B., dug die unzerstSrte Zellmembran bei 
der Enzymbestimmung st~rte, so wurde versucht, sie durch Cyto- 
lyse zu sprengen, und dergleiehen mehr. Das heil3t also, es wurde 
fiir jede Tierart dureh Vorversuche gepriif~, wie das Medium, in 
das die Zellen bei der Enzymbestimmung iiberfiihrt wurden, be- 
sehaffen sein mugte (Pro Salzkonzentration, Gehalt an Enzym- 
stabilisatoren usw.), um maximale und reproduzierb~re Aktivit~ts- 
werte zu gew~hrleisten, und wie lunge die Zellen in diesem 
Medium zu verweilen batten, bevor dutch Zusatz des Substrates 
die eigentliehe Enzymreaktion eingeleites wurde. Diese teehnisehen 
Einzelheiten, auf die bier nieht n~her eingegangen werden kann, 
sind aus den Originalarbeiten zu ersehen (v 1~, ~). 

IV. Bestimmung der Verteilung des Zellinhaltes. 
Wie schon erw~hnt, verhalten sich die verschiedenen Ei- 

~rten beim Zentrifugieren nicht gleich. Sowohl die Zuhl der durch 
Vitalf~rbung identifizierbaren Sehichten, als auch deren Reihen- 
folge (z. B. kommen bei Arb~cia Mitochondrien und hyaline Zone 
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fiber dem Dotter zu liegen) und Gr56enverhSltnisse sind fiir die 
einzelnen Tierarten verschieden. Innerhalb derselben Art  wechselt 
fiir die Eier versehiedener )/Iuttertiere das • in dem sich 
die Eier im Zentrifugalfeld zerteilen. 

In dem auf Fig. 1 dargestellten Falle z. B. kSnnte die Abschniirung sehr 
wohl auch fiefer im Innern der Dotterschicht (unter Bildung etwa gleichgrol~er 
Eihiilf~en) oder in der hyalinen Schicht (unter Abschniirung eines ganz kleinen 
Unterteiles) stat~gefunden haben. 

Wohl aber ist bei den Eiarten, die sich iiberhaupt glatt and 
ohne Substanzverhst durch Zentrifugieren teilen lassen, das Tei- 
lungsniveau ftir ein bestimmtes Tier im allgemeinen konstant. 
Darauf beruht ja eben die M~glichkeit, mehrere Eier gleiehzeitig 
zu zentrifugieren, wobei dana alle Oberteile zu allen Unterteilen 
,passen". Ist  dies nicht der Fall, so arbeite~ man besser mit dem 
Mikromanipul~tor und einzelnea Eiern, die man nach dem Stra[i- 
fizieren in einander erg~nzende Teile zerschneidet. Dieses ]etztere 
Verfahren ist aueh bei AmSben anzuwenden. 

Aus dieser Saehlage geht hervor, dal~ sieh, obwohl die ein- 
zelnen Objekte jeweils nur in zwei Teile zerlegt werden, dureh 
Verwendung versehiedener Tierarten und Einze]tiere die Yer- 
teilung der Cytoplasmabestandtei]e auf die beiden Zel]teile so 
variieren l~13t, dab man hoffen konnte, die Enzym]okalisierung 
dutch vergleichende qualitative Yersuche bestimmen zu kSnnen, 
vorausgesetzt, dal3 es sieh, der in der Einteilung erw~hnten 
Hypothese gem~13, bei allen Zellarten um dleselben, morphologiseh 
definierten Enzymtr~ger (z. B. die Mitoehondrien) handle. Diese 
Hoffnung tras aber nicht zu. Es zeigte sich, da~ immer beide 
Zellteile eine gewisse Enzymaktivit~t bes~l~en, unabh~ngig davon, 
wie die Schiehten der Zellbestandteile kombiniert sein moehten. 
Dus Ergebnis dieser vergleichenden Versuehe war also nur das 
negative, dab die Enzymtr~ger, vollst~ndige Entmisehung beim 
Zentrifugieren vorausgesetzt, nicht mit Partikeln identiseh sein 
konnten, die sich naeh dem Zentrifugieren ausschliel31ich in einem 

der beiden Zellteile vorfanden. Solcherart konnten ullm~hlieh 
mit mehr oder weniger grol~er Wahrscheinliehkeit der Zellkern 
und alle Granula ausgeschlossen werden und es blieb ein einziger 
Zellbestandteil ~]s wahrseheinlieher Enzymtr~ger fibrig, n~mlieh 
die hyaline Grundsubstanz des Cytoplasmas. 

Diese Grundsubstanz oder Matrix, wie wir sie der Kiirze 
ha]ber im folgenden nennen wollen, ist der einzige Zelibestand- 
teil, der unter allen Umst~nden in beiden Zellteilen vorkommt. 
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Sie finder sich n~m]ich nicht nut  in der kSrnerfreien Sehicht 
(vgl. Fig. 1), sondern auch in allen anderen Sehichten, da sie die 
Zwischenr~ume zwischen den Partike]n ausfiillt. Es handelte sich 
also nun darum, einen quan[itativen Zusammenhang zwischen der 
Verteilung der Matrix und der u der Enzymaktivit~t 
aufzufinden. 

Zu dlesem Zwecke mul3ten die Volumina der verschie- 
denen Zellbestandteile bestimm[ werden. Dies ist zuerst yon 
E. N. HAaVEY15 an den Eiern yon Arbacia durehgefiihrt worclen 
und konnte dann auch auf andere Eiarten iibertragen werden. 
Das schlie~lich angewendete Verfahren ist folgendes: Die zum 
Enzymversueh bestimmten Eier werden naeh dem Zentrifugieren 
photographlert, wobei man darauf aehtet, Bilder aller Stadien II  
bis IV (Fig. 1) zu bekommen und eventuell die Zentrifugierung 
entspreehend leitet. Auf den Photographien mist man die Durch- 
messer der Eier und Eiteile, sowie die H~hen der einzelnen 
Schichten. Man w~hlt hierzu Eier, die der Idealform eines Rota- 
tionsellipsoides so nahe wle mSglieh kommen und bereehnet 
sodann die Volumina des ganzen Eies (oder Eiteiles) und der 
einzelnen Schichten. Die ]etzteren miissen ffir den Paekungseffekt 
korrigiert werden, der fiir kugelfgrmige Partikel unci diehtest 
mSgliehe Paekung 74~ betr~gt, d. h. 74% des dureh die Sehieht 
gegebenen Ellipsoidsegmentes stellen unter diesen Voraussetzungen 
das tats~chliehe u  der Partikel dar, unabh~ngig yon 
deren Grille. 

Ob die Packung vollst~ndig war, wurde gepriift, indem man die Schicht- 
dimensionen verschieden lange zentrifugierter Eier verglich. Sobald nach einer 
gewissen Zentrifugierungszeit das Volumen der Sehichten konstant geworden 
war, wurde die Packung als vollst~ndig angesehen. Die zweite Voraussetzung, 
die kugelfSrmige Gestalt der Partikel, ist experimentell schwer zu prSfen. Dem 
mikroskopischen Augenschein nach scheinen bei den hier verarbeiteten Eiern 
keine gr6beren Abweichungen hiervon vorzukommen. Auch eine eventuelle De- 
formation der Partikel beim Zentrifugieren ist nicht yon vornherein auszu- 
schlieBen, doch deutet die Leichtigkeit, mit der sich der Zellinhalt nach dem 
Zentrifugieren wieder vermischt, darauf hin, dal] etwa stattfindende Deformationen 
jedenfalls nicht stark genug sind, um Adh~sionen oder gar Verschmelzungen 
der Granula herbeizuffihren. 

Jedenfalls wurde im vorliegendem Falle, im Anschlu~ an 
E. I% ttARW~5, das Partikelvolumen unter der Annahme voll- 
st~ndiger Paekung kugelf~rmiger Teilehen bereehnet und das 
Volumen der Matrix sodann als Differenz zwisehen dem Gesamt- 

,5 E. N. HARwv, Biol. Bull. 62 (1932) 141. 



Enzymv, er~eilung im Proto,p,la,sm~ 303 

volumen der Zellen oder Zellteile und dem Volumen der darin 
enthaltenen Partikel erhalten. Die be~reffenden Werte sind in den 
Tabellen 3, 5, 6 und 9 zu finden. 

Zum Verglelch der Verteilung der Matrix mit der Vertei- 
lung der Enzyme wurde das Verh~ltnis der Matrixvolumina beider 
Eiteile und das entsprechende Verh~ltnis der Enzymmengen ge- 
bildet. Diese Zahlen sind ebenfalls in den Tabellen angefiihrt 
(vorletzte und letzte Kolonne). Aul3erdem wurde zu Vergleichs- 
zwecken auch das Verh~ltnis der Gesamtvolumina der Eiteile in 
die Tabellen aufgenommen (drittletzte Kolonne). Die Volumlna 
der einzelnen Granulaarten in den Vergleich einzubeziehen, h~tte 
schon deshalb keinen Sinn, weft die meisten derselben nur in 
einem Eiteil anf t re ten  

V .  V e r s u c h s e r g e b n i s s e .  

A. Peptidase. 

1. A r b a c i a  p u n e t u l a t a .  
Die Eier dieses Seeigels sind aasgezeichnete Objekte fiir die 

in Absehnitt I I  dargestellte reine Zentrifugierungsmethodik. Die 

Tabelle 3 (12). 
Arbacia, Peptidase: 10 Eier~ 18 Stunden bei 40 ~ 

Fett 1 ~, Mitoehondrien 5 ~, Dotter 27 o~, Pigment 6 ~, Matrix 61 
(E. N. HARVEY iS). 

~aIIze  
Eier 

unbe- 
handel~ 

zentri- 
fugierr 

Oberteile (0) 

Unterteile (U) 

o + u  

Aktivit~it ill 
m m  3 n/20 HCI 

fugue n I Mfftel 

4"83 
4"81 
4"79 

4:'77 
4"65 
4"77 

3"39 
5"37 3"35 
3"29 

0"85 
1"03 0"98 4"46 
t'05 

4"75 4"62 
4"49 

Durchmesser 
in 

Mittel aus 
9 Messungen  

" 67 
(66"5--67"5) 

54 
(52"5--55) 

~ , / ~ a  - o / u - -  

52 
(5O'5--52"5) 

1"1 3"2 

- -  I-- 
Aktivi- I 

tat 
o/u 

3"4 
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Durchsehniirung der stratifizierten Eier vollzieht sich fast immer 
ganz glelchartig bei allen Eiern eines Tieres und ]ies meist 
etwa gleiehgrol~e, kugelige Eiteile. Die respektiven Volumina 
dieser Teile sind bemerkenswert konstant. Dies entsch~idigt fiir 
die nieht sehr hohe Peptidaseaktivit~t der Eier, die es erforder- 
lich maehte, mit 10 Eiern oder Eiteilen pro Enzymbestimmung 
zu arbeiten. Ein typiseher u ist zusammengefal3t in der 
Tabelle 3, die wohl keiner weiteren Erliiuterung bedars 

Die GleiehfSrmigkeit der Durehsehniirung bei dieser Eiart 
hat den einen Naehtei], da~ der Matrixquotient der Eiteile im 
allgemeinen nur dadureh variiert werden kann, dal3 man die Eier 
verschiedener Muttertiere verwendet. Fiir unsere Zweeke w~tre 
es aber gerade wertvoll, eine solehe Quotientenverschiebung an 
unmittelbar vergleiehbaren Eiern vornehmen zu ktinnen. Es zeigte 
sich nun, dal~ in seltenen F~illen aus unbekannten Ursachen bei 

~anze 
Eier 

Durch- 
schnfi- 
rungs- 
niveau 

1 

Durch- 
schnfi- 
rungs- 
niveau 

2 

unbe- 
handelt 

zentri- 
fagiert 

Grol~e 0 

KleineU 

T a b e l l e  4 (,3). 
Arbaeia, Peptidase: 10 Eier, 18 Stunden bei 40% 

Aktivitiit  in 
mma n/20 HCI 

fug~en Mittel 

6"18 5"86 
5"96 5"98 
6"14 6"16 

6"02 
5"84 
6"08 
5"96 

4"52 
4"62 
4"58 

5"76 
1"14 
1"14 
1"26 

Durchmesser  
in ~ Volu- 

mina Mittel aus O/U 
9 Messungen 

73 
(72"5 --74) 

60 
(58-62) 

1"4 

54 
(52"5-56) 

I 
I Kleine 0 3"26 

3"28 
3"16 

Grol~e U 2'42 
2"46 
2"54 
2"52 

5"72 

51 
(48"5 --52"5) 

61 
(59--62) 

0"6 

Matrix 
o/o 

4"1 

1"2 

Aktivi- 
tvit 

O/U 

3"9 

1"3 



Enzymv.erteilung im Protoplasma 305 

den Eiern eines Mu~tertieres zwei (and nur zwei) Durehsehnfi- 
rungsebenen auftreten. Hierbei werden also vier versehiedene 
(untereinander jewei]s wieder gleieh grol~e) Eiteile gebildet, deren 
Vo]umina nnd Aktivitiiten sieh paarweise zu den ffir das unbe- 
handelte Ei geltenden Werten summieren. 

Man kann die einander erg~nzenden Eiteilpaare unter dem 
Mikroskop naeh ihrer G r ~ e  nnterscheiden and in normaler 
Weise verarbeiten. Wie Tabelle 4 zeigt, stimmt aueh in diesem 
Falle die Verteilung der Matrix mit der Enzymver~eilung iiberein. 

Ffir Versuehe dieser letzteren Ar t  noch besser geeignet sind 
die Eier des Eehinodermen 

2. E c h i n a r a c h n i u s  p a r m a .  

Diese Eier stratifizieren sich zwar gut, teilen sich aber in 
tier Zen{rifuge sehwer and ungleichm~iBig. Ihre' Peptidaseak~ivitiit 
ist jedoeh so groB, dal3 ein Ei zur Enzymbestimm~lng geniigt and 
aul~erdem sind sie ihrer Konsistenz nach zu mikrurg'ischen Ope- 
rationen sehr geeignet. Es wurde daher so vorgegangen, dab die 
Eier in der Zentrifuge stratifiziert und sodann mit dem Mikro- 
manipulator dareh einen parallel mit den Sehiehtungsebenen ge- 
ffihrten Sehnitt zerteilt warden. Das Volumenverh~ltnis der beiden 
Ei~eile konn~e also in diesem Fal]e ganz willk~irlich variier[ 
werden. Tabe]le 5 fM3t die mit den Eiern zweier Individuen an- 
gestellten Versuehe zusammen and ze~gt~ dal~ in allen F~llen 
(aueh bei Variation des Matrixquo~enten um eine ganze Zehner- 
potenz, vgl. Versuehe 6 and 7) die Verteilung der Matrix der 
Enzymverteilung parallel geht. 

3. C h a e t o p t e r u s  p e r g a m e n t a e e u s .  

Die Eier dieses Tieres verhal~en sich sehr ~hnlich denen yon Arbacia. Der 
in Tabelle 6 wiedergegebene Versuch wird hier nut angefflhrt~ weil das Tier zu 
den Wfirmern gehSrt. Die Gleichartigkeit des u deutet also 
darauf tiin, dM~ die hier studierte Erscheinung nicht auf Echinodermeneier be- 
schr~nkt ist. 

4. P s a m m e e h i n u s  mi l i a r i s .  

An den Eiern dieser Seeigel hat PHILIPSON 19- 1933 im Carls- 
berg-Laboratorium erstmalig die Verteilung der Peptidase auf 
zentrifugierte Eitei]e uniersueht, jedoeh keine Messungen fiber 
die Verteilung der Zellbestandteile angestellt. Die damals aus 
PmLIPSONs Versuehen gezogenen Schliisse werden ira Absehnitt VI 
erw~hnt werden. 
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T a b e l l e  5 (18). 

Echinarachnius, Peptidase: I Ei, 18 Stunden bei 40 ~ 
Fett  1 ~ ,  Dotter 44 ~ ,  andere Granula 14 ~ ,  Matrix 41 ~ (D. P. COST~LLO*). 

Aktivit~it in 
ram8 n/20 HCI Volu- Matrix Aktivi- 

mina t a t  

Eiteile ganzes Ei O/U O/U O/U 

Unbehandel t  - -  3'36 _ _ _ 
3"04 

Z e n t r i ~ g i e r t  - -  3"16 
- -  3"26 - -  - -  - -  

3"30 

1 O 0"76 3"28 1"3 3"6 3"3 
U 2"52 

2 O 1"54 3"14 0"5 1"2 1"0 
U 1"60 

3 0 1"08 3"52 1"0 2"1 2"3 
U 2"44 

Unbehandelt  

0 
U 

4"44 
4"96 
4"34 
4'40 

3"26 
1"64 

Ganze 
Eier 

Zentrifugiert  - -  3"84 

- -  4"08 

4 0 1"48 4"40 0"8 1"9 2"0 
U 2"92 

5 0 1"16 3"96 1"1 2"4 2"4 
U 2"80 

6 O 0"76 5"02 2"7 4"9 5"6 
U 4"26 

7 4"90 0"37 0"45 0"50 

* Privatmittei lung.  

Hier sei nur  angefiihrt, dab PmLIPSO~S Resuliate durchaus reproduziert  
werden konnten,  und  daft sich bei Best immung der Matrixverteilung zeigte, 
dab auch in dieson Eiern Peptidase- und  Matrixverteilung einander folgen le. Auf 

16 H. Ho~.TER, ungedruckt ,  vorgetragen auf dem IV. Internat ionalen Cyto- 
logenkongrel], Kopenhagen, August  1936. 



En'z),-mv,ert, eilung im Proto,plasma 307 

T a b e l l e  6 (Is). 
Chaetopterus, Peptidase: 5 Eier, 18 Stunden bei 40 ~ 

Fett 6"5 ~.  Dotter und andere Granula 37"5 ~,  Matrix 56 ~.  

g e  ~ 

funden 

Aktivit~it in 
ram3 n/20 HCI 

Unbe- 3"88 
handelt I 3"80 

G a n z e / - - i - - - -  
Eier / Zentri- I 3"78 

fugiert 3"88 
3"84 

Mittel 

3"84 

Durchmesser 
in 

Mittel aus 
9Messungen 

94"5 
(93--96) 

Volu- 
mina 
O/U 

0berteile (0) 

Unterteile (U) 

O+U 

2"82 
3"01 
3"18 
2'86 

1 "00 
0"96 
0"84 
1"04 

3"94 

2"98 

0"96 

3"94 

8O 
(78"5--82"5) 

69"5 
(67"5--71) 

1"6 

Matrix 
O/U 

3"0 

Aktivi- 
tat 
O/U 

3"1 

die tabellarische Anfiihrung eines Versuchsbeispieles (die Tabelle wfirde etwa 
ebenso aussehen wie Tabelle 3) wird der Raumersparnis wegen verzichtet. Eine 
Angabe fiber die Volumenverhgltnisse der Zellbestandteile finder sich in Tabelle 9. 

5. Die Rolle  des Zel lkernes .  

In den bis jetzt besproehenen Beisplelen ist das Volumen 
des sleh~baren Zellkernes klein im Verhgltnis zu den Volumina 
der anderen Zellbestand~eile. Da der Kern naeh dem Zen~rifu- 
gieren nnr in einem Eiteil (nnd zwar immer im leieh~eren ,,Ober- 
teil") entha]~en ist, seheidet er ohne weiteres als einziger Tr~ger 
der Pep~idaseaktivi~gt aus. Ob die Anwesenheit des Kernes im 
nnzentrifugierten Ei einen Einftul3 auf die Pep~idaseaktivit~ hat, 
wurde an den Eiern yon Dendraster excentricus nntersucht 7. Der 
Kern dieser Eier liegt exzentrisch und konn~e dureh Zersehneiden 
der Eier mit dem }r in einer Eihglfte isoliert 
werden. Aus einem Vergleich der Enzymaktivi~gten der beiden 
Eihglften lie~ sieh jedoeh kein anderer sieherer Sehlul~ ziehen 
als der, dal3 der Einilnl3 des Kernes auf die Peptidasewirkung, 
wenn iiberhaupt vorhanden, gering sein miisse. 
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Man muB nun aber bedenken, dab es sich in allen bis jetzt er- 
w~hnten F$llen um Eier gehandelt hat, die die Rei fe te ihng schon 
[iberstanden hatten. Der grSBte Tell der Substanz des unreifen 
Kernes ist hierbei in das Cytoplasma iibergegangen und der sicht- 
bare Kern ist nur ein Rest des urspriinglich vorhandenen und nieht 
als typiseher Zellkern zu betrachten. Es war also auf  Grund dieser 
Versuche die Mgglichkeit durchaus nieht auszuschlieBen, dab die 
Peptidaseaktivitgt der im Cytoplasma verteilten Kernsubstanz zuzu- 
sehreiben sei (Literatur fiber die eventuelle enzymatische l~olle des 
Zellkerns vgl. z. B. bei SgAPmo ~). Zur Priifung dieser Frage an 
einem Objekt rait normalem Nucleus wurde die Peptidaseaktivit~t 
yon Amoeba prote~ts untersuch~ ~. Der Kern dieser Organismen kann 
mit Hilfe der Glasnadel des Mikromanipulators aus der Zelle ent- 
fernt werden. Dies gelingt, wenn vorsiehtig durehgefiihrt, ohne Ver- 
lust yon Cytop]asma, und die kernlosen Am~ben bleiben nach 
der Operation noch lgngere Zeit (his zu 72 Stunden) beweglieh. 

T a b e l l e  7(1~). 
Amoeba proteus, Peptidase: 4 AmSben pro Enzymbestimmung, 24 Stunden bei 40 ~ 

Versuchsobjekt Aktivitat in rams n/20 HC1 Mittel 

Normale . . . . . . . . . .  

Normale nach 24stfind. Fasten 

Kernlose, sogleieh . . . . .  

Kernlose nach 24 Stunden . . 

1"69, 1"72, 3"10, 1"74, 2"18, 2"52 

1"51, 2"17, 2"67, 2"14, 2"30 

1"85, 2"23, 2"04 

1"78, 2"26, 1"90, 2"08, 2"26 

(2"16) 
(2"19) 
(2"04) 

(2'06) 
Wie aus Tabelle 7 hervorgeht, hat  die Entfernung des 

Kernes keinen Einflul~ auf die Pepfidaseaktivitgt. Auch ein all- 
mghliches Verarmen an Enzym nach der Operation tr i t t  nicht 
ein, zumindest nicht innerhalb der ersten 24 Stunden. 

Es sei aasdriieklich darauf hingewiesen, daft man bei der Bearteilung 
dieses u nicht vergessen daft, dab die (in Klammern) angefahrten Mitfel- 
werte die Mittel aas Einzelaktivitaten sind, welehe mehr voneinander abweichen, 
ale die Einzelaktivit~ten der Eier. Ganzlich lgflt sieh ein Einflufl des Kernes auf 
die Peptidaseaktivitgt daher aueh auf Grand dieses Versuches nieht ausschliellen, 
wohl aber glauben wir sagen zu kSnnen, daf] yon eider ausschlieflliehen oder auch 
nur fiberwiegenden Bindung dieses Enzymes an die Kernsubstanz wohl nieht 
die Rede sein kann. 

Der grol]en Einzelvariationen wegen verzichten wir aueh darauf, ein Zahlen- 
beispiel ffir die Verteilang der Peptidaseaktivit~ten aus zentrifugierte and dann 
zersehnittene AmSben anzufiihren. Die Form auch der zentrifugierten Am6ben ist 
zu unregelm~fiig, um halbwegs verlal~liche Volumenbestimmungen auf Grund yon 
Zeichnungen oder Photographien zuzulassen. Direk~e Yolumenmessungen sind 
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zwar mSglieh 17, wurden in Verbindung mit Enzymbestimmungen bis jetzt aber 
noch nicht vorgenommen. 

Doeh kSnnen wir auf Grund der vorliegenden Versuche immerhin sagen, 
dal~ sieh die AmSben qualitativ (and soweit aus Sch~tzungen geschlossen werden 
kann, auch grob quantitativ) ebenso verhalten wie die Eize]len. Auch hier ist die 
Annahme einer Peptidaselokalisierung in der Matrix die allen Versuchsergeb- 
nissen am besten gerecht werdende Arbeitshypothese. 

6. E i h i i l l e .  

Zuletzt mSchten wir noch einige Versuehe anfiihren, die mit den Eiern 
der Echinodermen Dendraster excentricus and Echinarachnius parma angestellt 
warden. Die alle untersuchten Eier umgebende, darehsichfige Geleehiille ist bei 
diesen beiden Eiarfen besonders gat entwickelt und mit einigen Pigmentk6rnern 
versehen. Beim Zentrifugieren geht sie verloren. Von unzentrifagierten Eiern kann 
sie mit dem Mikromanipalator ohne Schi~digung der eigentlichen Eimembran ab- 
gelSst werden. Bei den in Absehnitt IV erwi~hnten u wurde 
sie nicht beriicksichtigt. Es ist daher vieUeieht nieht tiberfliissig, darauf hinza- 
weisen, daI~ sie, wie aas Tabelle 8 hervorgeht, peptidasefrei ist. 

Tabe l l e  8 (7, 13). 

Dendraster excentricus, Peptidase: 1 El, 4"5 Stunden bei 40 ~ 

Versuchsobiekt gefundene Aktivit~t in mm~ n/20 HC1 

Ei -}- Gelee . . . . . .  

Ei ohne Gelee . . . . .  

Gelee allein . . . . . .  

1"26 1"26 

1"18 1"12 
1"26 1"16 

--  0"04 + 0"06 
-]- 0"08 0"00 

Mittel 

1"26 

1"18 

0"03 

Echinarachnius parma, Peptidase: 1 Ei, 18 Stunden bei 40 ~ 

Ei -]- Gelee . . . . . .  

Ei ohne Gelee . . . . .  

Gelee allein . . . . .  

4"44 4"96 3"84 

4"34 4"40 4"08 

0"22 - -  0"04 0"06 

4"41 

4"27 

0"08 

B.  K a t a l a s e .  

Die  V e r t e i l u n g  dieses E n z y m e s  wurde  bis  j e t z t  n u r  an  den 

E i e r n  e iner  e inz igen  A r t ,  P s a m m e e h i n u s  mi l i a r i s ,  u n t e r s u e h t  16. 

Das  E n z y m  v e r h ~ l t  s ich g a n z  so wie  Pep t idase ,  wie aus  dem in  

Tabe l ]e  9 w i e d e r g e g e b e n e n  t y p i s e h e n  V e r s u c h  zu  e r sehen  ist .  Die  

Tabe l l e  b e d a r f  k e i n e r  w e i t e r e n  E r l ~ u t e r u n g  aul~er dem t t i n w e i s ,  

dat~ die E n z y m m e n g e n  h i e r  du rch  G e s e h w i n d l g k e i t s k o n s t a n t e n  

a u s g e d r i i e k t  sind. 

17 H. W. C~ALKL~V, Physiol. Zool. 2 (1929) 535. 
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VI. Diskussion der Versuchsergebnisse. 
Wir wollen hier nicht n~her auf die Behandlung der einzelnen 

miigliehen Fehlerquellen eingehen, sondern diesbeziiglieh anf die 
schon veriiffentlichten 7, 12 ~3 oder noch zu verSffentlichenden 
Originalarbeiten verweisen. Hier sei nur summariseh gesagt, da$ 
unserer Meinung nach alle Versuehe die Annahme stiitzen, 
da$ die Enzyme Peptidase nnd Kata]ase in der hyalinen Grund- 
substanz (Matrix) des Cytoplasmas ]okalisiert seien. Dies be- 
deutet natiirlieh nieht, da$ die Matrix ohne weiteres als aus- 
schliefllicher Tr~ger der beiden Enzyme zu betraehten sei. Die 
Feh]erbreite der Yersuche, die auf etwa 10--20% veransehlagt 
werden kann und vorl~ufig wohl kaum wesenfiieh zu verbessern 
sein diirfte, gestattet es nieht, eine derartige Aussage sieher zu 
maehen. Wohl aber gestattet sie es, mlt aller Sicherheit die um- 

T a b e l l e  9 (16). 

Psammechinus, Katalase: 4 Eier, 60 Minuten bei 0 ~ 
Fett + Dotr 55 %, Mitochondrien 4 %, Matrix 41 ~.  

i 

=" Aktivit/tt k X I05 Aktivititt 

gefunden ] Mittel O/U 

Intakte Eier 44 49 49 
47 56 

Oberteile (0) 

Unterteile (U) 

21 26 
20 27 22 
18 19 

20 19 
25 23 21 
17 

Volumina Matrix 
O/U O/U 

2"9 0"9 1"0 

gekehrte Annahme, dab die beiden Enzyme ganz oder iiberwie- 
gend granular gebunden seien, zu verneinen. 

Es erhebt sieh nun die Frage, ob dieses Ergebnis mit den 
eingangs erw~hnten cytologischen Befunden iiber die enzymatische 
Funktion der Granula vereinbart werden kann. Es glbt ver- 
sehiedene Miig]iehkeiten zur Erkl~rung der Uniibereinsfimmung: 

1. Die meisten eytologischen Befunde wurden an Material 
gewonnen, das in mehreren ]~eziehungen yon dem yon uns ver- 
arbeiteten abweicht. Es wird natiirlich noch vieler u be- 
diirfen, ehe man dariiber urteilen kann, ob die hier mitgeteilten 
Befunde allgemein oder nur fiir einzelne Zellarten gelten. 
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2. Die Angaben der Cytologen, um welche Enzyme es sich 
eigentlich handelt, sind im allgemeinen sehr rage and k~nnen 
aus methodischen Griinden aueh kaum anders sein. Es wird 
meistens einfaeh yon ,,Enzymen" gesprochen and nur in wenigen 
F~llen waren speziellere Angaben fiber profeolytische Enzyme 8, 
Amylase ~, oder Atmungsfermente ~, is m~glieh. Peptidase oder 
Kataiase als solehe warden unseres Wissens nie als granular 
gebunden genannt und es ist natiirlieh durehaus m~glieh, dal3 
diese beiden Enzyme vine Sonderstellung einnehmen. Bet der 
Katalase, als deren einzige physiologisehe Funktion h~ufig die 
m~gliehst schnelle Wegschaffung dos als Zwisehenprodukt. des 
Stoffweehsels auftretenden und in h~heren Konzentrat.ionen to- 
xisehen Wasserstoffperoxydes angesehen wird, w~re die An- 
nahme ether solehen auf mSg]iehst diffuser u und All- 
gegenwart beruhenden Sonderste]lung sogar recht naheliegend. 
Schwieriger ist es, auf Grand unserer bisherigen Kennt.nisse 
fiber die Funktion der Peptidase diesem Enzym eine ~hnliche 
Rolle zuzusehreiben, doch kann dies gewil3 nieht yon vornherein 
ausgeschlossen werden. Wit  wo]len jedenfal]s auf Grand der 
bier mitgeteilten Versuehe auf andere Enzyme ebensowenig wie 
auf andere Tierarten schliel3en. 

3. Eine dritte MSglichkeit., die cytologischen und die histo- 
chemischen Befande unter einen Hut zu bringen, liegt darin, dal3 
man die als Enzymtr'~ger angesproehenen Granula nieht als 
Tr~ger, sondern als Produzenten yon Enzym betraehtet. Besonders 
die Cytologie der Drfisenzellen bietet viele Anhalt.spunkte fiir 
eine so]ehe Auffassung. Wir kSnnen, wie oben angedeutet, auf 
Grund der bier mitgeteilten Versache nicht aussehliel3en, dal3 
Peptidase oder Katalase yon, sagen wir, den Mit.oehondrien in 
die umgebende Matrix sezerniert werde,, vorausgesetzt~ dal~ der 
Sekretionsvorgang nieht eine Anh~ufung yon unter unseren Ver- 
suchsbedingungen aktivem Enzym in den be~reffenden ~'artikeln 
mit sieh fiihrt.. Nur dieser let.ztere Fall kann ausgesch]ossen 
werden. - -  Wie man sieht, ~ffnet sich bier eine Fiille yon Pro- 
blemen (wir weisen nur beispielsweise auf die Rolle eventueller 
Zymogene sowie auf die m~gliehe Verbindung mit. den Eigen- 
sehaften der sogenannten Lye- nnd Desmoenzyme bin), auf die 
bier nicht usher eingegangen werden kann, die aber hoffentlieh 
weiterer experimenteller Bearbeitung zug~nglieh seia werden. 

as A. E. NAVEZ und E. B. HARwv, Biol. Bull. 69 (1935) 342. 
Monatshe~te ftir Chemie, Band 69 "2l 
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4. Schlieglich l~ge die MSglichkeit vor, da$ Granula, welche 
in der ungestSrten Zelle als Enzymtri~ger fungieren, ihren Enzym- 
gehalt beim Zentrifugieren an das umgebende Medium abgeben. 
Ein solches Verhalten seheint uns unwahrscheinlieh angesichts 
der Tatsaehe, da$ der Effekt des Zentrifugierens, wie in Ab- 
sehnitt IT angefiihrt, so sehnell und spontan wieder aufgehoben 
wird. Die Dislokation zweier Endoenzyme wiirde wohl zweifellos 
als elne so sehwere St~rung des chemlsehen Arbeitssystems der 
Zelle anzusehen seth, dab man sich eine prompte Wiecleraufnahme 
der normalen Zellaktivit~t nach dem Zentrifugieren schwer vor- 
stellen k~nnte, zumal dlese Enzyme ja, wie die Versuche zeigen, 
keineswegs sofort wieder an ihre hypothetischen TrOffer gebunden 
wfirden. 

Wir glauben also, das in der Einleitang gestellte Problem 
his auf weiteres als in dem Sinne gelSst betraehten zu diirfen, 
dal3 f~r die Enzyme Dipeptidase und Katalase und die unter- 
suchten Zellarten eine zumindest ganz iiberwiegende Lokalisation 
in der Matrix anzunehmen ist. tIieraus kann noch nicht der 
Schlul3 gezogen werden, dal3 es sieh um eine homogene Enzym- 
verteilung naeh Art einer kolloidalen LSsung in wiil~riger Phase 
handelt, da wlr zu einer solchen Aussage noch zu wenig fiber 
die Natar der Matrix wissen. Es gibt Anzeiehen dafiir, da(3 auch 
dieser Zellbestandteil, obwohl im Mikroskop homogen erseheinend, 
eine gewisse Struktur besitzt. Die Frage des Zusammenhanges 
ether solehen eventuellen Straktur mit den enzymatischen Funk- 
tionen mul3 kfinftiger Bearbeitung iiberlassen werden. 

Schliel~lieh m~ehten wir noch darauf aufmerksam machen, 
dab wir in einer friiheren Arbeit (1~, vgl. aueh 1) selbst auf die 
M~gliehkeit der granul~ren Enzymbindung und die anschei- 
nende Sttitzung dieser Annahme durch T. P~ILiPso~s Versuehe ~ 
hingewiesen haben. 

Wit schrieben damals (nach der Besprechung einiger Yitalf~rbungversuche 
an zentrifagierten Psammechinuseiern): ,Obwohl also dieses u die oben 
erw~hnte Hypothese fiber die enzymatische Fanktion der Mitochondrien za stiilzen 
scheint, mSchten wir doch mit aller Deutlichkeit hervorheben, dab die Peptidase- 
aktivit~t natiirlich auch an alle anderen, bekannten oder anbekannten Form- 
elemente der Eizelle gekniipft sein kann, vorausgesetzt, dab sie beim Zentrifa- 
gieren das beschriebene u zeigen. Eine Entscheidung fiber die enzyma- 
tische Rolle tier Mitochondrien kann, wenn fiberhaupt, nur durch quantitative 
Angaben herbeigefiihlt werden. Solche Angaben kSnnen wir jedoch vorl~ufig 
nieht machen." 
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Diese, wenn auch mit grSl~ten Vorbehalten ausgesprochene, 
Hypothese einer Bindung der Peptidase an Mir ist also 
angesiehr der seither angestellten und bier mitgeteilten quan- 
titativen Versuche fallen gelassen worden. 

Zusammenfassung. 
Die Lokalisa~ion yon Peptidase und Katatase in einigen 

Zellarten wurde durch direkte enzymatische Ana]yse einzelner 
Zellteile studiert. In allen untersuch~en Fgllen wurde gefunden, 
dab die genannten Enzyme der hyalinen Grundsubstanz des Cyto- 
plasmas folgen und nicht in naehweisbaren ~Iengen an granul~re 
Zellbestandteile oder an den Zellkern gebunden sin(]. 

21" 


