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Enzymverteilung im Protoplasma

Von

H. Horrter und K. LinpersTrRoM-LANG

Aus dem Carlsberg Laboratorium, XKopenhagen
Mit einer Figur im Text

(Bingegangen am 26. 8. 1936. Vorgelegt in der Sitzung am 15.10. 1936)

Im Jahre 1934 wurden in einer zusammenfassenden Dar-
stellung ! die allgemeine Problemstellung und die methodischen
Grundlagen einer enzymatischen Histochemie behandelt und tiber
einige mit diesen Methoden erzielten Ergebnisse berichtet. In der
vorliegenden Abhandlung soll der gegenwirtige Stand eines der
dort angeschnittenen Probleme, ndmlich der Enzymverteilung in
der einzelnen Zelle, dargestellt werden.

Hs handelt sich um eine experimentelle Priifung der Hypo-
these, da die Enzyme des Zellinnern nicht gleichmé8ig im Cyto-
plasma verteilt, sondern an granuléire, durch ihr Verhalten gegen
gewisse Farbstoffe definierte, Strukturelemente gebunden sind,
welche als Enzymtréiger fungieren. Als solche Enzymtriiger
werden hiufig die durch Ianusgriin vitalfdrbbaren Mitochondrien
oder die davon angeblich verschiedenen, durch Neutralrot firb-
baren Granula angesehen; diese und #hnliche Fragen (z. B. die
enzymatische Rolle des Zellkerns) wurden namentlich in der cyto-
logischen Literatur viel diskutiert (vgl. z. B. die zusammenfas-
senden Darstellungen von HORNING 2, KOEHRING 3 und SHAPIRO 4).
Wie aus den folgenden Abschnitten hervorgehen wird, brauchen
wir hier auf jene Diskussion nicht n#her einzugehen. Awuch
wollen wir gleich hier betonen, daf wir uns in dieser Abhand-
Jung nicht mit den Xnzymen beschéftigen, die in den Zellen
gewisser hochspezialisierter Gewebe (Verdauungsdriisen u. dgl.)
zu Sekretionszwecken angehduft werden. Uns interessieren vor-
liufig als Untersuchungsobjekte primitivere Zellformen und die
typischen, allgemein verbreiteten Endoenzyme.

In der Wahl der Untersuchungsobjekte und Enzyme wurden
wir natiirlich in erster Linie beeinfluBt durch die Beschrénkungen

t K. LixperstegM-Lane und H. Hourer, Erg. d. Enzymforsch. 3 (1934) 309.
* E. 8. Hornine, Erg. d. Enzymforsch. 2 (1933) 336.

% V. Kogurixe, J. Morph. a. Physiol. 49 (1930) 45.

4 H. Smarmro, J. Cell. a. Comp. Physiol. 6 (1935) 101.
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der chemischen Mikromethodik. Als geeignet erwiesen sich die
Eier einiger wirbellosen Seetiere, sowie Amioben. Als Enzyme
wurden Peptidase und Katalase gewiihlt.

I. Chemische Methodik.

Beziiglich der Bestimmung kleiner enzymatischer Spaltungen
im allgemeinen sei auf die eingangs erwihnte Zusammenfassung '
sowie auf die dieser zugrundeliegenden KEinzelabhandlungen b, ¢
verwiesen. Die von uns verarbeiteten Fliissigkeitsvolumina liegen
in der GréBenordnung von wenigen mm3, die Titrationsgenauig-
keit erlaubt die Messung von Substratverfinderungen in der
GriBenordnung von 5 x 10~% Mol fiir die meisten gangbaren Sub-
strate hydrolytischer Enzyme. Nur die Bestimmung der beiden
hier interessierenden Enzyme Dipeptidase und Katalase sei in
aller Kiirze dargestellt.

A. Dipeptidase.

Als Substrat dient eine 0°2 mol. Losung von Alanyl-glycin, durch Zusatz
von NaOH auf py 75 gebracht. Die enzymhaltigen Objekte werden in ein ab-
gemessenes Volumen (meist 7 mm?®) eines passenden Mediums (verdiinntes Meer-
wasser+Glycerin oder dgl.) eingefithrt, das sich in einem Mikroreaktionsgefai
befindet, die Substratlésung (7 mm?) dazupipettiert, mit einem elektromagnetischen
Rithrer gemischt und das Ganze in einen 40° warmen Thermostaten gesetzt. Auf
Pufferzusatz wird verzichtet, dafiir aber die Spaltung so klein gehalten, daf die
Eigenpufferung des Substrates geniigt, um schidliche py-Verschiebungen wahrend
der Reaktion zu verhindern. Die Reaktion wird nach 18—24 Stunden durch
Zusatz des groBten Teiles der Titrationsssiure (n/20 HCl in 90% Alkohol) sistiert,
ca. 140 mm?® Aceton zugesetzt, das Naphthylrot als Indikator enthilt, und mit
n/20 alkoholischer Salzsiure fertig titriert. Die Biirette ist in !/, mm® eingeteilt,
so daB 0°02 mm?® geschitzt werden konnen. Beziiglich der methodischen Einzel-
heiten vgl. 5 und ", Die Genauigkeit der Methode (maximaler vereinigter Pipet-
tierungs- und Titrationsfehler) ist 0°08 mm?® n/20 HCl, entsprechend 5°6 X 10~ mg
Amino-N.

* K. LmsoersteoM-Laxe und H. Hovrer, C. R. Trav. Lab. Carlsberg 19
(1931) Nr. 4; Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 201 (1931) 9.

¢ Von Abhandlungen methodischen Inhaltes in der Serie ,Beitrige zur
enzymatischen Histochemie® fithren wir hier nur die an, die nach dem Erscheinen
der Zusammenfassung ! veréffentlicht worden sind. Diese sind: Hoppe-Seylers Z.
physiol. Ch. 226 (1934) 173, 227 (1934) 1, 231 (1935) 226, 233 (1935) 174, 237
(1935) 131, 240 (1936) 33; Enzymologia 1 (1936) 92; C.R. Trav. Lab. Carlsberg
20 Nr. 11 (1934) 383, 66; Sér. chim. 21 Nr.1 (1935), Nr. 2 (1935), Nr. 4 (1936),
Nr. 6 (1936), Nr. 7 (1936).

" K. LisperstroM-Laxe, C. R. Trav. Lab. Carlsberg 18, Nr.3 (1933); Hoppe.
Seylers Z. physiol. Ch. 215 (1933) 167.
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Die gefundenen Spaltungswerte in mm® zur Titration verbrauchter Salz-
sdure sind unter den Bedingungen unserer Versuche und im gewshlten Spaltungs-
bereich den Enzymmengen direkt proportional.

B. Katalase.

Die von uns verwendete Methode ist einfach eine Verfeinerung der von
K. G. Sterx® angegebenen jodometrischen Katalasebestimmung. Als Substrat dient
eine 0°01 mol. Losung von H,0, in Phosphatpuffer von py 7°0. Der die Enzymproben
enthaltende Tropfen (7 mm®) wird auf 0° gekiihlt, mit dem ebenfalls vorgekiihlten
Substrat (15 mm3®) vereinigt, vermischt und 60—120 Minuten bei 0° gehalten.
Sistiert wird durch Zusatz von 30 #mm?® 1% Kalinmjodid und b mm® molybdin-
siurehaltiger 30%iger Schwefelsiure. Titration mit n/100-Thiosulfat ans der in?
beschriebenen Biirette. Stéirke als Indikator. Die Genauigkeit der Methode ist
ca. 0°1 mm® n/100 Na,S,0,, entsprechend 17 X 10-5 mg H,0,.

Wie Kontrollversuche gezeigt haben, folgte die H,0,-Zersetzung durch die
Katalase der Untersuchungsobjekte gentigend genau der monomolekularen Reak-
tionsgleichung, um die zu messenden Enzymmengen durch die Geschwindigkeits-
konstante dieser Gleichung ausdriicken zu konnen,

II. Cytologische Methodik.

In der eingangs erwihnten Abhandlung! werden einige
Voraussetzungen und Moglichkeiten fiir quantitative Arbeit auf
histoenzymatischem Gebiet besprochen. Wir haben darauf hinge-
wiesen, daf die Versuchsresultate direkt immer nur iiber Enzym-
lokalisierung etwas aussagen und haben die Schwierigkeiten betont,
welche die physiologische Auswertung der Ergebnisse oft erfihrt.
Im vorliegenden Fall ist dieses Problem insofern vereinfacht, als
uns primir die Enzymlokalisierung interessiert. Andererseits
unterscheidet sich das Cytoplasma als Untersuchungsobjekt von
Geweben und Organen schr wesentlich dadurch, daf es in viel
kleineren Dimensionen heterogen und auBerdem ungeordnet ist,
d. h. daB wir eine Lokalisierung der Formelemente zu Unter-
suchungszwecken erst selbst herbeizufiithren haben. Dies bedingt
den Arbeitsgang, dessen entscheidende Operation darin besteht,
die Bestandteile der Zelle ohne Eingriff in die enzymatischen
Verhiltnisse réumlich voneinander zu trennen und sodann getrennt
auf ihre Enzymaktivitit zu priifen. Die chemische und mecha-
nische Empfindlichkeit der Untersuchungsobjekte erschwert natiir-
lich die vollstindige Trennung der Zellbestandteile und man muf
sich meist damit begniigen, die natiirliche innige Vermischung
des Zellinnern partiell aufzuheben, einzelne Zellbestandteile an
bestimmten Punkten anzureichern, das betreffende Zellstiick daunn
mechanisch zu isolieren und zur Enzymbestimmung zu verwenden.

8 K. G. Sterx, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 204 (1932) 267.
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Die Brauchbarkeit einer solchen Arbeitsweise zu quantitativen
Untersuchungen steht und f#llt mit der Moglichkeit, die Ent-
mischung des Cytoplasmas zahlenmiBig auszudriicken und mit
Zahlenwerten fiir die Enzymverteilung zu vergleichen.

Zur Durchfithrung eines derartigen Arbeitsganges stehen
uns gegenwirtig vor allem zwei Verfahren zur Verfiigung, nim-
lich Zentrifugierung der Zellen und die auf dem Mikromani-
pulator begriindete Technik der Mikrurgie.

1. Zentrifugieren. Wir wollen den Verlauf einer Untersu-
chung, die mit dem ersten der eben genannten Hilfsmittel aus-
kommt, an einem konkreten Beispiel darstellen, néimlich den unbe-
fruchteten Eiern des Seeigels Psammechinus miliaris. Das
ungemein elegante Zentrifugierungsverfahren wurde von E. N.
HARVEY ® angegeben und besteht darin, daB man die Eier an

T ¥4 n v

Kirnerfreie

"///- Gr’l{%/fmz
M/‘:‘ocllandr/en

Fig. 1.

an
&

der Grenzfliche von Meerwasser und einer damit isotonischen,
aber spezifisch schwereren, dem Meerwasser unterschichteten
Rohrzuckerlosung anbringt. Die Dichte der Eier liegt zwischen
der der beiden Losungen. Fiihrt man durch vorsichtiges Rollen
des Zentrifugenrshrchens partielle Mischung der Liosungen herbei,
so erhdlt man in der Zwischenschicht einen Dichtegradienten. Die
Eier sammeln sich in der Zone, die ihrer eigenen Dichte entspricht.

Die angewendete Zentrifugalkraft entspricht ca. 5000 bis
10.000 x Erdschwere, die Zentrifugierungszeit lag zwischen 5 und
15 Minuten. Unter dem FEinfluf des Zentrifugalfeldes entmischt
sich das Cytoplasma und ordnet sich in scharf voneinander ge-
schiedene Schichten, die durch ihr Verhalten gegen Farbstoffe
charakterisiert werden kionnen. Fig. 1 gibt schematisch das Ver-
halten von Psammechinus-Eiern unter dem Einfluf der Zentrifugal-
kraft wieder. I stellt das unbehandelte Ei dar, II dasselbe Ei nach
kurzem Zentrifugieren, zum Ellipsoid gedehnt und mit stratifi-

® E. N. Harvey, Biol. Bull. 61 (1931) 273.
Monatshefte fiir Chemie, Band 69

e
<
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ziertem Inhalt. Bei fortgesetztem Zentrifugieren schniirt sich das
Ei sanduhrartig ein (II]) und teilt sich schlielich in zwei ver-
schieden grofe Teile (IV), die sich, da deren spezifisches Ge-
wicht verschieden ist, in verschiedenen Zonen der Grenzschicht
zwischen Meerwasser und Zuckerlosung ansammeln. Sie kinnen
dem Zentrifugenréhrchen getrennt entnommen und getrennt auf
ihre enzymatische Aktivitdt gepriift werden.

Die Anordnung der einzelnen Cytoplasmabestandteile und die Lage der
Bruchstelle wechseln von Art zu Art und in geringerem Grade von Tier zu Tier.
Aufier den in der Figur angegebenen Bestandieilen finden sich auch oft (z. B.
bei Arbacia) die mit Neutralrot firbbaren Granula als eine fiinfte Schicht, die
jedoch bei dem hier als Beispiel gewithlten Psammechinus-Ei nicht studiert wurde.
Im Einzelnen braucht auf diese qualitativen Verhiltnisse hier nicht niher einge-
gangen zu werden; die quantitativen Verhsltnisse werden in Abschnitt IV be-
sprochen werden.

Hier sei nur noch erwihnt, dafi sowohl Eier wie Amdben
das Zentrifugieren ausgezeichnet vertragen. Der Inhalt unzer-
teilter Zellen (Stadium IT oder ITI) mischt sich nach dem Zentri-
fugieren rasch wieder und die Zelle setzt sodann ihre normalen
Funktionen fort. Ja, im Falle des bis jetzt am besten studierten
Seeigels Arbacia punctulata sind nicht nur die ganzen und strati-
fizierten Kier schon vor dem Wiedermischen des Inhaltes befruch-
tungs- und entwicklungsfihig; sogar die Kiteile konnen getrennt
befruchtet werden und die ersten Stadien der Embryonalentwick-
lung durchlaufen, wobei beim kernlosen Teil (entsprechend dem
unteren Eiteil in Stadium IV der Fig. 1), die Kernsubstanz vom
befruchtenden Spermatozoon geliefert wird (E. B. HARVEY 19).

2. Mikrurgie. Auf die Technik der Operationen an einzelnen
Zellen mit Hilfe des Mikromanipulators kann hier nicht n#her
eingegangen werden. KEs sei diesbeztiglich vor allem auf die
Arbeiten von R. CHAMBERS und T. PETERFI verwiesen (als zusam-
menfassende Darstellung vgl. z. B. PETERFI?). Von uns hier interes-
sierenden Operationen, die mit Hilfe der Glasnadeln des Mikro-
manipulators durchgefiithrt werden konnen, seien vor allem genannt
die Isolierung des Zellkernes von Amoben und Eiern und das
Zerschneiden von zentrifugierten, im Stadium II der Fig. 1 be-
findlichen Zellen, das vor allem wertvoll ist bei Amében und bel
den Eiern gewisser Seeigelarten, bei denen die Zerteilung im
Zentrifugalfeld nicht so verlustlos und gleichférmig vor sich geht

1 E, B. Harvey, Biol. Bull. 62 (1932) 155.

1 T, Péresrr in ,Methodik der wiss. Biologie®, Springer, Berlin 1928, Bd. 1.
S. 559.
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wie in dem durch Fig. 1 dargestellten Beispiel. — Die Operation
muB in diesen Fillen rasch nach dem Zentrifugieren und auf
gekiihlten Objekttrigern ausgefiihrt werden, um das Wiedermischen
des Zellinhaltes vor Beendigung der Operation zu verhindern.

IIl. Aligemeine Bemerkungen und Vorversuche.

Bevor wir zur Besprechung der Ergebnisse iihergehen, die
mit Hilfe dieser Verfahren gewonnen wurden, miissen noch einige
Fragen behandelt werden, die zwar nicht direkt die Enzymver-
tellung im Cytoplasma betreffen, deren Beantwortung aber die
Vorbedingung fiir die experimentelle Bearbeitung des Haupt-
problems bildet.

Die erste betrifft die Aktivitdt des Materiales. Die Objekte
haben Durchmesser von etwa 50—100 u, was bei den ange-
nihert kugeligen Kiern Volumina von 05—4 X103 mm? ent-
spricht. Diese MaBe variieren fiir die verschiedenen Tierarten,
sowie, wenn auch in geringerem Grade, fiir Einzeltiere einer
Art, dagegen nur sehr wenig fiir die Einzeleier desselben Mutter-
tieres. — Die MaBe der Amdben sind natiirlich viel variabler, doch
liegen auch sie in derselben GriBenanordnung. Zur Beleuchtung
der Aktivitdt der Objekte sei beispielsweise angefiihrt, daB 1 Ei
von Dendraster excentricus (Vol. etwa 05X 1072 mm3; Trocken-
gewicht etwa 1X107* myg), in 1 Stunde bei 40° etwa 1 X103 myg
Alanylglycin spaltet. Dies entspricht fiir 1 Ii und eine Reaktions-
zeit von 18 Stunden bei 40° Titrationswerten von 2—3 mms?
n/20 HCl, was durchaus im Arbeitsbereiche der Mikropeptidase-
bestimmung liegt. — Das etwa ebenso groBe Ei von Psammechinus
miliaris spaltet in einer Stunde bei 0° etwa 34X 10—* mg H,0,,
entsprechend einem Titrationswert von 1'5—2 mm3 n/100 Na,S,0,
und einer Geschwindigkeitskonstanten der monomolekularen Reak-
tion k=ca. 6 x10~% Weitere Angaben iiber die Aktivitit der
Untersuchungsobjekte konnen den Tabellen 1 und 2 entnommen
werden.

Praktisch folgt aus diesen Verh#ltnissen, dab man fiir die
" beiden genannten Enzyme mit Proben von 1—10 Eiern oder Ei-
teilen, bzw. ebensovielen Amé6ben pro Versuch auskommt.

Was zweitens die Probenahme betrifft, so gestaltet sich diese
sehr einfach, indem die einzelnen Zellen oder Zellteile unter dem
Mikroskop ausgewihlt und mit Hilfe einer Mikropipette in das
Reaktionsgef#df iiberfiithrt werden. Das Fliissigkeitsvolumen, das

20%
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Tabelle 1 (7, 12, 18, 18) %
Reproduzierbarkeit der Aktivitiitswerte in unbefruchteten Eiern.

Peptidase: Versuchszeit 18 Stunden bei 40°. Zusammensetzung des Mediums vor
dem Substratzusatz: 10% Meerwasser, 30 % Glycerin,

e\ RSN we |
Urechis caupo A 4 501 4'97
505 503
4°89 493
4'91 506
501 498
B 4 382 388
386 384 385
Dendraster excen- | A | 1 296 234
tricus 2'36 226
2°22 220
230 234 229
B 1 1°68 176
1'60 1'68
Psammechinus v 3 431 425
miliaris 425 411 424
XII 3 246 250
2°70 2'55
Echinarachnius A 1 336 316
parma 304 326
380 322
B 1 4'44 4'40
496 3'84
4'34 408 434
Katalase: Versuchszeit 90 Minuten bei 0°. Medium vor dem Substrat-
zusatz: Wasser.
s H,0,-Spaltung 5
. Indi- | Anzahl | "'2-2 k10 :
Tierart viduum |der Bier ml\‘;;zs‘:ggo 1he Y B Mittel
Psammechinus C 4 653 43
miliaris 596 39
561 37
607 40 40
D 4 900 66
887 65
915 68
872 63
794 56 64
* Die den Tabellennummern in Klammern beigefiigten Zahlen bezeich-
nen dieOriginalarbeiten, auf Grund deren die Tabellen zusammengestellt sind.
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dabei mit iiberfiihrt wird, kann im allgemeinen leicht in der
GroBenordnung von 0'1mms gehalten werden. — Prinzipiell wichtig
ist ‘die Frage nach der quantitativen Vergleichbarkeit der
Proben. ‘Wahlen wir ndmlich unter dem Mikroskop zwei Zellteile
aus, die durch Zerschneiden oder mit Hilfe der Zentrifugalkraft
gewonnen wurden und einander zur ganzen Zelle ergéinzen sollen,
so ist die Berechtigung des Mengenvergleichs der Enzyme natiir-
lich davon abhiingig, ob die Summe der Teilaktivititen gleich
der Gesamtaktivitiit der ungestorten Zelle ist. Dieser Vergleich,
der uns dartiber Auskunft gibt, ob beim Zentrifugieren oder
Mikromanipulieren Enzym verloren gegangen ist, hat nur dann
einen Sinn, wenn wir damit rechnen konnen, daf alle Zellen eines
Versuches etwa gleiche Enzymmengen enthalten und nur geringe
individuelle Abweichungen zeigen. Die Tabellen 1 und 2 geben
iiber diese Verhdltnisse Auskunft.

Aus Tabelle 1 geht hervor, wie sehr bei den Eiern die Aktivi-
tdten von Art zu Art und Tier zu Tier variieren. Fiir die Einzel-
eier ein- und desselben Muttertieres dagegen sind die Variationen
viel kleiner und bewegen sich in fiir unsere Zwecke ausreichend
engen Grenzen.

Tabelle 2 ().

Peptidase: Versuchszeit 24 Stunden bei 40°. Zusammensetzung des Medinms vor
Substratzusatz: 0'015 m Phosphatpuffer pg=="7'4.

f

Amoeba proteus 1 1°33 ‘ 279

213 ’ 2'91
2°69 , 3'09 249

. , 1 231 | 295
2'15 2°40

” » 2 3'69 431
3817 521 427

Tabelle 2 zeigt, daf die Einzelaktivititen von Amiben in
viel weiteren Grenzen schwanken, als die von Eiern. Ebenso

12 T, Pururesox, C. R. Trav. Lab. Carlsberg 20 Nr. 3 (1934); Hoppe-Seylers
Z. physiol. Ch. 223 (1933) 119.

13 H. Howrrer, J. Cell. a. Comp. Physiol. 8 (1936) 179.

1 H. Horrer und M. J. Korac, ungedruckt, vorgetragen auf dem IV, Inter-
nationalen CytologenkongreB, Kopenhagen, August 1936.
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verhdlt sich das Volumen der Amgben und qualitativ gehen beide
HEigenschaften parallel, d. h. die gréBten Amében (so weit sich
die Gréfe so veréinderlicher Objekte unter dem Mikroskop beur-
teilen 14Bt) zeigten auch die hchsten Peptidaseaktivititen. Quanti-
tativ werden sich diese Verhiiltnisse erst nach Messung des Vo-
Iumens der enzymatisch untersuchten Amoben priifen lassen, was
bis jetzt noch nicht geschehen ist. Der vorldufig beschrittene
Ausweg war der, nach Mdoglichkeit gleichgrof erscheinende
Ambben auszuwihlen und die Versuchsresultate der groBen Va-
riationsbreite entsprechend vorsichtig zu behandeln.

Die dritte durch Vorversuche zu klirende Frage betrifft die
Sicherung des Kontaktes zwischen Enzym und Substrat. Bei Unter-
suchungsobjekten von der Art der hier bearbeiteten hat die Mes-
sung der Enzymwirkung im allgemeinen unter Bedingungen zu
geschehen, unter denen die Zelle nicht lebensféhig ist. Dies gilt
besonders fiir die osmotischen Beziehungen zwischen Zelle und
umgebendem Medinm. Wir haben uns daher dafiir entschieden,
die Zellen zwar wihrend der einleitenden Operationen so schonend
wie moglich zu behandeln, bei der eigentlichen Enzymmessung
aber auf das ,physiologische Milieu® keine Riicksicht mehr zu
nehmen, sondern vor allem auf die quantitative Erfassung der
ganzen in der Zelle vorhandenen ¥nzymmenge zu achten und
diese unter fiir die Enzymwirkung optimalen Bedingungen zu
messen. Zeigte es sich z. B., daB die unzerstorte Zellmembran bei
der Enzymbestimmung storte, so wurde versucht, sie durch Cyto-
lyse zu sprengen, und dergleichen mehr. Das heifit also, es wurde
fiir jede Tierart durch Vorversuche gepriift, wie das Medium, in
das die Zellen bei der Enzymbestimmung tiberfithrt wurden, be-
schaffen sein mufite (pm, Salzkonzentration, Gehalt an Enzym-
stabilisatoren usw.), um maximale und reproduzierbare Aktivitits-
werte zu gewihrleisten, und wie lange die Zellen in diesem
Medium zu verweilen hatten, bevor durch Zusatz des Substrates
die eigentliche Enzymreaktion eingeleitet wurde. Diese technischen
Einzelheiten, anf die hier nicht n#her eingegangen werden kann,
sind aus den Originalarbeiten zu ersehen (7, 12, 13),

1V. Bestimmung der Verteilung des Zellinhaltes.

Wie schon erwihnt, verhalten sich die verschiedenen Ki-
arten beim Zentrifugieren nicht gleich. Sowohl die Zahl der durch
Vitalfdrbung identifizierbaren Schichten, als auch deren Reihen-
folge (z. B. kommen bei Arbacia Mitochondrien und hyaline Zone
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iiber dem Dotter zu liegen) und GroBenverhiltnisse sind fiir die
einzelnen Tierarten verschieden. Innerhalb derselben Art wechselt
fiir die Eier verschiedener Muttertiere das Niveau, in dem sich
die Eier im Zentrifugalfeld zerteilen.

In dem auf Fig.1 dargestellten Falle z. B. kénnte die Abschniirung sehr
wohl auch tiefer im Innern der Dotterschicht (unter Bildung etwa gleichgroBer
Eihalften) oder in der hyalinen Schicht (unter Abschniirung eines ganz kleinen
Unterteiles) stattgefunden haben.

‘Wohl aber ist bei den Eiarten, die sich iiberhaupt glatt und
ohne Substanzverlust durch Zentrifugieren teilen lassen, das Tei-
lungsnivean fiir ein bestimmtes Tier im allgemeinen konstant.
Darauf beruht ja eben die Moglichkeit, mehrere Eier gleichzeitig
zu zentrifugieren, wobei dann alle Oberteile zu allen Unterteilen
»passen®. Ist dies nicht der Fall, so arbeitet man besser mit dem
Mikromanipulator und einzelnen Eiern, die man nach dem Strati-
fizieren in einander erginzende Teile zerschneidet. Dieses letztere
Verfahren ist auch bei Amdben anzuwenden.

Aus dieser Sachlage geht hervor, daB sich, obwohl die ein-
zelnen Objekte jeweils nur in zwei Teile zerlegt werden, durch
Verwendung verschiedener Tierarten und KEinzeltiere die Ver-
teilung der Cytoplasmabestandteile auf die beiden Zellteile so
varileren 1&Bt, daB man hoffen konnte, die Enzymlokalisierung
durch vergleichende qualitative Versuche bestimmen zu konnen,
vorausgesetzt, dal es sich, der in der Einteilung erwiihnten
Hypothese gem#B, bei allen Zellarten um dieselben, morphologisch
definierten Enzymtriger (z. B. die Mitochondrien) handle. Diese
Hoffnung traf aber nicht zu. Es zeigte sich, daf immer beide
Zellteile eine gewisse Enzymaktivitéit besaBen, unabhiingig davon,
wie die Schichten der Zellbestandteile kombiniert sein mochten.
Das Ergebnis dieser vergleichenden Versuche war also nur das
negative, daB die Enzymtriger, vollstindige Entmischung beim
Zentrifugieren vorausgesetzt, nicht mit Partikeln identisch sein
konnten, die sich nach dem Zentrifugieren ausschlieBlich in einem
der beiden Zellteile vorfanden. Solcherart konntem allm#hlich
mit mehr oder weniger grofer Wahrscheinlichkeit der Zellkern
und alle Granula ausgeschlossen werden und es blieb ein einziger
Zellbestandteil als wahrscheinlicher Enzymtriger ibrig, niimlich
die hyaline Grundsubstanz des Cytoplasmas.

Diese Grundsubstanz oder Matrix, wie wir sie der Kiirze
halber im folgenden nennen wollen, ist der einzige Zellbestand-
teil, der unter allen Umstiinden in beiden Zellteilen vorkommt.
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Sie findet sich nfmlich nicht nur in der kornerfreien Schicht
(vgl. Fig. 1), sondern auch in allen anderen Schichten, da sie die
Zwischenrdume zwischen den Partikeln ausfiillt. Es handelte sich
also nun darum, einen quantitativen Zusammenhang zwischen der
Verteilung der Matrix und der Verteilung der Enzymaktivitit
aufzufinden.

Zu diesem Zwecke muBten die Volumina der verschie-
denen Zellbestandteile bestimmt werden. Dies ist zuerst von
BE. N. HARVEY 15 an den FEiern von Arbacia durchgefiihrt worden
und konnte dann auch auf andere Eiarten iibertragen werden.
Das schliefilich angewendete Verfahren ist folgendes: Die zum
Enzymversuch bestimmten Eier werden nach dem Zentrifugieren
photographiert, wobei man darauf achtet, Bilder aller Stadien IT
bis IV (Fig. 1) zu bekommen und eventuell die Zentrifugierung
entsprechend leitet. Auf den Photographien mi8t man die Durch-
messer der Eier und Kiteile, sowie die Hohen der einzelnen
Schichten. Man w#hlt hierzu Eier, die der Idealform eines Rota-
tionsellipsoides so nahe wie moglich kommen wund berechnet
sodann die Volumina des ganzen Kies (oder Eiteiles) und der
einzelnen Schichten. Die letzteren miissen fiir den Packungseffekt
korrigiert werden, der fiir kugelformige Partikel und dichtest
mogliche Packung 74 % betriigt, d. h. 74% des durch die Schicht
gegebenen Ellipsoidsegmentes stellen unter diesen Voraussetzungen
das tatstichliche Volumen der Partikel dar, unabhéingig von
deren Grife.

Ob die Packung vollstindig war, wurde gepriift, indem man die Schicht-
dimensionen verschieden lange zentrifugierter Eier verglich. Sobald nach einer
gewissen Zentrifugierungszeit das Volumen der Schichten konstant geworden
war, wurde die Packung als vollstindig angesehen. Die zweite Voraussetzung,
die kugelférmige Gestalt der Partikel, ist experimentell schwer zu priifen. Dem
mikroskopischen Augenschein nach scheinen bei den hier verar})eiteten Eiern
keine groberen Abweichungen hiervon vorzmkommen. Auch eine eventnelle De-
formation der Partikel beim Zentrifugieren ist nicht von vornherein auszu-
schliefen, doch deutet die Leichtigkeit, mit der sich der Zellinhalt nach dem
Zentrifugieren wieder vermischt, darauf hin, daB etwa stattfindende Deformationen
jedenfalls nicht stark genug sind, um Adh#sionen oder gar Verschmelzungen
der Granula herbeizufiihren.

Jedenfalls wurde im vorliegendem Falle, im Anschluf an
E. N. HarvEY !5, das Partikelvolumen unter der Annahme voll-
stindiger Packung kugelférmiger Teilchen berechnet und das
Volumen der Matrix sodann als Differenz zwischen dem Gesamt-

15 K. N. Harvey, Biol. Bull. 62 (1932) 141.
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volumen der Zellen oder Zellteile und dem Volumen der darin
enthaltenen Partikel erhalten. Die betreffenden Werte sind in den
Tabellen 3, 5, 6 und 9 zu finden.

Zum Vergleich der Verteilung der Matrix mit der Vertei-
lung der Enzyme wurde das Verh#ltnis der Matrixvolumina beider
Eiteile und das entsprechende Verh#iltnis der Enzymmengen ge-
bildet. Diese Zahlen sind ebenfalls in den Tabellen angefiibhrt
(vorletzte und letzte Kolonne). AuBerdem wurde zu Vergleichs-
zwecken auch das Verhiltnis der Gesamtvolumina der Eiteile in
die Tabellen aufgenommen (drittletzte Kolonne). Die Volumina
der einzelnen Granulaarten in den Vergleich einzubeziehen, hitte
schon deshalb keinen Sinn, weil die meisten derselben nur in
einem Hiteil auftreten.

V. Versuchsergebnisse.
A. Peptidase.

1. Arbacia punctulata.
Die Eier dieses Seeigels sind ausgezeichnete Objekte fiir die
in Abschnitt IT dargestellte reine Zentrifugierungsmethodik. Die

Tabelle 3 (*%).
Arbacia, Peptidase: 10 Eier, 18 Stunden bei 40°.
Fett 19, Mitochondrien 5%, Dotter 27 %, Pigment 6%, Matrix 61%
(E. N. Harvey %5).

P ———————

Alktivitat i
t mm3l¥‘ll/20 I-Iirél Durc'hlmesser Volu- Matyi Aktivi-
| Mittel aus | Tina | MGG | tat
fu%?i_en Mittel 9 Messungen oy o _
|
unbe- 4'83
handelt 4'81
Ganze . 479 -
Eier | | 471 . 67 _.
zentri- | 4°65 (665—675)
fugiert ) 477

Oberteile (0) .| 839
837 | 835 54
3'99 (52'5—5b)

Unterteile (U) 0’85 . . . .
103 | 098 4'46 59 11 32 34
1°05 (50'5—52°D)

040U 475 .
462
4'49
|
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Durchschniirung der stratifizierten Eier vollzieht sich fast immer
ganz gleichartig bei allen Fiern eines Tieres und liefert meist
etwa gleichgroBe, kugelige Eiteile. Die respektiven Volumina
dieser Teile sind bemerkenswert konstant. Dies entschiidigt fiir
die nicht sehr hohe Peptidaseaktivitit der Eier, die es erforder-
lich machte, mit 10 Eiern oder Eiteilen pro Enzymbestimmung
zu arbeiten. Ein typischer Versuch ist zusammengefaBt in der
Tabelle 3, die wohl keiner weiteren Erliuterung bedarf.

Die Gleichférmigkeit der Durchschniirung bei dieser Eiart
hat den einen Nachteil, daf der Matrixquotient der Eiteile im
allgemeinen nur dadurch variiert werden kann, daB man die Eier
verschiedener Muttertiere verwendet. Fiir unsere Zwecke wiire
es aber gerade wertvoll, eine solche Quotientenverschiebung an
unmittelbar vergleichbaren Eiern vornehmen zu konnen. Es zeigte
sich nun, daf in seltenen Fillen aus unbekannten Ursachen bei

Tabelle 4 (*%).
Arbacia, Peptidase: 10 Fier, 18 Stunden bei 40°

\ et
| m%tx;;égtl_;rél Durcil;ln';fsser Volu- Matrix Ak[ivi-
Mittel aus %‘;{? OfU Ot?é
fu%(ei;n [ Mittel | 9 Messungen i
unbe- ! 6’18 586 }
handelt | 595 598
I Ganze ( 614 616 602 73
. - o
D entrie | BB4 (125—74) |
f fagiert 6°08 |
‘ 596 |
GroBe O 452
Dureh- 462 60
schnii- 4°58 (68—62)
rungs- 576 | 14 41 39
nwvean | Kleine U 114
o1 114 54
{ 126 (52'5—56)
1
| Kleine 0 326 |
328 51 .
Durch- 316 (48'5—-52'5)
schn- 79 |————| 06 | 12| 13
rungs- : 572
{ niveau Grofie U 2'42
2 246 61
254 (59—62)
262
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den Eiern eines Muttertieres zwei (und nur zwei) Durchschnii-
rungsebenen auftreten. Hierbei werden also vier verschiedene
(untereinander jeweils wieder gleich grofie) Eiteile gebildet, deren
Volumina und Aktivitdten sich paarweise zu den fiir das unbe-
handelte Ei geltenden Werten summieren.

Man kann die einander erginzenden Kiteilpaare unter dem
Mikroskop mnach ihrer GroBe unterscheiden und in normaler
Weise verarbeiten. Wie Tabelle 4 zeigt, stimmt auch in diesem
Falle die Verteilung der Matrix mit der Enzymverteilung iiberein.

Fiir Versuche dieser letzteren Art noch besser geeignet sind
die Eier des Echinodermen

2. Echinarachnius parma.

Diese Eier stratifizieren sich zwar gut, teilen sich aber in
der Zentrifuge schwer und ungleichmiiBig. Thre Peptidaseaktivitiit
ist jedoch so groB, daB ein Ei zur Enzymbestimmung geniigt und
auBerdem sind sie ibrer Konsistenz nach zu mikrurgischen Ope-
rationen sehr geeignet. Es wurde daher so vorgegangen, daB die
Eier in der Zentrifuge stratifiziert und sodann mit dem Mikro-
manipulator durch einen parallel mit den Schichtungsebenen ge-
fiihrten Schnitt zerteilt wurden. Das Volumenverh&ltnis der beiden
Eiteile konnte also in diesem Falle ganz willkiirlich variiert
werden. Tabelle b faBt die mit den Eiern zweier Individuen an-
gestellten Versuche zusammen und zeigt, daB in allen Fillen
(auch bei Variation des Matrixquotienten um eine ganze Zehner-
potenz, vgl. Versuche 6 und 7) die Verteilung der Matrix der
Enzymverteilung parallel geht.

3. Chaetopterus pergamentaceus.

Die Eier dieses Tieres verhalten sich sehr @hnlich denen von Arbacia. Der
in Tabelle 6 wiedergegebene Versuch wird hier nur angefithrt, weil das Tier zu
den Wirmern gehért. Die Gleichartigkeit des Versuchsergebnisses deutet also
darauf hin, daB die hier studierte Erscheinung nicht auf Echinodermeneier be-
schrinkt ist.

4, Psammechinus miliaris.

An den Eiern dieser Seeigel hat Prrrieson 12 1933 im Carls-
berg-Laboratorium erstmalig die Verteilung der Peptidase auf
zentrifugierte Eiteile untersucht, jedoch keine Messungen iiber
die Verteilung der Zellbestandteile angestellt. Die damals aus
PrILipsoNs Versuchen gezogenen Schliisse werden im Abschnitt VI
erwihnt werden.
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Tabelle 5(%).
Echinarachnius, Peptidase: 1 Ei, 18 Stunden bei 40°.

Fett 1%, Dotter 44 %, andere Granula 14 %, Matrix 41% (D. P. Cosrziro¥).

-

* Privatmitteilung.

Aktivitat in »
mms3 nf20 HCI \f;ill;xa- Mg}gx Aktg:vx-
Eiteile ganzes Ei 9/U oy
Unbehandelt - 3'36 _ _ _
— 304
Ga:nze
Eier Zentrifugiert — 3'16
— 3'26 — — —
— 330
1 0 076 . . . .
3'2 13 36 3'3
U 2'52 8
2 0 1'54 . . o | .
3’14 0'h 12 10
U 1'60 ‘
. |
3 0 1'08 . . . .
352 1 21 | 2
U 2'44 0 3
Unbehandelt — 4'44
— 496 . _ _
Ganze - 4:34
Eier - 4'40
Zentrifugiert — ’l 3'84 . _ _
— I‘ 4°08
| .
4 o | 148 440 | 08 19 20
U ‘ 292
) ) 1'16 396 11 o4 94
U 280
| , ]
6 0 076 502 o7 49 56
U 4'26
7 Y 326 490 0'37 045 050
U 164

Hier sei nur angefithrt, daB Pamresons Resultate durchaus reproduziert
werden konnten, und daB sich bei Bestimmung der Matrixverteilung zeigte,
daf auch in diesen Eiern Peptidase- und Matrixverteilung einander folgen'®. Auf

16 H, Hovrer, ungedruckt, vorgetragen aunf dem IV. Internationalen Cyto-

logenkongrel, Kopenhagen, August 1936.
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Tabelle 6(%).
Chaetopterus, Peptidase: 5 Eier, 18 Stunden bei 40°
Fett 6°5%. Dotter und andere Granula 87°59%, Matrix 56 9% .

| ,,IA,E:}“S/%I}I& Durghmesser Volu- - | Aktivi-
now f Matrix 5
Mittel aus Py o/u St
o | Mitter | 9 Messungen | OV o
Unbe- 3'88
| handelt 3'80
1 Ganze ¥4 ue
Eier | Zentri- 378 (83—96)
fugiert 3'88
3'84
Oberteile (0) 282
| 304 2'98 80
| 318 (78'5—82'5)
| 286 ‘
! 1'6 30 31
{ Unterteile Q) 1:00
0:96 0'96 695
084 (675—T1)
104
|
' 1
f 0+U 394 | 394 |

die tabellarische Anfithrung eines Versuchsbeispieles (die Tabelle wiirde etwa
ebenso aussehen wie Tabelle 3) wird der Raumersparnis wegen verzichtet. Fine
Angabe iiber die Volumenverh#ltnisse der Zellbestandteile findet sich in Tabelle 9.

5. Die Rolle des Zellkernes.

In den bis jetzt besprochenen Beispielen ist das Volumen
des sichtbaren Zellkernes klein im Verh#ltnis zu den Volumina
der anderen Zellbestandteile. Da der Kern nach dem Zentrifu-
gieren nur in einem Eiteil (und zwar immer im leichteren ,Ober-
teil“) enthalten ist, scheidet er ohne weiteres als einziger Tréger
der Peptidaseaktivitéit aus. Ob die Anwesenheit des Kernes im
unzentrifugierten Ei einen EinfluB auf die Peptidaseaktivitit hat,
wurde an den Eiern von Dendraster excentricus untersucht?. Der
Kern dieser Eier liegt exzentrisch und konnte durch Zerschneiden
der Fier mit dem Mikromanipulator in einer Eih#lfte isoliert
werden. Aus einem Vergleich der Enzymaktivititen der beiden
Eih#lften lieB sich jedoch kein anderer sicherer Schluf ziehen
als der, daB der EinfluB 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-
wihnten Fillen um Eier gehandelt hat, die die Reifeteilung schon
iiberstanden hatten. Der grifte Teil der Substanz des unreifen
Kernes ist hierbei in das Cytoplasma iibergegangen und der sicht-
bare Kern ist nur ein Rest des urspriinglich vorhandenen und nicht
als typischer Zellkern zu betrachten. Es war also auf Grund dieser
Versuche die Moglichkeit durchaus nicht auszuschlieBen, daf die
Peptidaseaktivitit der im Cytoplasma verteilten Kernsubstanz zuzu-
schreiben sei (Literatur iiber die eventuelle enzymatische Rolle des
Zellkerns vgl. z. B. bei SHAPIRO 4). Zur Priifung dieser Frage an
einem Objekt mit normalem Nucleus wurde die Peptidaseaktivitiit,
von Amoeba proteus untersucht 1+ Der Kern dieser Organismen kann
mit Hilfe der Glasnadel des Mikromanipulators aus der Zelle ent-
fernt werden. Dies gelingt, wenn vorsichtig durchgefiihrt, ohne Ver-
lust von Cytoplasma, und die kernlosen Amioben bleiben nach
der Operation noch léngere Zeit (bis zu 72 Stunden) beweglich.

Tabelle 7('%).
Amoeba proteus, Peptidase: 4 Amdben pro Enzymbestimmung, 24 Stunden bei 40°.

Versuchsobjekt Aktivitit in mms n/20 HC1 Mittel
Normale . . . . . . . . C . 169, 172, 810, 1'74, 2°18, 252 |(216)
Normale nach 24sttind. Fasten 1°51, 217, 2'67, 2°14, 2'30 (2'19)
Kernlose, sogleich . . . . . 185, 223, 2°04 @204)
Kernlose nach 24 Stunden . . 1°78, 2'26, 1°90, 2°08, 226 (2'06)

Wie aus Tabelle 7 hervorgeht, hat die Entfernung des
Kernes keinen EinfluB auf die Peptidaseaktivitit. Auch ein all-
mihliches Verarmen an Enzym nach der Operation tritt nicht

ein, zumindest nicht innerhalb der ersten 24 Stunden.

Es sei ausdriicklich darauf hingewiesen, daf man bei der Beurteilung
dieses Versuches nicht vergessen darf, daB die (in Klammern) angefiihrten Mittel-
werte die Mittel aus Einzelaktivititen sind, welche mehr voneinander abweichen,
als die Einzelaktivititen der Eier. Ginzlich laft sich ein Einfluf des Kernes auf
die Peptidaseaktivitit daher auch auf Grund dieses Versuches nicht ausschliefen,
wohl aber glauben wir sagen zu konnen, daf von einer ausschliefillichen oder anch
nur tiberwiegenden Bindung dieses Enzymes an die Kernsubstanz wobl nicht
die Rede sein kann,

Der groBen Einzelvariationen wegen verzichten wir auch daranf, ein Zahlen-
beispiel fiir die Verteilung der Peptidaseaktivititen auf zentrifugierte und dann
zerschnittene Amoben anzufithren, Die Form auch der zentrifugierten Amoében ist
zu unregelm#Big, um halbwegs verlafliche Volumenbestimmungen auf Grund von
Zeichnungen oder Photographien zuzulassen. Direkte Volumenmessungen sind
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zwar moglich ¥, wurden in Verbindung mit Enzymbestimmungen bis jetzt aber
noch nicht vorgenommen.

Doch konnen wir auf Grund der vorliegenden Versuche immerhin sagen,
daB sich die Amdben qualitativ (und soweit aus Schitzungen geschlossen werden
kann, auch grob quantitativ) ebenso verhalten wie die Eizellen. Auch hier ist die
Annahme einer Peptidaselokalisierung in der Matrix die allen Versuchsergeb-
nissen am besten gerecht werdende Arbeitshypothese.

6. Eihiille.

Zuletzt moéchten wir noch einige Versuche anfithren, die mit den Eiern
der Echinodermen Dendraster excentricus und Echinerachnius parma angestellt
wurden. Die alle untersuchten Eier umgebende, durchsichtige Geleehiille ist bei
diesen beiden Eiarten besonders gut entwickelt und mit einigen Pigmentk&rnern
versehen. Beim Zentrifugieren geht sie verloren. Von unzentrifugierten Eiern kann
sie mit dem Mikromanipulator ohne Schidigung der eigentlichen Eimembran ab-
gelost werden. Bei den in Abschnitt IV erwiahnten Volumenbestimmungen wurde
sie nicht beriicksichtigt. Es ist daher vielleicht nicht @iberfliissig, darauf hinzu-
weisen, daf sie, wie aus Tabelle 8 hervorgeht, peptidasefrei ist.

Tabelle 8(7, *¥).
Dendraster excentricus, Peptidase: 1 Ei, 4’5 Stunden bei 40°

Versuchsobjekt gefundene Aktivitit in mms® n/20 HCI Mittel
Ei-+ Gelee . . . . . . 126 1'26 126
Ei ohne Gelee . . . . . 118 112 118

1°26 116
lein . . . ...| —0 ‘
Gelee allein 0.04 + 0'06 003
4+ 008 0°00

Echinarachnius parmae, Peptidase: 1 Ei, 18 Stunden bei 40°.

Fi+4Gelee . . . . .. 444 4°96 384 4'41
Ei ohne Gelee . . . . . 4°34 4°40 408 427
Gelee allein . . . . . ‘ 022 — 004 0°06 008 !

B. Katalase.

Die Verteilung dieses Enzymes wurde bis jetzt nur an den
Eiern einer einzigen Art, Psammechinus miliaris, untersucht?s,
Das Enzym verhdlt sich ganz so wie Peptidase, wie aus dem in
Tabelle 9 wiedergegebenen typischen Versuch zu ersehen ist. Die
Tabelle bedarf keiner weiteren Erliuterung auBer dem Hinweis,
da8 die Enzymmengen hier durch Geschwindigkeitskonstanten
ausgedriickt sind.

17 H. W. Caarrrgy, Physiol. Zool. 2 (1929) 535.
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VI. Diskussion der Versuchsergebnisse.

Wir wollen hier nicht niher auf die Behandlung der einzelnen
moglichen Fehlerquellen eingehen, sondern diesbeziiglich auf die
schon vertffentlichten 7, 12, 13 oder moch zu veriffentlichenden
Originalarbeiten verweisen. Hier sei nur summarisch gesagt, daf
unserer Meinung nach alle Versnche die Annahme stiitzen,
daB die Enzyme Peptidase und Katalase in der hyalinen Grund-
substanz (Matrix) des Cytoplasmas lokalisiert seien. Dies be-
deutet natiirlich nicht, daf die Matrix ohne weiteres als aus-
schliefilicher Triger der beiden Enzyme zu betrachten sei. Die
Fehlerbreite der Versuche, die auf etwa 10—209% veranschlagt
werden kann und vorliufig wohl kaum wesentlich zu verbessern
sein diirfte, gestattet es nicht, eine derartige Aussage sicher zu
machen. Wohl aber gestattet sie es, mit aller Sicherheit die um-

Tabelle 9(*9).

Psammechinus, Katalase: 4 Eier, 60 Minuten bei 0°.
Fett+ Dotter+Nucleus 554, Mitochondrien 4%, Matrix 41%.

Aktivitit k< 105

Volumina Matrix Aktivitat
oju

gefunden ‘ Mittel o oiu
Intakte Eier 44 49 49
47 56
21 26
Oberteile (O) 20 27 22
18 19
29 09 10
Unterteile (U) 20 19
‘ 25 23 21
17

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

Es erhebt sich nun die Frage, ob dieses Ergebnis mit den
eingangs erwiihnten cytologischen Befunden iiber die enzymatische
Funktion der Granula vereinbart werden kann. Es gibt ver-
schiedene Moglichkeiten zur Erklirung der Uniibereinstimmung:

1. Die meisten cytologischen Befunde wurden an Material
gewonnen, das in mehreren Beziehungen von dem von uns ver-
arbeiteten abweicht. Es wird natiirlich noch vieler Versuche 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 vage und konnen
aus methodischen Griinden auch kaum anders sein. s wird
meistens einfach von ,Enzymen“ gesprochen und nur in wenigen
Fillen waren speziellere Angaben iiber proteolytische Enzyme 3,
Amylase?, oder Atmungsfermente?, ! moglich. Peptidase oder
Katalase als solche wurden unseres Wissens nie als granulédr
gebunden genannt und es ist natiirlich durchaus mdglich, daB
diese beiden Enzyme eine Sonderstellung einnehmen. Bei der
Katalase, als deren einzige physiologische Funktion h#ufig die
miglichst schnelle Wegschaffung des als Zwischenprodukt des
Stoffwechsels auftretenden und in htheren Konzentrationen to-
xischen Wasserstoffperoxydes angesehen wird, wire die An-
nahme einer solchen auf moglichst diffuser Verteilung und All-
gegenwart beruhenden Sonderstellung sogar recht naheliegend.
Schwieriger ist es, auf Grund unserer bisherigen Kenntnisse
tiber die Funktion der Peptidase diesem Enzym eine #hnliche
Rolle zuzuschreiben, dock kann dies gewiB nicht von vornherein
ansgeschlossen werden. Wir wollen jedenfalls auf Grund der
hier mitgeteilten Versuche auf andere Enzyme ebensowenig wie
auf andere Tierarten schlieBen.

. 3. Eine dritte Moglichkeit, die cytologischen und die histo-
chemischen Befunde unter einen Hut zn bringen, liegt darin, da8
man die als Enzymtriger angesprochenen Granula nicht als
Tréger, sondern als Produzenten von Enzym betrachtet. Besonders
die Cytologie der Driisenzellen bietet viele Anhaltspunkte fiir
eine solche Auffassung. Wir konnen, wie oben angedeutet, auf
Grund der hier mitgeteilten Versuche nicht ausschlieBen, daB
Peptidase oder Katalase von, sagen wir, den Mitochondrien in
die umgebende Matrix sezerniert werde, vorausgesetzt, daB der
Sekretionsvorgang nicht eine Anh#ufung von unter unseren Ver-
suchsbedingungen aktivem Enzym in den betreffenden Partikeln
mit sich fiihrt. Nur dieser letztere Fall kann ausgeschlossen
werden. — Wie man sieht, 5ffnet sich hier eine Fiille von Pro-
blemen (wir weisen nur beispielsweise auf die Rolle eventueller
Zymogene sowie auf die mogliche Verbindung mit den Eigen-
schaften der sogenannten Lyo- und Desmoenzyme hin), auf die
hier nicht néher eingegangen werden kann, die aber hoffentlich
weiterer experimenteller Bearbeitung zugiinglich sein werden.

® A. E. Navez und E. B. Harvey, Biol. Bull. 69 (1933) 342.
Monatshefte fiir Cliemie, Band 69 21
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4. SchlieBlich lige die Miglichkeit vor, daB Granula, welche
in der ungestorten Zelle als Enzymtriger fungieren, ihren Enzym-
gehalt beim Zentrifugieren an das umgebende Medium abgeben.
Ein solches Verhalten scheint uns unwahrscheinlich angesichts
der Tatsache, daB der Effekt des Zentrifugierens, wie in Ab-
schnitt II angefiihrt, so schnell und spontan wieder aunfgehoben
wird. Die Dislokation zweier Endoenzyme wiirde wohl zweifellos
als eine so schwere Storung des chemischen Arbeitssystems der
Zelle anzusehen sein, daB man sich eine prompte Wiederaufnahme
der normalen Zellaktivitdt nach dem Zentrifugieren schwer vor-
stellen konnte, zumal diese Enzyme ja, wie die Versuche zeigen,
keineswegs sofort wieder an ihre hypothetischen Triiger gebunden
wiirden.

Wir glauben also, das in der Einleitung gestellte Problem
bis auf weiteres als in dem Sinne geldst betrachten zu diirfen,
daf fiir die Enzyme Dipeptidase und Katalase und die unter-
suchten Zellarten eine zumindest ganz iiberwiegende Lokalisation
in der Matrix anzunehmen ist. Hieraus kann noch nicht der
Schluf gezogen werden, daB es sich um eine homogene Enzym-
verteilung nach Art einer kolloidalen Liosung in whBriger Phase
handelt, da wir zu einer solchen Awussage noch zu wenig iiber
die Natur der Matrix wissen. Es gibt Anzeichen dafiir, dal auch
dieser Zellbestandteil, obwohl im Mikroskop homogen erscheinend,
eine gewisse Struktur besitzt. Die Frage des Zusammenhanges
einer solchen eventuellen Struktur mit den enzymatischen Funk-
tionen muf kiinftiger Bearbeitung iiberlassen werden.

SchlieBlich mochten wir noch darauf aufmerksam machen,
daB wir in einer fritheren Arbeit (12, vgl. auch ') selbst auf die
Méglichkeit der granuldren Enzymbindung und die anschei-
nende Stiitzung dieser Annahme durch T. Priniesoxs Versuche 2
hingewiesen haben.

Wir schrichen damals (nach der Besprechung einiger Vitalfirbungversuche
an zentrifugierten Psammechinuseiern): ,Obwohl also dieses Verhalten die oben
erwihnte Hypothese tiber die enzymatische Funktion der Mitochondrien zu stiitzen
scheint, mochten wir doch mit aller Deutlichkeit hervorheben, daB die Peptidase-
 aktivitat nattirlich auch an alle anderen, bekannten oder unnbekannten Form-
elemente der Eizelle gekniipft sein kann, vorausgesetzt, daf sie heim Zentrifa-
gieren das beschriebene Verhalten zeigen. Eine Entscheidung iiber die enzyma-
tische Rolle der Mitochondrien kann, wenn iiberhaupt, nur durch gquantitative
Angaben herbeigefiihit werden. Solche Angaben konnen wir jedoch vorliufig
nichf machen.“
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Diese, wenn auch mit gréBten Vorbehalten ausgesprochene,
Hypothese einer Bindung der Peptidase an Mitochondrien ist also
angesichts der seither angestellten und hier mitgeteilten quan-
titativen Versuche fallen gelassen worden.

Zusammenfassung.

Die Lokalisation von Peptidase und Katalase in einigen
Zellarten wurde durch direkte enzymatische Analyse einzelner
Zellteile studiert. In allen untersuchten Fillen wurde gefunden,
daB die genannten Enzyme der hyalinen Grundsubstanz des Cyto-
plasmas folgen und nicht in nachweisbaren Mengen an granuliire
Zellbestandteile oder an den Zellkern gebunden sind.
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