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Die vorliegende Untersuehung verfolgte das Ziel festzustellen, ob 
bei dem natiirliehen Abbau yon Geweben gegen EiweiB geriehtete Enzyme 
(Proteinasen) nachweisbar seien, wie sie aueh dem fermentativen Ab- 
bau kSrperfremden Eiweil~es im Magendarmkanal dienen. Die Voraus- 
setzungen zu einer solchen Untersuchung waren erst gegeben, seitdem die 
Fermentforschung sich auch dem Nachweis der in den Geweben selbst 
t~tigen Fermente zugewendet hatte. 

Der neuesten Entwieklung der Fermentforsehung verdanken wir die 
Kenntnis yon dem Vorhandensein proteolytischer Enzyme in Geweben 
und Zellen auBerhalb des Verdauungskanales. Der Gedanke liegt nahe, 
ihre Bedeutung in einer ~hnliehen Wirksamkeit zu sehen, wie diejenige 
der altbekannten Verdauungsfermente, n~mlich in der Verarbeitung 
verbrauehter, dam Untergang geweihter oder toter Bestandteile dutch 
Verflfissigung. 

Dernby (1919) will beim Studium der Antolyse in Leber, Milz und Pankreas 
Pepsinasen und Tryptason, Hedin (1922) solche in Milz, ~Niore und Lymlahdriison 
gelunden habcn; Tryptasen wurden yon WillstStter, Bamann und l~ohdewald in 
Leukocyten naehgewiesen Die Mehrzahl dieser Organe and Zellen sind schon 
yore morphologischen Standpunkte aus verdauende Elemente in einem allgemeineron 
Sinne. Die Beziohungen zu den Vordauungsproteasen des Magendarmkanals in 
chemischer I-Iinsicht sind folgende: Pepsin und Trypsin spielen unter don par- 
enteralen Proteinasen naeh dem bisher bekannten eine untergeordnete Rollo; 
dies wird vorst~ndlich unter dora Gesichtspunkte, dab die Pepsinwirkung an eino 
verh~ltnism~]ig stark saute (PIt Optim. 1,5--2) und Trypsin an eine alkalisehe 
(PH Optim. 8--9) gcbunden ist. I-Iingegen seheint in don Gewebcn und Zellon 
vor allem das (in der Magenschleimhaut nur nebenboi wirksame) Kathepsin (W~ll- 
st(ttter und Bama~n) vertreten zu sein, welches - -  wie das ibm verwandte (odor 
gleiche 9) Palaain der Pfl~nzen - -  im schwaeh sauren bis neutralon Gebieto (la]~ ---- 
4--7) wirks~m ist. Man faint die beiden zuletzt genannten unter der Bencnnung 

1 Ausgeffihrt mit Mitteln der E. Goldmann.Stiftung. 
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Papainase~ zus~mmen. Wir treffen, sagt Grassma~ in 4er neuesten kritischen 
Ubersicht fiber d~s Gebiet der proteolytischen Enzyme, die Papainasen iiberall 
d~, we es sieh nicht um sezernierte Protein~sen, sondern um endocellul/~re EiweiB- 
verdauung handelt. Papain trod Kathepsin sind demnaeh die typischen Proteinasen 
der pflanzlichen und tierischen Zelle. Auf feinere Einzelbeiten, wie die Fr~ge der 
Beimengung von Erepsin zu den geweblichen Proteasen (Waldschmidt-Leitz) wollen 
wir bier nicht eingehen. Lediglich weft wir bei den folgenden Untersuehungen aueh 
~uf den Gehult der in Umbun begriffenen Gewebe auf Dipeptidase geachtet huben, 
sei ~iir den diesen Fragen Fernerstehenden bemerkt, dab sit berficksichtigt wurde, 
weft sie (zu den Ereptasen gehSrig) die ttydrolyse der Dipeptide bewirkt und weft 
bei ~r~gen der 6rtlichen tiefen Histolyse dus Verhulten der gegen diese niedersten 
Eiweiflabbauprodukte gerichte~en Enzyme yon groBem Belang sein k6nnte. 

Der Gewebsabbau, der eine bedeutende Rolle bei krankhaften Vor- 
g/~ngen, wie bei der Heflung yon Wunden und bei der Entzfindung 
spielt, hat, wie R6ssle (Referat fiber Entzfindung !923) ausgeffihrt hat, 
sein physiologisches Vorbild in jenem geweblichen Geschehen, das zur 
Vernichtung und zum Ersatz yon K6rperteflen bei den im Tierreich, 
z. ]3. bei Manteltieren, Stachelh/~utern, Insekten, Amphibien, weir ver- 
breiteten Metamorphosen ffihrt. Bei diesen vereinigen sich celhtl~re 
und humorale Prozesse, wie in den entzfindeten Geweben h6herer Tiere 
und des Menschen, abet doch in einer weniger verwickelten Weise und 
oft so, dab dig Histolysen bald mehr oder ausschliel]lich durch S~fte, 
bald mehr oder fiberwiegend dutch T/~tigkeit yon cellul/iren Ferment- 
tr~gern bewirkt erscheinen. 

In  einer Arbeit yon H. Bredt (erschienen im Archiv ffir Entwicklungs- 
mechanik 1933 129) wurde auf Verardassung yon Prof. RSssle der Ver- 
such gemach~, mit morphologischer Methode zu entscheiden, WiG diese 
verschiedenartigen Vorg~nge bei der Rfickbfldung des Kaulquappen- 
sehwanzes sich folgen und zusammenwirken, werm dutch Thyroxin die 
Metamorphose zum Frosch beschleunigt und so die physiologische Ent- 
zfindung ges~eigert wurde. 

Meine Arbeit stellt gGwissermal]en die Paralleluntersuchung zu der- 
jenigen von H. Bredt dar. Die morphologische Prfifung der Frage in 
Paraffinschnitten 1s kein Urteil fiber das Vorhandensein und die Art 
tier gewebsaufl6sendGn StGffe zu; aber die Anwendung der heutigen 
Fermentmethoden auf die verschiedenen Stadien der Kaulquappen- 
metamorphose liel3 eine Aufkliirung fiber die Natur  der dabei wirksamen 
S~fte erhoffen. Ich erfreute reich dabei des Rates und der Unterstfitzung 
yon Herrn Prof. Rona, dem ich daffir an dieser Stelle meinen besten Dank 
aussprechen mSchte. 

Da uns keine fibereinstimmende Angaben fiber die proteolytischen 
Fermente bei Rana temporaria vorlagGn, mul3ten wir zuerst eigenG Unter- 
suehungen anstellen. Wir beschri~nkten uns auf die Priifung des Vor- 
handenseins yon Trypsin, Pepsin, Kathepsin und Dipeptidase. Durch 
Gegenfiberstellung der Werte der einzelnen Fermente bei verschiedenen 
Stadien der Metamorphose konnten wir unsere Vermutungen fiber den 
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Zusammenhang des Kathepsinbfldes mit dem Metamorphosenzustand 
besti~tigen, was uns yon allgemeinem Interesse zu sein scheint. 

Material und Methode. 
Als Untersuchungsobjekt diente uns Rana temporaria. Wir teflten 

ihre Entwicklungsstufen nach dem Stadium der Metamorphose in drei 
Gruppen ein: 

1. Kaulquappen vor der Metamorphose (mit Schwanz, ohne Beine). 
2. Kaulquappen im Stadium der Metamorphose (mit ausgebildeten, 

durchgebroehenen Hinterbeinen). 
3. Ganz junge FrSsehe (Voltendung der Metamorphose). 
Um nachprfifen zu k6nnen, ob ws der Metamorphose in den 

im Abbau oder im Anbau begriffenen Teilen sins Anreicherung yon 
Fermenten stattfindet, wurden ffir jede Gruppe zwei Versuchsreihen 
durchgeffihrt. In einer Reihe verarbeiteten wir die Tiere in toto, in der 
zwsiten Reihe tsilten wir den Sehwanz, die Hinter- und Vorderbeine 
vom KSrper ab und untersuchten die einzelnen Abschnitte getrennt. 
Die Tiere wurden, um mSglishst natiirliche Verh~ltnisse vorzufindsn, 
frisch gefangen oder sps am niichsten Tage get6tet und verarbeitet. 
Da wir das Material nicht sofort weiterverarbeiten konnten, haben wir 
es zwscks Konservierung-tells zu Pulver, teils zu Glyeerinextrakt ver- 
arbeit~t. Die Tiere, aus denen Pulver bereitet werden sollte, wurden 
mit Acston getStet, dann geteilt oder ungeteilt mit der Sehere zerstiickelt 
und im MSrser mSglichst fsin zerrieben oder, je naeh der Menge, in dsr 
Latapiepresse durchgepreBt. Dann wurde n~ch dem Veffahren yon 
Willst~tter und Waldschmidt-Leitz fiir die Bereitung yon Trockenpulver 
aus Pankreas eine halbe Stunde mit der seehsfachen Menge Aeeton kri~ftig 
geschfittelt, eine Stunde stehen gelassen, dann ffitrisrt, der Filterriiek- 
stand yon neuem und in der gleiehenWsise mit Aceton, dann mit der sechs- 
fachsn Menge Aceton~ther (1 : 1) und d~nn zweimal mit der seehsfachen 
Menge ~ther gewaschen. Das kSrnige und pulverige Material wurde 
zwisehen den Fingern zerrieben und im Dunkeln in dfinner Schieht 
zwisehen Filtrierpapier ausgebreitet und an der Luft getrocknet. Da wir 
trotz jewefliger Verwendung einer groBsn Anzahl gleichartiger Tiers 
selbstversti~ndlieh nur kleine Pulvermengen yon 0,1--12 g bekamen, be- 
gniigten wir uns damit, das Pulver im MSrssr mSglichst rein zu zerreiben. 
Dieses Pulver wurde in braunen St6pselflaschen im Eisschrank auf- 
bewahrt. 

Fiir den Glyeerinauszug t6teten wit die Tiere dutch Einffierenlassen 
mit Kohlsndioxydschnee. Dazu wurde das Fangnetz mit einer kleinen 
Menge yon Kaulquappen durch Abtropfenlassen und Betupfen mit 
Zellstoff m6glishst vom Wasser beffeit und in ein kleines Glas getan. Die 
einzeinen Gl~schen stellten wir dana in eine Krystallisierschale mi~ Kohlen- 
dioxydsehnee (urn den Kohlendioxydschnee nicht so schnell abdunsten 
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zu lassen, stellten wit die Krystallisierschale in eine grSl~ere, die mi$ 
Zells~off umlegt war und bedeckten auch das Ganze mit einer Zcllstoff- 
schicht. Der Schnee hielt sich dann gut 3--4 Stunden). Nach etwa 
5 Min. t ra t  der Tod ein. Jetzt  wurden die Tiere entweder in toto in der 
Lataloieloresse gemahlen oder aufgetaut, geteilt und die einzelnen Teile 
ffir sich in der Lataloieloresse oder bei kleinen Mengen im M5rser zerrieben. 
Um das Zerreiben mit dem MSrser zu erleichtern, wurde der MSrser mit 
dem Material in Kohlens/iureschnee gestellt, bis die Masse lest wurde. 
Die so erhaltene Masse wurde dann im Faust-Heim.Ger&t bei Zimmer- 
temloeratur 1--2 Stunden getrocknet. Dann wurde mit Glycerin velrieben. 
Die Menge des Glycerins wurde jeweils so gew/ihlt, da6 auf 1 ccm Ext rak t  
0,01 g Trockensubstanz der Tiere kam. ])as Trockengewicht der Tiere 
konnte bei der Bereitung yon Pulver ermittelt werden. Wit verstehen 
also unter Trockensubstanz entw/~sserte und entfettete Ticre. Der 
Glyceringehalt des Extraktes blieb immer fiber 80 %. Der so hergestellte 
Glycerinextrakt wurde mit der Hand durchgeschfittelt und ffir 4 Stunden 
im Thermostaten bei 300 bei nur zeitweisem (jede halbe Stunde), kurzem 
und kr/~ftigem Schiitteln aufbewahrt. Der Auszug wurde in braune~ 
StSloselfl'aschcn umgeffillt und im Eisschrank aufbewahrt. 

Um Durchschnittsergebnisse zu erhalten, und um genfigend Material, 
vor allem in der Versuchsreihe mit den einzelnen Teilen, zu haben, 
wurden sehr groSe Mengen verarbeitet. Zu jedem Versuch nahmen wit  
500--1500 Kaulqualoloen oder 50--100 FrSsche. Insgesamt wurden ffir 
das erste Stadium etwa 9000, ffir das zweite Stadium etwa 4000 Kaul- 
qualopen und ffir das dritte Stadium etwa 600 FrSsche verarbeitet. 

Mit diesem Material wurden dann die einzelnen Prfifungen auf Diloelo- 
~idase, Pepsin , Trypsin und Kathelosi n durchgeffihrt. 

Bestimmung der Dipeptidase. 
Die I)il0eptidase wurde nach Waldschmidt-Leitz gelorfift. 0,1320g 

Glycylglycin oder 0,1882 g Leucylglyein (0,001 Mol.), hergestellt nach 
E. Fischer, werden in 5,00 ccm 0,2 Mol. Phoslohatpuffer yon lo~a 7,8 auf- 
gelSst. Die LSsung wird durch Zugabe yon 1,80 ccm (diese Menge wurde 
durch einen Vorversuch nach Zugabe des Fermentes ermittelt) 0,2 n- 
Na~rinmhydroxyd auf lotr 7,8 gebracht. (Die Wasserstoffionenkonzen- 
trationen wurden in dieser Arbeit naeh der elektrometrischen Methode 
mit d e m  Ionomelber Lautenschldger gemessen.) Nun wurde 1 ccm des 
Glycerinextraktes oder 0,1 g des Troekenloulvers hinzugeffigt, mit destil- 
liertem Wasser auf 10,0 ccm aufgeffillt und ffir die Versuchsdauer im 
Ostwaldbad bei 30 o stehen gelassen. Nach Ablauf der Versuchsdauer 
wurde die Fermentwirkung durch Eintragen in 130 ccm Methylalkohol 
unterbrochen und 20 ccm Wasser hinzugeffigt, um den Gehalt an Methyl- 
alkohol auf  85% zu bringen. Die LOsung wurde mit 1,0 ecm 0,5%iger 
alkoholischer Thymollohthaleinl6sung verse$zt, und rnit 0,2 n 90%igem 
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Kaliumhydroxyd (100 ccm 2 n-Kahumhydroxyd mR absolutem Alkohol 
auf 1 1 gebracht) titriert.  Zu jeder Bestimmung wurde eine Leeranalyse 
ausgefiihrt, deren Alkaliverbrauch yon d e m  Hauptversuch abzuziehen 
ist. Diese Kontrollbestimmung wurde genau wie die Hauptanalyse 
ausgef/ihrt, nur dab hier das 1%rmen~ erst vor dem Titrieren nach dem 
Eintragen des Methylalkohols zugeftigt wurde. 

Um Zahlen mSglichst weir aul]erhalb der Fehlergrenzen zu erhalten, 
haben wir in einer groBen Versuchsreihe verschiedene Reaktionszeiten 
yon 20 M_in. bis zu 72 Stunden (auch bei liingerer Reaktionszeit iibersteigt 
die Spaltung des Dipeptids hie die Grenze yon 60%) ausprobiert. Die 
Reaktionsdauer yon 24 Stunden wurde am geeignetsten gefunden, Hier 
liegt der Acidit/~tswert gegeniiber der Kontrolle auBerhalb jeder Fehler- 
grenze. 

Die Versuchsreihe mit Glycerinextrakt ergab Zahlen derselben 
GrSBenordnung wie die Versuchsreihe mit. Trockenpulver. Da aber bei 
dem Glycerinextrakt die einzelnen Bestimmungen in demselben Vet- 
such besser iibereinstimmten, geben wit nur die Versuche mit Glycerin- 
extrakt  an. 

Einige Beispiele. Acidit~tszuw~chs gegen/iber der Leeranalyse in 
Kubikzentimeter 0,2 n-NaOH ausgedriickt. Versuchsdauer 24 Stunden. 

Gruppe I. Gruppe II. Gruppe III. 
(vor der Metamorphose). (w/~hrend der (nach der 

Metamorphose). Metamorphose). 

Tiere in toto. 
Versuch 4 0,7 ecru Versuch 7 0,93ccm Versuch 30 1,6 corn 

Geteilte Tiere. 
Leiber. 

Yersuch 3 2,03 ccm Versuch 16 1,62 ccm Versuch 29 2,27 ecru 
Versuch 17 1,47 ccm 

Schw~nze. 
Versuch 3 1,51 ccm Versuch 16 1,09 ccm 
Yersuch 17 0,5 ccm 

Hi~terbdne. 
Versuch 16 1,19 ccm Yersuch 29 0,87 ccm 

Vorderbeine. 
Versuch 29 1,04 ccm 

Wie man aus den oben angegebencn Zahlen sehen kann, zeigte sich 
iiberall eine deutliche Dipeptidasewirkung. Diese Wirkung ist verschieden 
groB. Es l~Bt sich aber kein bestimmter Zusammenhang der Ferment- 
wirkung mit dem Stadium der Metamorphose feststellen. Die Schwan- 
kungen zwischen den Versuchen aus demselben Stadium der Metamor- 
phose sind so groB, dab sie die Unterschiede bei verschiedenen Stadien 
der Metamorphose decken. 
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Was die Fermentwirkung in den versehiedenen Teilen des KSrpers 
anbetrifft,  so zeigt sieh in beinahe allen Versuchen, der Erwartung ent- 
spreehend, da$ die Fermentwirkung der Ext rakte  aus den Leibern die- 
jenige der Glieder stark iibertrifft. 

Bestimmung des Pepsins. 

Als Substrat  wurde 6%ige CaseinlSsung verwendet (6g Casein 
Hammerstein in 64 ecru Wasser aufgeschwemmt und unter  Zutropfen 
yon 36 ccm 0,1 n-NaOH gelSst). Zu 5 ccm dieser LSsung wurden 1 eem 
des Glyeerinextraktes oder 0,1 g des Troekenpulvers zugefiigt und mi t  
5 ccm 1/3 n-Salzs~ure verse~zt. Dann wurde das Reaktionsgemisch im 
Ostwaldbad bei 300 fiir die Versuchsdauer stehen gelassen. 

Die Best immung des Reaktionsverlaufes wurde nach LindenstrSm- 
Lang veffolgt. Naeh Ablauf der Versuehszei~ wurde die Reakt ion ml t  
20 ccm Aceton unterbrochen. Naeh Zugabe yon wei~eren 15 ccm Aceton 
und 10 Tropfen NaphthylrotlSsung (0,1%ige alkoholische L5sung) wurde 
mit  0,2 n 90%igem alkoholischem Kal iumhydroxyd bis zur Farbe der 
Kontroll5sung I titriert, dann 65 ecm Aceton im dicken Strahl und unter  
kr~ftigem Umrfihren zugesetz~ und bis zur Farbe der KontrollSsung I I  
zu Ende titriert.  

Kontro115stmg I .  10 ccm Wasser ~- 35 ccm Aceton -~ 10 Tropfen 
Naphthylrot  -~ 0,5 ccm 0,1 n 90%iger alkoholischer SMzsi~ure. 

KontrolISsung I I  ~ KontrollSsung I ~- 65 ccm Aceton. 
Zu jedem Versuch wurde eine Leeranalyse ausgefiihrt (Zugabe des 

Fermentes erst nach der Zugabe yon 20 ccm Aceton bei sonst genau 
gleicher Versuchsanordnung). 

I)a  die ersten Versuche negative Resultate ergaben, wurde die Ver- 
suehsdauer bis auf 5 Tage, die Extraktmenge bis auf 5 ccm erhSht. Es 
konnte aueh jetzt kein Pepsin naehgewiesen werden. 

Einige Beispiele. Die Zahlen geben Kubikzent imeter  0,2 n -KOH an. 

Gruppe I. 

Versuch 4 
(48 Std. 1 ecru) 0,10 ccm 
(48 Std. 3 ccm) 0,05 ccm 

Versuch 3 , 
( 48 Std. 1 cem) 0,04 ccm 
(120 Std. 1 ccm) 0,02 ccm 

Gruppe II. 
Tiere ~ toto. 

Versuch 7 
(19 Std. 1 ccm) 0,05 ecru 

Tie~'le~ber. 
Versuch 16 

(22 S~d. 3 ecru) 0,06 ccm 

Gruppe III.  

Versuch 30 
(120 Std. 1 ccm) 0,02 ccm 
( 48 Std. 5 ecru) 0,07 ecru 

Versuch 29 
(48 Std. 1 ecru) 0,07 cam 

Wie wir sehen, liegen die Werte ausnuhmslos innerhalb der Fehler- 
grellze. 

Bestimmung des Trypsins. 
Zur Priifung auf Trypsin wurde die Me~hode yon Willst~itter, Wald- 

8chmidt-Leitz, Dinaiturria und Ki~nstner gew~hlt. Die ffir die Aktivierung 
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des Trypsins notwendige Enterokinase wurde nach Waldschmidt-Leitz 
nachgeprfift  und  die Wirksamkei t  mi t  Pankreas t rockenpulver  (hergestellt 
nach Willstgtter und Waldschmidt-Leitz). Aktiviti~tszuwachs bei Zugabe  
yon  0,3 ccm Enterokinase auf  0,1 g Pankreas t rockenpulver  e twa 2 ccm 
0,2 n-NaOH. 

0,3 ccm dieser Enterokinase wurden in ein Zylinderglas yon  25 ccm 
hineinpipettiert ,  dann  1 ccm Glycerinauszug oder 0,1 g Trockenpulver  
zugegcben, nnd  mit  destilliertem Wasser auf  3 ccm aufgefiillt. Nach  
20 Min. Akt ivierung bei 30 ~ im Ostwaldbad wurde mi t  2 ccm Ammoniak-  
Ammoniumchlor idpuffer  (NormallSsungen 1 :1 )  auf einen P~r yon  9,5 
gebracht  und  5 ccm 6%iger C~seinlSsung (hergestellt wie bei den Pepsin- 
versuchen angegeben) zugefiigt, und  dann  ffir die Versuchsclauer wieder 
im Ostwaldbad bei 30 stehen gelassen. Nach  Ablauf  der Versuchsdauer 
wurde der Inha l t  des Zylinclers mittels 5 ccm destilliertcm Wasser qu~nti- 
t a t iv  in cinen 300 ccm Erlenmeyer-Kolben hinfibergesptilt und  mi t  15 ccm 
Alkohoi die Reakt ion  abgebrochen. Darauf  wurden 2 ccm 0,5%ige 
alkoholische ThymolphthaleinlSsung zugegeben, und mit  0,2 n alkoholi- 
scher N a O H  bis zu schwach grfinlicher Fi~rbung titriert. Nach  der Zugabe 
von weiteren 120 ccm siedenden Alkohols wurde die Titrat ion zu Ende  
gefiihrt. Fiir jeden Versuch wurde gleichzeitig eine Leerbest immung mit  
Fermentzugabe  nach dem Eint ragen yon  Alkohol bei sonst denselben 
Bedingungen ausgeffihrt. 

Eingge Beispiele. Die Zahlen geben Kubikzent imeter  0,2 n - K O H  an. 

Gruppe I. 

Versuch 4 
(48 Std. 1 cem) 0,70 ccm 

Versueh 3 
(48 Std. 1 ecru) 1,23 ecru 

Versueh 3 
(48 Std. 1 eem) 0,02 ccm 
(72 Std. 1 ecm) 0,05 ccm 

Gruppe II.  
Tiere in toto. 

Versueh 7 
(48 Std. 1 ecru) 0,66 ecm 
(72 Std. 1 ecm) 0,90 ecm 

Leiber. 
Versuch 7 

(18 Std. 1 ecru) 0,75 ecru 
(48 Std. 1 ecm) 0,95 ccm 

Schwiinze. 
Versuch I6 

(18 Std. I corn) 0 08 ccm 
(48 Std. 1 ccm) 0,05 ecm 

Hinterbeine. 
(18 Std. 1 ccm) 0,19 cem 
(48 Std. 1 cem) 0,25 cem 

Gruppe III .  

Versueh 30 
(48 Std. 1 ecru) 0,06 ecm 
(72 Std. 1 ecru) 0,12 cem 
(48 Std. 2 ccm) 0,06 ecm 
(48 Std. 3 ecm) 0,15 cem 
(48 Std. 4 ccm) 0,10 ecru 
(72 Std. 4 ecru) 0,07 ccm 

Versueh 29 
(18 Std. 1 cem) 0,37 ecru 
(48 Std. 1 ccm) 0,57 cem 
(72 Std. 1 ecru) 0,68 cem 
(72 St& 2 ecru) 0,85 cem 

(18 Std. 1 ccm) 0,08 ecru 
(48 Std. 1 cem) 0,04 ccm 
(72 Std. 1 eem) 0,12 cem 



der Ra.na temporaria in verschiedenen St~dien der Metamorphose. 425 

Vorderbeine. 
Versuch 29 

(18 Std. 1 ccm) 0,08 ccm 
(48 Std. 1 ccm) 0,08 ccm 
(72 Std. 1 ccm) 0,02 ccm 

In den ersten zwei Gruppen konnte, wie wir sehen, eine deutliehe 
und ziemlich g le ichm~ige  Trypsinwirkung nachgewiesen werden. In 
der drit ten Gruppe, bei den jungen FrSschen, fanden wir, trotz zahl- 
reichen Versuchen auch mit  der vierfachen Extraktmenge und 72stiin- 
digen Versuchsdauer nur sehr kleine Mengen yon Trypsin in den Leibern. 
Die Beine ~ und der Schwanz a]ler drei Gruppen enthielten kein Trypsin. 

Bestimmung des Kathepsins. 
Zur Priifung auf Kathepsin wurden 5 ccm des Glyeerinextraktes mit  

5 ecru Wasser verdfinnt, etwa eine h~lbe Stunde Schwefelwasserstoff 
durehgeleitet, d~nn mi t  5 ccm Essigsiiure-N~trinmacetatpuffer (1 : 1) auf 
p~  4,7 gebracht und 5 ccm 8%ige GelatinelSsung bei 30 o unter Toluol 
aufbewahrt  zugegeben, alles gut durchgeschiittelt, zugestSpse]t und ffir 
die Versuchsdauer bei 30 ~  Ostwaldbad stehen ge]assen. Naeh einer 
groi3en Versuchsreihe wurde die Versuchszeit yon 72 Stunden als die 
gfinstigste gew~hlt. Bei jeder Messung wurde 1 corn des Reaktions- 
gemisches = 0,25 des Glycerinauszuges verwendet (0,25 ccm des Glycerin- 
auszuges entspricht 0,0025 mg Trockensubstanz). Der  Druck des ent- 
standenen Stickstoffs wurde bei einem Volumen von 2 cem gemessen. 
Zu jeder Bestimmung wurde ein Kontrollversuch bei genau denselben 
Bedingungen ausgefiihrt, nur  wurde hier das Ferment  dureh 5 Min. 
langes Erwi~rmen im kochenden Wasser unwirksam gemacht. 

Einige Beispiele. Fermentwirkung von 0,25 ccm Glycerinextrakt in 
Milligramm Stickstoff. Die totale Hydrolyse yon 0,25 ccm 8%iger 
Gelatine mit  HC1 ergibt 3,0 mg )7. 

Gruppe I. Gruppe II. Gruppe IIL 
Tiere in toto. 

Versuch 4 0,406 rag Versuch 7 1,995 rag Versuch 30 1,127 mg 

Zeiber. 
Versuch 3 1,449 mg Versuch 16 2,585 mg Versuch 29 2,219 mg 

Schw~ze. 
Versuch 30 0,267 mg Versuch 16 0,406 mg 

Hinterbe,~ne. 
Versuch 16 0,736 mg Versuch 29 0,206 mg 

Vorderbeine. 
Versuch 29 0,407 mg 

Die Resultate sind ganz eindeutig. Die Kathepsinwirkung ist in allen 
drei Stadien der Metamorphose iiberaus stark. Sie erreicht ihren HShe- 
punkt  in der zweiten Gruppe, in der drit ten Gruppe n immt sie eine 
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Mittelstellung ein, am sehw~chsten ist sie in der ersten Gruppe, doch auch 
bier noeh sehr stark. Wit fanden auch eine deutliehe Kathepsinwirkung 
in den Beinen und Schw~nzen. Hier tritt aber die Kathepsinwirkung 
gegenfiber den Leibern stark zuriick. 

Zusammenfassung. 

Die Gewebe der Kaulquappen wurden in verschiedenen Stadien der 
Metamorphose auf ihren Gehalt an eiweiBspaltenden Fermenten unter- 
sueht. 

Es ergab sieh das Vorhandensein yon Dipeptidase, Trypsin und 
Kathepsin. Die Versuehe zum ~aehweis einer Pepsinwirkung fielen 
negativ aus. 

Die Trypsinwirkung war deutlieh und ziemlich gleiehm/~l~ig in den 
Stadien der Prometamorphose und der Metamorphose. In dem Stadium 
der Vollendung der Metamorphose (bei jungen FrSschen) wurde nur eine 
sehr schwaehe Trypsinwirkung festgestellt. Beine und Schwanz aller 
drei Gruppen enthielten kein Trypsin. 

Am ausgepr~gtesten war die Kathepsinwirkung. Sie war in allen 
drei Stadien der Metamorphose und in allen einzelnen Teflen (Leiber, 
Beine und Sehwi~nze) iiberaus stark. Die relativ kleinsten Wer~e zeigte 
die Kathepsinwirkung in dem Stadium vor der Metamorphose. Sie er- 
reichten wi~hrend der Metamorphose ihren HShepunkt und sanken naeh 
Vollendung der Metamorphose, so dag hier die Werte eine Mittelstellung 
gegenfiber den Werten bei den ersten zwei Stadien einnehmen. 

Es ergab sieh ferner in allen drei Stadien der Metamorphose und in 
allen einze]nen KSrperteilen eine deutliche Dipeptidasewirkung. 

DaB die Fermentwirkung sich in den Leibern als hSher herausstellte 
wie in den GliedmaBen war yon vornherein zu erwarten, da die Leiber 
die Verdauungsorgane enthielten. Es ist aber wohl m6glieh, dal], wenn 
wir die Fermentwirkung der Verdauungsorgane ausschalten, die Be- 
stimmung der Fermentwirkung der GliedmaBen relativ grSBere Werte 
ergeben wiirde. 


