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der Enzymwirkungen.
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(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.)
(Der Redaktion zugegangen am 81. September 1912.)

Die Untersuchungen, Uber welche im folgenden berichtet
wird, waren hauptsachlich darauf eingerichtet, auszufinden, ob
die Entstehung der Verbindung zwischen Enzymen und hem-
menden Substanzen durch die Gegenwart von kolloiden Sub-
stanzen, auf welche das Enzym nicht einzuwirken vermag,
verhindert werden kann; ebenfalls wurde untersucht, ob die
bereits fertige Verbindung Hemmungskorper-Enzym durch die
genannten Substanzen aufgehoben und das Enzym somit in
aktive Form ubergefuhrt werden kann. Die gebrauchten Enzyme
waren Lab und Trypsin. Als hemmende Substanzen wurden
fur das Lab Koble, Normal- und Immunserum, fir das Trypsin
Kohle und Serumalbumin angewandt. Daneben ist die Beziehung
des Saponins zu Labzymogen in Untersuchung gekommen.
Die kolloiden Stoffe, deren Einwirkung auf die Verbindung
Hemmungskorper- Enzym gepruft wurde, waren Saponin,
Cholesterin und salzsdurebehandeltes Eierklar. Das Saponin
war von Kahlbaum bezogen und war mit gegen Lackmus
neutraler Reaktion leicht und vollstdandig in Wasser 16slich.
Es gab die fir Saponine charakteristischen Reaktionen. Be-
kanntlich dialysieren die Saponine nicht oder wenigstens sehr
schwer. Um mich zu Uberzeugen, dal nicht dialysable Stoffe,
die eventuell als Verunreinigung vorkamen, fir meine Resultate
verantwortlich waren, wandte ich dialysiertes Saponin bei
einigen Versuchen an und bekam mit diesem dieselben Resultate.
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Das Cholesterin ist in Form einer Wassersuspension benutzt
worden, dessen Herstellung unten angegeben wird.

Lab, Kohle und Saponin.

Bei diesen Versuchen wurden eine I°/oige Kohle-
suspension und eine I°/oige Saponinlésung angewandt. Zur
Gerinnungsprobe, die immer bei 37i stattfand, wurden 10 ccm
Milch, die vorher auf 37° erwarmt worden war, genommen.
Die Volumina der fur Vergleichung abgesehenen Proben waren
der Beschreibung gemaR immer gleich.

Versuch 1.

A. 2 ccm Kohlesuspension wurden mit 2 ccm Saponin-
I6sung gemischt und in einem Wasserbad von 37° 10 Minuten
lang aufbewahrt. Darauf wurden 2 ccm Lablésung zugesetzt;
die Kohle wurde durch Zentrifugieren entfernt. Von der klaren
Flussigkeit wurden 3 ccm fur die Bestimmung der Gerinnungs-
zeit genommen,.

B. Anstatt Saponinlésung wurde Wasser genommen ; im
ubrigen war das Verfahren dasselbe wie in A.

C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt der Kohiésuspension
und der Saponinlésung.

Folgende Gerinnungszeiten wurden erhalten:

Mit A (Kohle-Saponin) 14 Minuten.
» B (Kohle-Wasser) 78 >
» C 14 *

In diesem Falle hat also die Gegenwart von Saponin
die Aufnahme von Lab durch die Kohle vollstandig verhindert.
Saponin ist nach folgendem Versuche ohne Einwirkung auf
das Lab.

Versuch 2.
(Saponin-Lab) 9 Minuten.
(Wasser-Lab) 9 »

Die Einwirkung des Saponins auf die Kohle geschieht
sehr schnell. Wenn auch das Zusetzen von Kohle, Saponin
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und Lab rasch nacheinander stattfindet, wird die Kohle voll-
stadndig verhindert, ihre Hemmung auszulben.

In guter Ubereinstimmung mit obenerwahnter Beobachtung
steht das Ergebnis folgender Versuche, nach welchen Saponin
das Vermogen besitzt, Lab, das schon durch Kohle aufgenommen
ist, von der Kohle zum Teile abzul6sen.

Versuch 3.

A. Je 1 ccm von der Kohlesuspension und der Lab-
I6sung wurde gemischt und 1 Stunde lang bei 37° aufbewahrt.
2 ccm Saponinlésung wurden darauf zugesetzt; nach 15 Minuten
wurde zentrifugiert und mit 2 ccm der klaren Flissigkeit die
Gerinnungszeit ermittelt.

B. Zur Kohle-Labmischung wurde anstatt Saponin Wasser
zugesetzt; im dbrigen wie in A.

C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Kohle und Saponin.

Die Gerinnungszeiten waren :

Mit A (Kohle-Lab-Saponin) 59 Minuten.
» B (Kohle-Lab-Wasser) 225 »
» C 12 >

Praktisch genommen war alles Lab durch Kohle gebunden
worden, aber dann zum grof3en Teile durch den Einflu? des
Saponins abgelost worden. Dabei spielt eine langere Zeit flr
die Einwirkung des Saponins auf die Kohle-Labverbindung eine
groBe Rolle, wie es der folgende Versuch zeigt.

Versuch 4.

A. Wie in Versuch 3 wurde eine Mischung von gleichen
Teilen Kohlesuspension und Lablostmg 1 Stunde lang bei 37°
gehalten; eine mit dieser Mischung gleich grof3e Menge Saponin-
I6sung wurde zugesetzt; das Ganze wurde bei einer Tempe-
ratur von 37° gehalten. Nach den unten angegebenen Zeiten
wurden davon Proben genommen, die zentrifugiert wurden,
worauf die Gerinnungszeiten mit 2 ccm festgestellt wurden.

B. Wasser wurde anstatt Saponin zugesetzt. Die Be-
handlung war im dbrigen wie in A.

C. Kontrollprobe.
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Der Versuch ergab folgende Gerinnungszeiten:

Mit A (Kohle-Lab-Saponin) 5 Minuten 135 Minuten.
S » 10 V4 80- »
20 58 K
» » » 40 » - 43
. : o I7M|1 39
» » 90 32
» 150 » 27 v
> 1 210 » 24
IR oo 270 » 23 »
Mit B (Kohle-Lab-Wasser) 5 Min. Keine Gerinnung in 6 Std.
. > 90 v »
> > 270 > RIS
Mit G 21l Minuten.
Versuch 5.

Bei diesem Versuche wurden die Gemenge wie in Ver-
such 4 bereitet. Die Gerinnungszeiten waren:

Mit A (Kohle-Lab-Saponin) 5 Minuten 31 Minuten
> 10 » 25 >
v » 20 » 21 *
> 40 18 >
» 60 5*n >
S » 90 o 01
> > 120 * 15
Mit B (Kohle-Lab-Wasser). Keine Gerinnung in 3 Stunden.
Mit C 2 Minuten.

Wie aus den Versuchen 4 und 5 ersichtlich, dauert es
eine gewisse Zeit, bis das Lab von dem Saponin freigemacht
wird; nach einer Zeit, die in verschiedenen Fallen verschieden
ist, wird kein Lab mehr frei.

Folgender Versuch wurde gemacht, um den EinfluR ver-
schiedener Temperaturen festzustellen.

Versuch 6.

A. Zu einer 1 Stunde lang bei 37* erhitzten Kohle-Lab-
mischung wurde die Saponinldsung zugesetzt; davon wurden
2 Proben genommen, von welchen die eine bei einer Tempe-
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ratur von 37° und die andere bei 15° gehalten wurde. Danach
wurde im dbrigen wie in Versuch 4 A verfahren.

B. Der Kohle-Labmischung wurde Wasser anstatt Saponin
zugesetzt.

C. Kontrollprobe.

Folgende Gerinnungszeiten wurden erhalten:

Bei 37° 15°
Mit A (Kohle-Lab-Saponin) 5 Min. 23l/a Min. 59 Min
N e 10 20 = 54
> » 20 = 16 » 45V*
40 » 14V* 39 »
- 60 . 14*, 34V*
- > 90 . 13v2 Y 33
> ws Pas 120 IB** 31 »
=~/ 150 » 13 » 29V* -
Mit B (Kohle-Lab-Wasser) 5 Min.  Keine Gerinnung in 3 Std.
e » 60
> > 150 >
Mit C 2 Minuten.

Aus diesem Versuche geht hervor, daR das Saponin bei
einer hoheren Temperatur eine kraftigere Wirkung austibt.
Die Zeit, nach welcher die Einwirkung auf die Kohle-Labver-
bindung endet,- ist bei einer héheren Temperatur bedeutend
kirzer als bei niederer. Bei 15° wurde er nicht einmal nach
einer 6 Stunden langen Behandlung erreicht, wie andere Ver-
suche ergaben.

Eine grollere Menge Saponin hat nach folgendem Ver-
suche grofRere Einwirkung als eine kleinere.

Versuch 7. -

Zu der 1 Stunde lang bei 37° erhitzten Kohle-Labmischung
wurde in der einen Probe eine I°/oige Saponinlésung und in
der anderen eine 3°/oige zugesetzt. Im Ubrigen war die Be-
handlung wie im vorigen Versuche. Die Mischungen B und C
wurden hierbei nicht hergestelll

Es ergaben sich folgende Gerinnungszeiten:
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Saponinlésung 3°/e I°/o

(Kohle-Lab-Saponin) 5 Min. 29»/* Min.  «35 Min.
10 - 26 v* . 31
20 » 25 —

.o “ 40 [». - 23 . 25»/*

i 60 .» 17»/* . 21 n

. 120 » 15»/* . 19 .

300 » 15 19v* .

420 » 15»/* . 19»/* .

Die 3°/oige Saponinldsung macht also mehr Lab frei. Das
Maximum der Einwirkung des Saponins ist in beiden Fallen
ungefahr gleichzeitig erreicht worden.

Um den Einflul3 verschiedener Wassermengen zu ergriinden,
die doch bei der Behandlung der Kohle-Labverbindung gleiche
Mengen Saponin enthielten, wurde folgender Versuch gemacht.

Versuch 8.

Die 1 Stunde lang bei 37° erhitzte Kohle Labmischung
wurde in 3 verschiedenen Proben mit Saponinlésung und Wasser
in den hier unten angegebenen verschiedenen Mengen versetzt.

A 2ccm Kohle-Labmischung-{-2 ccm Saponinldsungohne Wasser.
B2 » » -[-2 » » -j*ccm ¢
u2 » » -1-2 » * -(-8ccm ¢

Nachdem die drei Proben 15 Minuten lang bei einer
Temperatur'von 37° gehalten waren, wurde zentrifugiert; von
der klaren Flussigkeit wurden die unten angegebenen Mengen
genommen und mit Wasser wie folgt gemischt.

1 cecm A -J- 2 ccm Wasser.
2 » B +1L » »
3 » C kein Wasser.

Wéahrend der Einwirkung des Saponins auf die Kohle-
Labverbindung war also die Wassermenge in den 3 Proben
verschieden, die Saponinmenge aber gleich. Nach dem Zentri-
fugieren wurde durch das Zusetzen von Wasser die Konzentra-

tion in den drei Proben dieselbe. Die Gerinnungszeiten waren:
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Mit A 6V2 Minuten.
» B 6l* »
» G 6*4 »

Versuch 9.

Bei einem anderen Versuche mit anderen Mengen der-
selben Bestandteile ergaben sich folgende Gerinnungszeiten :

Mit A 37* Minuten.
) B 36 »
» G 38

Aus den zwei letzten Versuchen geht hervor, dal3 die
Wassermenge bei der Einwirkung des Saponins auf die Kohle-
Labmischung bedeutungslos ist. Madaglich ist, dal} die Wasser-
menge bei sehr kurzer Einwirkung des Saponins einen Einfluf3
auf die Reaktionsgeschwindigkeit haben kann; der Endzustand
wird aber nicht durch die Menge des Wassers beeinflul3t.

Aus den Versuchen 1—9 geht hervor, dall das Saponin
dem hemmenden Einflul der Kohle auf die Labwirkung ent-
gegenwirkt, und dald das Saponin einen Teil des durch Kohle
gebundenen Labs frei macht, wobei Zeit, Temperatur und
Saponinmenge eine wesentliche Rolle spielen. DaR die Kohle
das Saponin aufnimmt und an sich bindet in der Weise, dal}
dasselbe nicht durch Wasser weggewaschen werden kann,
zeigt folgender Versuch.

Versuch 10.

A. 2 ccm Kohlesuspension und 2 ccm Saponinldsung
wurden gemischt und 10 Minuten lang bei 37° gehalten; 2 ccm
Lablésung wurden darauf zugesetzt. Die Mischung wurde zen-
trifugiert und die Gerinnungszeit mit 3 ccm ermittelt.

B. 2 ccm Kohlesuspension und 2 ccm  Saponinlésing
wurden 10 Minuten lang bei 37° gehalten, wonach die Mischung
zentrifugiert wurde. Die klare Flussigkeit wurde abgegossen;
die zuruckgebliebene Kohle wurde durch Aufgul3 von Wasser,
Umschuttelung und neues Zentrifugieren gewaschen. Nachdem
die Kohle auf diese Weise dreimal gewaschen worden war,
wurde sie mit 4 ccm Wasser und 2 ccm Lab versetzt. Die
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Kohle wurde wegzentrifugiert und die Gerinnungszeit mit 3 ccm
ermittelt.
C. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Saponin.

D. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Kohlesuspension
und Saponinlésung.

Die Gerinnungszeiten waren folgende:

Mit A(Kohle-Saponin-Lab) 18Minuten.
»  B([Kohle-Saponin] gewaschen -Lab) 19 v* ¢

»  C(Kohle-Wasser-Lab) 134 +

» D 18

In C konnte die Kohle die Labwirkung hemmen. In A
und B wurde die Hemmung durch die Gegenwart des Saponins
aufgehoben. In B wurde, nachdem die Kohle Saponin aufge-
nommen hatte, die Kohle wiederholt mit Wasser gewaschen:
dessen ungeachtet wurde das Saponin durch die Kohle zurtick-
gehalten und hinderte also die Kohle, das Lab aufzunehmen.
Die beiden Gerinnungszeiten mit A und B sind fast gleich,
und daraus geht hervor, dal nur das Saponin, das von der
Kohle aufgenommen wird, wirkt, und nicht das, welches in
der Flussigkeit sich befindet.

L&b, Noraudserum and Saponin.

Die hemmende Einwirkung des Serums auf Lab, auf welche
zuerst Hammarsten und Rodénl) aufmerksam machten, ist
eingehend von Hedin*) untersucht worden. Er fand unter an-
derem dabei, daf} die Hemmungswirkung nach vorangegangener
Behandlung des Serums mit HCI nicht zustande ko'mmt, und
ferner dal die Saure das Lab aus seiner Verbindung mit Serum
frei macht. In den folgenden Versuchen habe ich den Einflul} des
Saponins auf die Fahigkeit des Serums, die Labwirkung auf-
zuheben, untersucht.

Neutralisiertes und verdinntes Serum vom Pferde (in
einigen Fallen vom Ochsen) wurde angewandt. Wie in den
vorigen Versuchen war die Saponinldsung, wenn nicht anderes
angegeben wird, 1°/oig.

') Upsala Lakaref. forli., Bd. 22, S. 546, 1887.
*) Diese Zeitschrift, Bd. 60, S. 85, 19009.
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Versuch 11.

A. Zu 1 ccm Serum wurde 1 ccm Saponinlésung zugesetzt

und die Mischung 10 Minuten lang bei 37° aufbewahrt; da-
nach wurde 1 ccm Lab zugegeben und das Ganze 5 Minuten
lang bei 37° gehalten. Danach wurden die Gerinnungsversuche
ausgefihrt.

B. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Saponinldsung.

C. Kontrollprobe.

Folgende Gerinnungszeiten wurden erhalten:

Mit A (Serum-Saponin-Lab) 22 & Minuten.

» B (Serum-WTasser-Lab) 135 »
VvV C 11 »

Das Serum ist also zum groRen Teile gehindert worden,
seinen hemmenden EinfluR auf die Labwirkung auszuiben.
Das Saponin ist, wie vorher Versuch 2 zeigt, ohne Einfluf3
auf das Lab.

Der EinfluR verschiedener Zeiten fur die Einwirkung des
Saponins auf das Serum ist in folgendem Versuche untersucht
worden.

Versuch 12,

A. Gleiche Teile von Serum und Saponinldsung wurden
gemischt und bei 37° gehalten. Nach unten angegebenen Zeiten
wurden von der Mischung jedesmal 2 ccm genommen; das Lab
wurde zu diesen zugesetzt, die Mischung 10 Minuten lang bei
37° gehalten, wonach die Gerinnungszeiten auf gewdhnliche
Weise ermittelt wurden.

B. Eine Mischung von 1 ccm Serum, 1 ccm Wasser und
1 ccm Lab wurde 10 Minuten lang bei 37° gehalten; danach
wurde die Milch zugesetzt.

C. Kontrollprobe.

Die Gerinnung fand nach folgenden Zeiten statt:

Mit A (Serum-Saponin) unmittelbarer Zusatz von Lab 14 Minuten.

» » * nach 3 Minuten 14 »
* % Sy 6 * 13 »
* oy >>. A 9 » 13 »

] » » » 15 * 13Va »
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Mit A (Serum-Saponin) nach 25 Minuten 12 Vs Minuten
Yy » » 40 » 13 »
L » » 60 ) 13 »
MitB (Serum-Wasser) 39

MitC 8

Aus diesem geht hervor, dal} eine langere Zeit fir die
Einwirkung des Saponins auf das Serum ohne erwahnens-
werte Bedeutung ist. Die Reaktion findet also sehr schnell statt.

Der EinfluB verschiedener Saponinmengen geht aus fol-
gendem Versuche hervor.

Versuch 13.

A. Zu 1 ccm Serum wurden, wie die unten angegebene
Tabelle zeigt, verschiedene Mengen Saponinlésung und Wasser
zugesetzt, so dalR die Volumina immer gleich wurden; das
Lab wurde darauf zugegeben.

B. Anstatt Saponin wurde Wasser genommen.'

C. Kontrollprobe.

Folgende Gerinnungszeiten wurden ermittelt:

Mit A (Sérum -f- Vuccm Saponinlds. + 1.1ft cm 11,0) 47 Minuten.

» (0 » -j-1 » -|-1 » H,0)33 »,
» (o +11u> » -]- V*» H,0)27 »
» o -2 » » kein Wasser) 23
MitB (Serum—+2 ccm Wassar) 56 »
MitC 15

Wie ersichtlich, hat eine groRere Menge Saponin eine
kraftigere Wirkung.

Die Einwirkung das Saponins auf das schon gebundene
Lab wurde in folgendem Versuche untersucht.

Versuch 14.

A. Eine Mischung von Serum und Lab wurde 2 Stunden
lang bei 37° gehalten. Ein dieser Mischung gleich grolies Vo-
lumen Saponinlésung wurde zugesetzt, und nach unten an?
gegebenen Zeiten wurden 2 ccm fir die Bestimmung der Ge-
rinnungszeit davon genommen.

B. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Saponin.

C. Kontrollprobe.
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Die Gerinnungszeiten waren:

Mit A (Serum-Lab-Saponin) unmittelbar 97 Minuten
Xk » nach 1 Stunde 78 *
oy * » 2 Stunden 71 »
» » 3 * 70 »
5 » 63 »
* » 7 » 5/ »
Mit B (Serum-Lab-Wasser) unmittelbar 112 *
y ¥ » nach 1 Stunde 108 V
y ¥ U » 3 Stunden 110 »
» » » 7 » 111 *
I Mit" O+ i -,

Mit einem anderen Versuche wurden folgende Zeiten
erhalten:

Versuch 15.
Mit A unmittelbar 81 Minuten
* » nach 30 Minuten 72 »
» oy » 60 » 63 *
| » , 120 » 57 %
Mit B unmittelbar 83 »
» » nach 60 Minuten 90 »
» » » 120 » 96 »
Mit C . . 7 »

Aus den beiden letzten Versuchen geht hervor, dall das
Saponin das Lab freimacht, das schon an Serum gebunden worden
ist. Je langer die Zeit der Einwirkung des Saponins dauert, desto
mehr Lab wird freigemacht.

Die Versuche 11—15 ergeben also einerseits, dall das Sa-
ponin das Serum an der Hemmung der Labwirkung verhinSert,
anderseits, dal es auch die Fahigkeit hat, das schon gebundene
Lab abzuldsen. Dies stimmt sehr gut mit den Resultaten in den
Versuchen 1—10 Uberein. Doch ist die Einwirkung des Saponins
auf die Kohle bedeutend kraftiger als auf Serum, Es hinderte
vollstandig die Kohle, die Labwirkung zu hemmen; nicht so mit
Serum. Das Saponin vermag bedeutende Mengen Lab, das an



Einwirkung einiger kolloiden Substanzen auf Enzymwirkungen. 189

Kohle gebunden ist, zu verdrangen. Dagegen wurden verhéaltnis-
maliig kleine Mengen aus der Lab-Serumverbindung freigemacht.

Labzymogen und Saponin.

Aus den Versuchen, die Hedinl) mit Hinsicht auf das
Labzymogen gemacht hat, geht hervor, daR dieses als eine
Verbindung zwischen Enzym und Hemmungskorper betrachtet
werden kann. Hemmungskorper und Lab koénnen durch Be-
handlung mit schwachem Ammoniak bezw. Saure zerlegt werden,
wodurch die nicht zerlegte, in das Zymogen eingehende Kom-
ponente frei und wirksam wird. Bei Untersuchungen, die bei
derselben Gelegenheit mit Normalserum als hemmender Stoff
gemacht wurden, fand Hedin, daR die Lab-Serumverbindung
sich wie das Labzymogen verhélt. Bei Zusatz von HCIl wurde
das Lab aktiviert und mit H,N trat eine bedeutende Hemmungs-
wirkung ein. Wie oben gezeigt worden ist, wird in der Ver-
bindung zwischen Lab und Serum das Lab durch das Saponin
aktiviert, und es ware darum von Interesse, zu erfahren, wie
das Saponin sich zu dem Labzymogen verhalt. Bezuglich dieser
Frage wurden folgende Versuche gemacht.

Das Zymogen wurde, wie Hedin beschreibt, hergestellt.
Ein Teil frischer Schleimhaut von Kalbsmagen mit finf Teilen
Wasser, etwas CaCOj und Toluol wurde bei niederer Temperatur
einen Tag aufbewahrt; darauf wurde filtriert. Die auf diese
Weise erhaltene Zvmogenlésung zeigte immer eine schwache
Labwirkung, wie aus den Versuchen hervorgeht.

Versuch 16.

A. 1 ccm Zymogen wurde mit 9 ccm Wasser und 5 ccm
Saponinloésung gemischt und bei 37° aufbewahrt. Nach unten
angegebenen Zeiten wurden mit 2 ccm die Gerinnungszeiten auf
die gewoOhnliche Weise bestimmit.

B. Anstatt Saponinldsung wurde Wasser genommen. Im
dbrigen wie in A.

Die Gerinnung fand nach folgenden Zeiten statt:

I) Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 187, 1911.
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Mit A (Zymogen-Saponin) sogleich 14 Minuten
o) > nach 15 Minuten 12
fr , 30 » 12»/* >
> 60 > 12 »
» v . 120 ) 10 V
v o= . » 300 ¢ A .
. » , > 360 » 8 »
Mit B (Zymogen-Wasser) sogleich 14Va -
o "o » nach 60 Minuten 13
» ) » » 300 » IB*fi
Versuch 17.
Ein anderer Versuch gab folgende Zeiten:
Mit A sogleich 74 Minuten
nach 5 Minuten 69 »
s« 10 66Va
- ~ . 20 ° 63 «
-t » - 45 ° 62 ,
«~ 60 e 60 -
> - 90 e 58va -
s - 120 59 »
> o o 240 o 58 0
Mit B sogleich 73 o
o o nach 60 Minuten 71 V
o o > 240 0 12 .

Das Saponin aktiviert also das Zymogen, und dabei spielt
die Zeit eine wesentliche Rolle, indem, wenigstens bis zu einer
gewissen Grenze, um so mehr Lab aktiviert wird, je langer das
Saponin einwirkt.

‘ In folgendem Versuche wurde die Bedeutung der Tem-
peratur untersucht.

Versuch 18.

A. In der einen Probe wurde das Zymogen mit Saponin
bei einer Temperatur von 37° und in der anderen bei 15° ge-
halten. Im dbrigen wie im Versuch 16.

B. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Saponinlésung.



Einwirkung einiger kolloiden Substanzen auf EnzymWirkungen. 191

Die Gerinnung fand bei folgenden Zeiten statt:

37« 15®
Mit A (Zymogen-Saponin) sogleich 58 Min. 59 Min.
% nach 5 Min. 56V, > 57 *
Y,y 'y » 20 » 49V2 » S7
» oy » y 45 45 > 53
» o » * 60 » 44 » 52
» o) », >120 » 40 > 48 »
Mit B (Zymogen-Wasser) sogleich 58 58 »
> o» I nach 60 Min. 57 > 59 *
» » N > 120 > 60 > 58

Daraus geht hervor, dal bei der h6heren Temperatur das
Saponin mehr Lab freimacht als bei der niederen.

Durch folgenden Versuch wurde der Einflul verschiedener
Mengen Saponin ermittelt.

Versuch 19.

In der einen Probe wurde zu 10 ccm Labzymogen 10 ccm
Saponinldésung zugesetzt, in der anderen 5 ccm Saponinlésung
und 5 ccm Wasser. Danach wurde wie in dem vorigen Versuch
verfahren,

Folgende Gerinnungszeiten wurden gefunden:

Mit 10 ccm Saponinldés. 5 ccm Saponinlés. -|- 5 ccm HtO.

sogleich 55 Min. 55 Min
nach 5 Min. 49 » 48
» 10 > 47 > - 45%[*

» 20 » 44 > 44 »

» 30 * 44172 » 42 >

» 60 » 41 > 41  »

> 90 » 41 > A21/* »
_

>120 »;1 41l/a»

Die grolRere Saponinmenge hat nicht wesentlich mehr Lab
als die kleinere freigemacht. Ungeféhr gleichzeitig ist das
Maximum fur die Einwirkung des Saponins erreicht worden.

Aus den Versuchen 16—19 geht hervor, dal} das Saponin
das Labzymogen aktiviert; es hat, obgleich in einem geringeren

Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXII. 13
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Grade, dieselbe Einwirkung wie HCI. Nach dem oben Gesagten
kommt diese Einwirkung des Saponins ganz wahrscheinlich durch
die Entstehung einer Art von Vereinigung zwischen Saponin und
Hemmungskdrper zustande.

Lab, Immunserum und Saponin.

Das in folgenden Versuchen angewandte Immunserum war
von Kaninchen nach Einspritzen von Lab erhalten worden. Seine
hemmende Einwirkung war bedeutend kréftiger als die des Nor-
malserums; es mul3te in hoherem Grade verdinnt werden. Die
Versuche wurden wie die mit Normalserum ausgefihrt.

Versuch 20.

Das Immunserum wurde 10 Minuten lang bei 37° in der
einen Probe mit Saponin (A) und in der anderen mit Wasser (B)
erhitzt. Nach dem Zusatz des Labes wurden die Gerinnungs-
zeiten auf gewohnliche Weise bestimmt. Folgende Zeiten wurden
gefunden:

Mit A (Immunserum-Saponin) 78 Minuten
> B (Immunserum-Wasser) 68 »
» C Kontrollprobe _ _ . 26 »

Versuch 21.

In diesem Versuche wurden folgende Ergebnisse erhalten:

Mit A 43 Minuten
* B 27 »
y C 12 *

Aus diesen zweiVersuchen gehthervor, dal die Hemmungs-
wirkung des Immunserums vermehrt worden war, anstatt, wie
man erwarten konnte, vermindert zu werden. Dieses Resultat
war im hohen Grade tGberraschend. Einige Versuche mit Normal-
serum von Kaninchen ergaben, dall das Saponin die Hemmungs-
wirkung des Normalserums beeintrachtigt — vollkommen so,
wie es mit dem Normalserum vom Pferde der Fall war. Beim
Immunserum ergibt das Saponin eine geringe Steigerung der
Hemmung. Wie das zu erklaren ist, steht noch dahin.
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Trypsin, Kohle und Saponin.

Die Hemmung der Trypsinwirkung durch Kohle ist ein-
gehend von Hedinl) untersucht worden. Ich habe einige Ver-
suche betreffs des Verhaltnisses des Saponins zu dieser Hemmung
ausgefuhrt. Die Trypsinlosung, die hier zur Anwendung kam,
ist auf folgende Weise hergestellt worden. Gleiche Teile zer-
kleinerte Pankreassubstanz und Wasser wurdeir einen Tag
lang im Thermostat bei 37° aufbewahrt. Um Faulnis zu ver-
hindern, wurden Toluol und Chloroform zugesetzt. Danach
wurde filtriert; nachdem die Flussigkeit einige Tage dialysiert
worden war, wurde sie einige Zeit im Thermostat gehalten,
wonach erneutes Dialysieren stattfand. Die auf diese Weise
gewonnene Trypsinldsung enthielt verhaltnismaRig kleine Mengen
EiweiR. Als Digestionsmaterial wurde eine 4*/oige Caseinlésung
angewandt, die durch Auflésung von 40 g Casein in 1 Liter
Wasser, das 2°/o Normal-NaOH enthielt, erhalten worden war.
Die Losung zeigte gegen Lackmus neutrale Reaktion. Zu jeder
Verdauungsprobe wurden davon 50 ccm genommen. Die Kohle-
suspension war 3°/06ig und die Saponinlésung 2*/oig. Die
Digestion fand 12 Stunden lang bei 37° statt. Fir die Be-
stimmung der Grél3e der Verdauung wurde die von Sorensens)
angegebene Methode mit Formoltitrierung benutzt. “/R-NaOH
mit Phenolphthalein als Indikator wurde angewandt. Die Menge
der FlUssigkeit, die titriert wurde, war in allen Proben 25 ccm.

Versuch 22.

A. 6 ccm Kohlesuspension wurden mit 6 ccm Saponin-
I6sung versetzt, und die Mischung wurde 30 Minuten lang bei
37° gehalten. Danach wurden 6 ccm Trypsinlosung zugefihrt;
nachdem die Mischung 1 Stunde lang béi 37° gehalten worden
war, wurde zentrifugiert, und von der klaren Flussigkeit wurden
15 ccm fir die Digestion des Caseins genommen.

B. Wie in A; aber mit Wasser anstatt Saponinldsung.

C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Kohlesilispension
und Saponinldsung.

*) Bio-Chemial Journal, Bd. 1, S. 484, 1906.
*) Biochemische Zeitschrift, Bd. 7, S. 45, 1908.
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Bei der Formoltitrierung wurden verbraucht:
Mit A (Kohle-Saponin-Trypsin) 5,75 ccm NaOH
» B (Kohle-Wasser-Trypsin) 3,00 » »
» C 6,50 » »
Versuch 23.
Dieser Versuch ging auf dieselbe Weise, aber mit andern
Mengen vor sich.
Mit A 5,40 ccm NaOH

»y B 3,80 » »
» C 9.30 » »

Aus diesen beiden Versuchen geht hervor, dal3 die Kohle
durch das Saponin in ihrer Hemmung auf das Trypsin ver-
hindert worden ist. DaR das Saponin ohne EinfluR auf das
Trypsin ist, wird durch folgenden Versuch gezeigt.

Versuch 24.

*A. Eine Mischung von 5 ccm Saponinlésung und 5 ccm
Trypsin wurde 1 Stunde lang bei 37° gehalten. Danach wurde
mit dem Casein digeriert.

. B. Anstatt Saponinlésung wurde Wasser genommen.

Die Titrierung fiel auf folgende Weise aus:

Mit A (Saponin-Trypsin) 5,20 ccm NaOH
» B (Wasser-Trypsin) 525 » »

Im folgenden Versuche wurde geprift, ob die Zeit fur
die Einwirkung des Saponins auf die Kohle irgend einen Ein-
fluk hatte.

Versuch 25.

A. Gleiche Teile Kohlesuspension und Saponinlésung
wurden gemischt und bei 37° aufbewahrt. Nach den unten
angegebenen Zeiten wurden 12 ccm davon genommen, zu
welchen 6 ccm Trypsinlésung zugesetzt wurden, und das Ganze
wurde 1 Stunde lang bei 37° gehalten; darauf wurde zentri-
fugiert und die Verdauung mit 15 ccm ausgefuhrt.

B. Je 6 ccm Kohlesuspension, Wasser und Trypsinlésung
wurden gemischt und i Stunde lang bei 37° gehalten. Nach
dem Zentrifugieren wurden zur Caseinldsung 15 ccm zugesetzt.
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C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Kohle und Saponin.
Die Titrierung gab folgendes Resultat:
Mit A (Kohle-Saponin) unmittelbarer Zusatz von Trypsin
5,70 ccm NaOH,
» » * nach 15 Minuten 5,65 » »

» » » » 30 » 570 %
» t ¥ » 60 » 5,75 » »
» » » » 90 * 575 * ¥
mit B (Kohle-Wasser) 4,10 »
mit C 6,50 * ¥

Aus diesem Versuche sehen wir, dall eine vermehrte
Zeit fur die Einwirkung des Saponins auf die Kohle ohne Be-
deutung ist. Die Aufnahme des Saponins durch die Kohle
scheint sehr schnell einzutreten.

Der EinfluR der Menge des Saponins geht aus folgendem
Versuch hervor.

Versuch 26.

A. Zu der Kohlesuspension wurden die unten ange-
gebenen verschiedenenMengen Saponinlésung und  Wasser
zugesetzt, wobei, wie ersichtlich, gleiche Volumina in den ver-
schiedenen Proben immer erhalten wurden. Danach wurde
Trypsin zugegeben, und die Digestion fand wie gewohnlich statt.

B. Wie in B im vorigen Versuche.

G. Kontrollprobe.

Titrierung:
Mit A (Kohle + 1 ccm Sap.-Los. + 5ccm HtO)4,45 ccm NaOH
x (» =2 » -4« ) 460% »
» ( »4 » » o “f2 »e) 4,80 » »
> (» -j-6 > * kein Wasser) 5,00* *
mit B (Kohle + 6 ccm Wasser) 3,10
mit C 560 *

Die Fahigkeit des Saponins, die Kohle daran zu ver-
hindern, die Trypsinwirkung zu hemmen, nimmt also, wenn
auch nicht besonders viel, mit einer steigenden Saponirimenge zu.

Aus den jetzt erwéhnten Versuchen geht hervor, dal} das
Saponin zu einem nicht geringen Teile dem hemmendem Einflul}
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der Kohle auf die TrypsinWirkung entgegenwirkt. Die folgenden
Versuche wurden unternommen, um festzustellen, ob schon
an die Kohle gebundenes Trypsin durch Saponin freigemacht
werden konnte.

Versuch 27.

Zu 55 ccm Trypsinlésung wurde 1,5 g Kohlepulver zu-
gesetzt und die Mischung wurde 5 Stunden lang bei 37° ge-
halten.

A. 40 ccm von dieser erhitzten Mischung wurden mit
20ccm Saponinlésung versetzt. Nach unten angegebenen Zeiten
wurden 20 ccm ausgenommen und zentrifugiert, zur Casein-
I6sung wurden von der Kklaren Flissigkeit 15 ccm zugesetzt,
welche also 10 ccm Trypsinlésung und 5 ccm Saponinldsung
enthielten.

B. 15 ccm der obenerwdhnten Trypsin-Kohlemischung
wurden zentrifugiert; hiervon wurden 10 ccm und aulerdem
5 ccm Wasser dem Casein zugefiihrt.

C. Kontrollprobe, die 10 ccm Trypsinlosung zusammen
mit 5 ccm Wasser enthielt.

Bei der Titrierung wurden folgende Zahlen erhalten:

Mit A (Kohle-Tryp.~ASap.) Zentrifugieren sogleich 4,50ccm NaOH
) » V  nach 60 Min. 4,60 V

» I » » » 120 * 4,70 » »
mit B (Kohle-Trypsin-Wasser) 4,45 > »
mit C 14,40 >

Versuch 28.
Folgender Versuch wurde auf &hnliche Weise ausgeflihrt.

Mit A Zentrifugieren sogleich 3,30 ccm NaOH

» » nach 60 Minuten 3,45 » »
» » » 180 » 3,50 *. »,
Mit B 3,30 * »
Mit C 8,20 » »

Diese beiden Versuche zeigen, dal das Saponin nicht
in erwahnenswertem Grade das Trypsin aus der Verbindung
mit der Kohle abzultsen vermag.
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Aus den Versuchen 22—28 geht hervor, dal3 das Saponin
zum Teile die Kohle verhindert, die Trypsinwirkung zu hemmen,
wobei eine groRere Menge Saponin eine etwas kraftigere Wir-
kung als eine kleinere hat. Dagegen vermag das Saponin nur
sehr kleine Mengen von schon gebundenem Trypsin freizu-
machen. Werden diese Resultate mit denen von der Einwir-
kung des Saponins auf die Hemmung der Labwirkung durch
Kohle, welche in den Versuchen 1—10 angegeben sind, ver-
glichen, so finden wir, dal3 die Ergebnisse in den beiden Fallen
insofern mit einander Ubereinstimmen, als die Kohle durch
die Gegenwart des Saponins verhindert wird, die Enzym-
wirkungen zu hemmen. Inzwischen unterscheiden sich die Er-
gebnisse dadurch, dall das Saponin die Fahigkeit hat, bedeu-
tende Mengen durch Kohle gebundenes Lab freizumachen,
wogegen es auf die Kohle-Trypsinverbindung nur die oben-
erwéahnte geringe Einwirkung hat. Dieses kann mdglicherweise
darauf beruhen, dal} die Kohle-Trypsinverbindung fester als
die Kohle-Labverbindung ist.

Trypsin. Senunalbnmin und Saponin.

Die Hemmung der Trypsinwirkung durch Serumalbumin
ist von Hedinl) untersucht worden. Wie sich Saponin zu
dieser Hemmung verhélt, geht aus folgenden Versuchen hervor.
Das Serumalbumin ist auf folgende Weise hergeatellt worden.
Neutralisiertes Ochsenserum wurde mit einem gleich grofl3en
Volumen gesattigter (H4AN)tSO4-Losung versetzt. Das nieder-
geschlagene Globulin wurde wegfiltriert. Das Filtrat wurde
mit dem genannten Salze gesattigt. Das ausgeschiedene Serum-
albumin wurde wegfiltriert und in etwas Wasser gelost. Die
Losung wurde danach 4—5 Tage lang grindlichem Dialysieren
unterworfen. Die Trypsin- und Saponinldésungen waren dieselben
wie bei der Hemmung durch Kohle.

Versuch 29.

A. 5 ccm Serumaibuminlésung wurden 1 Stunde lang
bei 37° mit 5 ccm Saponinlésung gehalten. 10 ccm Trypsin-

¥ Joura. of physiol.,, Bd. 32, S. 390, 1905.



198 G. Jahnson-Blohm,

I6sung wurden danach zugegeben; die Mischung wurde zwei
Stunden lang bei 37° autbewahrt und danach dem Casein
zugesetzt.
B. Anstatt Saponinldsung wurde Wasser genommen.
C. Kontrollprobe mit Wasser anstatt Saponin und
Serumalbumin.

Bei der Titrierung wurden folgende Ziffern erhalten:
Mit A (Albumin-Sapoiin-Trypsin) 3,90 ccm NaOH

* B (Albumin-Wasser-Trypsin) 3,85 » »

» C 10,05 » »

Versuch 30.

Dieser Versuch gabfolgendes Resultat:
Mit A 3,45 ccm NaOH
» B -3,55 » »
» C 8,40 » »

Diese beiden Versuche zeigen, dafl das Saponin ohne
EinfluR auf das Serumalbumin bei der Hemmung der Trypsin-
wirkung ist.

Lab, Kohle und Cholesterin.

Die Cholesterinsuspension, die in diesen Versuchen zur
Anwendung kam, wurde auf folgende Weise hergestellt. Eine
Losung von 0,25 g Cholesterin in ungefahr 15 ccm Aceton
wurde in kleinen Mengen in einen Becher mit kochendem
Wasser gegossen. Nach jedem neuen Eingieen wurde das
Aceton der gebildeten Cholesterinsuspension auf dem Wasser-
bad verdampft; verbrauchtes Wasser wurde immer durch
neues ersetzt. Nachdem auf diese Weise die ganze Choleste-
rinlésung in das Wasser gebracht worden war, und das
Aceton verdampft war, wurde die Suspension filtriert und
Wasser bis zu 100 ccm aufgegossen. Bei dem Abgielien
der Cholesterinlésung in das Wasser fand starkes Schaumen
von dem im Anfang sich schnell verfliichtigenden Aceton statt;
hierbei sammelte sich etwas Cholesterin auf die Blasen in
groReren Partikeln, die danach auf dem Filtrum blieben. In-
folgedessen wurde die Starke der Cholesterinsuspension auf
etwa 0,20°/o berechnet. Die Suspension hatte ein milchéhn-
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liches Aussehen und konnte mit Toluol lange aufbewahrt
werden, ohne sich zu &andern.

Die Versuche wurden wie die mit Saponin und Lab aus-
gefuhrt, und sie werden darum weniger ausfiihrlich beschrieben.

Versuch 31.

A. Die Kohle- und Cholesterinsuspensionen wurden ge-
mischt und 10 Minuten lang bei 37° gehalten; das Lab wurde
zugesetzt, und Zentrifugieren fand statt. Die Gerinnungszeit
wurde auf gewohnliche Weise bestimmit.

B. Mit Wasser anstatt Cholesterinsuspension.

C. Kontrollprobe.

Folgende Gerinnungszeiten wurden gefunden:

Mit A (Kohle-Cholesterin) 18 Minuten
» B (Kohle-Wasser) 59
» C 4*[s »

Das Cholesterin hat also die Kohle zum Teil gehindert,
die Labwirkung zu hemmen. Es ist, wie folgender Versuch
zeigt, ohne Einwirkung auf das Lab.

Versuch 32.
(Lab-Wasser) ot/* Minuten
(Lab-Cholesterin) 9 *

Versuch 33.

A. Die Kohle- und Cholesterinsuspensionen wurden bet
37° wahrend unten angegebener Zeiten zusammen pufbewahrt,
ehe das Lab zugesetzt wurde. Danach wurde verfahren, wie
oben angegeben.

B. Wasser anstatt der Cholesterinsuspension.

C. Kontrollprobe. -

.Die Gerinnung fand nach folgenden Zeiten statt:

Mit A (Kohle-Cholesterin) 5 Min. 13 Minuten

» o» ». 15 * WwWI* >

30 » 13** >
» »l », 60 12
» B (Kohle-Wasser) 30 1

* o =S ’
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Die Einwirkung des Cholesterins findet sehr schnell statt,
denn sie wird, wie ersichtlich, mit einer langeren Zeit nicht
vermehrt.

Der Einflul verschiedener Mengen des Cholesterins geht
aus folgendem Versuche hervor.

Versuch 34.

A. Die Kohlesuspension wurde mit verschiedenen
Mengen Cholesterinsuspension und Wasser, wie es unten an-
gegeben wird, versetzt. In den verschiedenen Proben blieben
doch immer, wie ersichtlich, die Volumina gleich. Das Lab
wurde danach zugegeben, und die Gerinnung fand statt.

B. Wasser anstatt der Cholesterinsuspension.

C. Kontrollprobe.

Die Gerinnungszeiten waren:

Mit A (Kohle + Va ccm Chol.-Susp. + 11/* ccm Wasser) 17 Min.

» y o+ Lov o nY g + 1 m

2 * kein Wasser) 5»/a
B (Kohle + 2 » Wasser) 31
C 2lh

Hieraus geht also hervor, daR eine groRere Cholesterin-

menge eine kraftigere Wirkung als eine kleinere hat.
Versuch 35.

In diesem Versuche wurden die Kohlesuspension und
das Lab gemischt und 1 Stunde lang bei 37° gehalten. Gleiche
Mengen dieser Mischung wurden in der einen Probe (A) mit
der Cholesterinsuspension und in der andern (B) mit Wasser
versetzt. Nach unten angegebenen Zeiten wurden davon Proben

genommen, die zentrifugiert wurden, und die Gerinnungszeiten
mit 2 ccm genommen.

Mit A (Kohle-Lab-Cholesterin) 5 Min. 151/* Minuten

o 15 * 16

» 30 > 18%/*

> » 60 » 21

Mit B (Kohle-Lab-Wasser) 5 151/t

v x = 15 > 21 »
n o » » 30 » 26 »

S » . no» 60 » 28 >>.
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Versuch 36.

Wie der vorige wurde dieser Versuch ausgefihrt.
Mit A nach 5 Minuten 122 Minuten

» » » 30 » 130 ¥
s » » 60 » 138 »
» B > 5 > 128
» » » 30 » 150 )
» » » 60 163

Aus diesen beiden Versuchen sehen wir also, daR das
Cholesterin nicht vermag, durch die Kohle schon gebundenes
Lab freizumachen.

Werden die in Versuchen 31—36 gewonnenen Resultate,
daR das Cholesterin die Kohle in ihre Hemmung auf die Lab-
wirkung zum Teile zu verhindern vermag, mit denen verglichen,
welche mit dem Saponin erhalten wurden, so geht daraus her-

vor, dal} das Saponin eine bedeutend kraftigere Wirkung hat.
Das Saponin hinderte vollkommen die Kohle, die Labwirkung

zu hemmen, was das Cholesterin nicht vermochte, und das
Saponin machte im Gegensatz zu dem Cholesterin bereits
gebundenes Lab frei.

Lab, Normateerum and Cholesterin.

Diese Versuche wurden wie die mit Lab, Normalserum
und Saponin ausgefihrt, und sie werden deshalb nicht aus-
fuhrlich besprochen.

Versuch 37.

A. Das Serum wurde zunachst mit der Cholesterin-
suspension gemischt und 10 Minuten lang bei 37° gehalten.
Dann wurde wie gewohnlich mit Lab geprift. 1

B. Mit Wasser anstatt Cholesterin.

C. Kontrollprobe.

Mit A (Serum-Cholesterin) 32 Minien
» B (Serum-Wasser) 10

* C 6>li »
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Versuch 38.

Mit diesem Versuche wurden folgende Gerinnungszeiten
gefunden:

Mit A 49 Minuten
> B 15 >
» C 8 >

Hieraus geht hervor, da das Cholesterin nicht vermag,
die Kohle zu .verhindern, die Labwirkung aufzuheben. Anstatt
dessen ist die Hemmung vermehrt.

Wir sahen, dal} das Saponin Lab aus der Verbindung mit
Normalserum freimacht. Um zu ergriinden, wie sich Cholesterin
in dieser Hinsicht verhielte, wurde folgender Versuch gemacht.

Versuch 39.

A. Lab und Serum wurden gemischt und zwei Stunden
lang bei 37° gehalten; die Gholesterinsuspension wurde zuge-
setzt, und nach unten angegebenen Zeiten wurden Proben davon
genommen. Die Gerinnung wurde wie gewoéhnlich ausgefiihrt.

B. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Cholesterin.

Die Gerinnung geschah in folgenden Zeiten:

Mit A (Serum-Lab-Cholesterin) sogleich 46 Minuten
* » nach 10 Min. 50
y » 20 > 51
SR » 30 » 52 »
L » 45 54 r
> » » 60 » 55 |
» > > 90 -~ 63
B (Serum-Lab-Wasser) sogleich 46 >
> > nach 10 » 52 1>
20 > 54 »
> * » 30 58 >
60 63

Wie ersichtlich, vermag das Cholesterin nicht das Lab
von der Kohle abzulésen. Und dies war, wenn man das Re-
sultat der zwei vorigen Versuche ins Auge falt, nicht Gber-
raschend; den man konnte nicht erwarten, dall das Choie-
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sterin, welches die Hemmung nicht hinderte, irgend eine Wir-
kung in der obenerwédhnten Richtung haben kdnnte.

Trypsin, Kohle and Cholesterin.

Diese Versuche sind wie die mit Trypsin, Kohle und
Saponin ausgeluhrt worden.

Versuch 40.

Die Kohlesuspension und die Cholesterinsuspension wurden
1 Stunde lang bei 37° zusammen gehalten. Das Trypsin wurde
zugegeben, und nachdem die Mischung 2 Stunden lang bei 37°
gehalten worden war, wurde zentrifugiert. Auf die gewohn-
liche Weise fand die Verdauung mit dem Casein statt.

Die Formoltitrierung gab folgendes Resultat:

(Kohle-Cholesterin-Trypsin) 3,65 ccm NaOH
(Kohle-Wasser-Trypsin) 3,80 »
(Wasser-Trypsin) 9,30 »

Versuch 41.

Dieser Versuch, auf dieselbe Weise ausgefiihrt, gab
folgende Ziffern:
(Kohle-Cholesterin) 4,00 ccm NaOH
(Kohle-Wasser) 4,00 * »
Kontrollprobe 8,40 » »
Diese beiden Versuche zeigen, dal das Cholesterin ohne
EinfluR auf die Hemmung der Trypsinwirkung durch Kohle ist,
wie auch nach folgendem Versuche auf das Trypsin selbst.

m Versuch 42.
(Cholesterin-Trypsin) 9,05 ccm NaOH
(Wasser-Trypsin) 9,10 »

Nach Versuch 31 hindert das Cholesterin die Hemmung
der Labwirkung durch Kohle, aber nicht nach den Versuchen 40
und 41 die der Trypsinwirkung. Dieses kann mdglicherweise
darauf beruhen, dal3 die Kohle-TrypsinVerbindung fester als die
Kohle-Labverbindung ist.
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Trypsin, Semmalbumin und Cholesterin.

Wie die Versuche 29 und 30, die das Verhéltnis des
Saponins zu der Hemmung der TrypsinWirkung durch Serum-
aloumin beschreiben, wurde folgender Versuch ausgefunhrt.

Versuch 43.

Die Cholesterinsuspension wurde mit der Serumalbumin-
I6sung wahrerid unten angegebener Zeiten bei 37° aufbewahrt.
Das Trypsin wurde zugesetzt und die Mischung 2 Stunden lang
bei 37° gehalten. Danach die Verdauung wie gewdhnlich.

Folgende Ziffern wurden erhalten:

(Serumalbumin-Cholesterin) 15 Minuten 3,85 ccm NaOH

* 60 x 3,90

120 » 3,80 »
(Serumalbumin-Wasser) 3,80
Kontrollprobe 10,65

Das Cholesterin vermag also nicht die Hemmung der
Trypsinwirkung durch Serumalbumin zu verhindern, und ist im
tbrigen ohne Einfluf auf dieselbe.

Lab, Serum und Eierklar

Aus den Versuchen, welche Hedinl) betreffs der Ein-
wirkung des Eierklars auf die Hemmung der Labwirkung durch
Kohle gemacht hat, geht hervor, daR Eierklar, mit HCI be-
handelt, die Kohle zu hemmen hindert und schon gebundenes
Lab freimacht. Bei folgenden Versuchen ist anstatt Kohle
Normalserum als hemmende Substanz angewandt worden. Das
Eierklar wurde folgendermalien behandelt: das Eierklar eines
Hihnereies wurde mit etwa 100 ccm Wasser ausgerthrt; die
Losung wurde filtriert, neutralisiert und gegen destilliertes
Wasser dialysiert. 10 ccm davon wurden 2 Stunden lang bei
370 mit 1 ccm n/io-HCI gehalten und danach neutralisiert und
filtriert. Das Serum war neutralisiertes Normalserum vom Pferde.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 143, 1909.
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Versuch 44.

A. 1 ccm Eierklar wurde mit 1 ccm Serum 10 Minuten
lang bei 37° gehalten; das Lab wurde danach zugesetzt und
die Gerinnung auf die gewohnliche Weise ausgefiihrt.

B. Wie in A, aber mit Wasser anstatt Eierkléar.

C. Kontrollprobe.

Die Gerinnungszeiten waren:

Mit A (Serum-Eierklar) 21 Minuten
> B (Serum-Wasser) 34 »
C 8
Das Eierklar hat also das Serum gehindert, die Labwirkung

zu hemmen.
Es war nach folgendem Versuche ohne Einflul auf das Lab.

Versuch 45.

(Eierklar-Lab) 6 Minuten
(Wasser-Lab) 6 »

Versuch 46.

In diesem Versuche wurde der Einflu der Zeit unter-
sucht. Eierklar und Serum wurden zunéchst gemischt und
wahrend unten angegebener Zeiten bei 37« gehalten; darauf
wurde das Lab zugesetzt und die Gerinnungszeit beobachtet.

(Serum-Eierklar) 5 Minuten 19  Minuten

> 15 » 21*[* »

» 30 » 18V* »
(Serum-Wasser) 45
Kontrollprobe 10 ,

Eine langere Zeit fur die Einwirkung des Eierklars auf
das Serum ist also ohne Bedeutung. Die Reaktion zwischen

den zwei Substanzen findet folglich sehr schnell statt. Dagegen
spielt die Eierklarmenge nach folgendem Versuche eine ge-
wisse Rolle.
Versuch 47.
Verschiedene Mengen von Eierklar und Wasser, wie unten-
stehende Tabelle angibt, wurden mit Serum gemischt, darauf
wurde wie gewoOhnlich mit Lab geprift.
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(Serum —+ V*ccmEierklar + 11/ ccm H80) 30 Minuten

( ¢ Tt * ' -- 1 » s ) 26 x
( > +1i/, * + i, » ) 22
( » +2 » » kein Wasser) 19 »
(Serum + 2 »  Wasser) 63 >
Kontrollprobe 6

Eine groRere Menge Eierklar vermindert in hGherem Grade
als eine Kkleinere das hemmende Vermdgen des Serums.
Um zu ergrinden, inwiefern Eierklar durch Serum ge-

bundenes Lab freizumachen vermag, wurde folgender Versuch
unternommen.

Versuch 48.

Gleiche Teileeiner Lab-Serummischung, die 2 Stunden lang
bei 37° gehalten worden war, wurden in der einen Probe (A)
mit Eierklar und in der anderen (B) mit Wasser versetzt.
Nach unten angegebenen Zeiten wurde die Gerinnung ausgefihrt.

Mit A (Serum-Lab-Eierklar) sogleich 29 Min.
» oo » nach 15 Min. 31 »
i » » 30 » 32 »
» » » » 160 » 32=/i »
oy » », 120 » 34 »
Mit B (Serum-Lab-Wasser) sogleich 291/* »
nach 60 Min. 33 >
L Ly » 120 » 38 )

Aus diesem Versuch geht hervor, dal Eierklar nicht ver-
mag, das Lab von der Kohle loszumachen. Dasselbe Ergebnis
gaben auch andere Versuche.

Die in den Versuchen 44—48 gewonnenen Resultate
stimmen mit denen, die das Verhaltnis des Eierklars zu der
Hemmung der Labwirkung durch Kohle angeben, darin Uber-
ein, dall sowohl Kohle als Serum zum Teil gehindert werden,
die Enzymwirkung zu hemmen. Inzwischen vermag Eierklar
nicht die Lab-Serumverbindung zu aktivieren, was es mit der
Lab-Kohleverbindung tat. Es scheint, als ob die letztere
weniger fest waére.
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Zusammenfassung.

Aus den vorstehenden Versuchen ergibt sich:

1. Das Saponin verhindert in geniigender Menge vollstéandig
die Hemmung der LabWirkung durch Kohle und wirkt der
Hemmung durch Normalserum zum Teil entgegen. Die Reaktion
zwischen Saponin und Hemmungskoérper scheint sehr schnell
einzutreten, da eine langere Zeit den genannten EinfluR des
Saponins nicht vermehrt. Dagegen bt eine groRere Menge
Saponin eine kraftigere Wirkung als eine kleinere aus. Das
Saponin macht Lab, das mit obenerwadhnten Substanzen inaktiv
geworden ist, wieder zum Teil frei. Hierbei spielt die Zeit eine
wesentliche Rolle, indem um so mehr Lab aktiviert wird, je
langer das Saponin einwirkt. Bei einer hoheren Temperatur
wird aus der Verbindung mit Kohle mehr Lab als bei einer
niederen freigemacht, wie auch eine groRere Menge Saponin
kraftiger als eine geringere wirkt. Die Einwirkung des Saponins
auf Kohle und Lab liegt daran, dal} das Saponin durch die
Kohle aufgenommen wird. Das Saponin scheint die Hemmungs-
wirkung des Immunserums auf Lab etwas zu vermehren.

2. Das Saponin aktiviert zum Teil eine Labzymogen-
losung. Zeit und Temperatur flr seine Einwirkung spielen
dabei eine groRe Rolle.

3. Das Saponin hindert die Kohle an der Hemmung der
Trypsinwirkung, wobei es eine etwas kraftigere Wirkung mit
steigender Menge entwickelt. Es vermag nicht in erwéhnens-
wertem Grade das Trypsin aus der Verbindung mit Kohle
abzulésen. Es ist ohne Einflu? auf die Hemmung der Trypsin-
wirkung durch Serumalbumin.

4. Das Cholesterin verhindert die Kohle, die Labwirkung
zu hemmen; hierbei Ubt eine grolRere Menge von Cholesterin
eine kraftigere Einwirkung als eine kleinere aus. Es ist nicht
imstande, die Verbindung zwischen Kohle und Lab zu ldsen.
Es vermehrt die Hemmung der Labwirkung durch Normalserum.

5. Das Cholesterin bat keinen EinfluB auf die Hemmung
der Trypsinwirkung durch Kohle und Serumalbumin.
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6. Eierklar, mit HCI behandelt und neutralisiert, wirkt
der Hemmung der Labwirkung durch Normalserum zum Teil
entgegen, und eine grolRere Menge Eierklar vermindert in
héherem Grade als eine kleinere die hemmende Fahigkeit des
Serams Eierklar ist ohne Einwirkung auf die Lab-Serum-
verbindung.

Mehrere der obenerwahnten Ergebnisse geben eine gute
Stitze fir die Ansicht ab, daR die Hemmungswirkung mehrerer
Stoffe durch eine Reaktion zwischen Hemmungskérper und
Enzym verursacht wird. Die Hemmung bleibt aus, wenn der
Hemmungskorper selbst andere Stoffe aufnimmt. Aus dem
gleichen Grunde konnen diese Stoffe auch das bereits gebundene
Enzym zum Teil aus der Verbindung mit dem Hemmungs-
korper verdrangen und dadurch aktivieren. Wir sehen auch,
dall die Hemmungskorper Enzyme mit verschiedener Starke
an sich festhalten; so kann z. B. Saponin Lab, aber nicht
Trypsin aus der Verbindung mit Kohle losmachen. Da auch
dasselbe Enzym mit verschiedener Starke von verschiedener
Hemmungskorpern festgehalten wird, so vermag Saponin Lab
aus der Verbindung mit Normalserum, aber nicht aus der mit
Immunserum abzuldsen. Aus den Versuchen geht auch hervor,
dal das Saponin eine bedeutend kraftigere Wirkung als das
Cholesterin entwickelt.



