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Abkiirzungen

ADP = Adenosindiphosphorsiiure
AEP = Adenosirmonophosphorsiure
ATP = Adenosintriphosrhorsiure
Cyt. ¢ = Cytochron ¢
DELi = Diphosphopyridinnucicotid
FDP = Fruktose-l,6-diphos;hat
Gl=C=p = Glukose=c=phosrhat
£3 = Monojodessigriure
TGiD = Phosphoglyzerinaldehyddehydrase
(= Triosephocyhatdehydrace)
Ph.Y. = Thogsphetpuffer nach Sorensen
Ri=5-p = Ribose=5-phosphat
Trilon = Dinatriumsalz der Aethylendiacin-

tetraescigsiure
Tris = Trisoxyaethylaninoaethan
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A. Einleitung

Die llitteldarmdriise der Crustaceen.

Der Verdauungstraktus der Crustaceen setzt sich aus
Vorder-, lMittel= und Enddara zusammen. Vorder- und
Enddarm entstehen als Einstillpungen des Ektoderas,
die dem entodermalen (iitteldararohr entgegenwachsen.
Der Vorderdara erweitert sich zum Kaumagen, welcher
bei den Malacostracen stark chitinisiert ist und Kau-
und Filtervorrichtungen, aber keine Driisen enthilt,
Er ist mit einem braunen iagensaft gefillt, der aus
der ilitteldaradriise, einer stark verzweigten Aus-
stiilpung des i{itteldarms, staszat. Bel den Decapoden,
die am genzuesten untersucht sind, betrigt die Linge
des .litteldarms nur wenige ifillimeter, wihrend die
Drise gewaltig entwickelt ist. Der anschliessende
Enddara ist chitinisiert und dient ausschliesslich
der Kotbereitung (32, 7).

In der &dlteren Literatur hat man lediglich vom mor-
phologischen Gesichtspunkt aus die iiitteldormdriise
der Crustaceen und anderer Invertebraten mit der
Leber der vwirbeltiere verglichen. So sprachen CARUS,
WAGNLR, CUVILR von einer "Leber" und nannten deaent-
sprechend ihr Sekret "Galle", "wenngleich die Be=
schaffenheit des Sekrets seiner Deutung als Galle zu
widerstreben schien" (31).

Durch CLAUDE BiiiNAitD, der 1853 Glykogen in der iittel-
darxadriise von Crustaceen nachwies, erhielt der Name
"Leber" eine physiologische Begriindung (4). Diese Auf-
fassung wurde Jjedoch durch HOrrE-SLYLER 1877 in Fra-

ge gestellt, nach dessen Untersuchungen die litteldarm=-
driise als eine Verdauungsdriise anzusehen ist. "Den
Krebsen fehlt eine eigentliche agenverdauung wie sie



den i/irbeltieren eigen ist. Sie besitzen dafir gros-
se Driisen von den Eigenschaften der Bauchspeichel=
driise® (30).

Sp&étere Untersuchungen bestitigten, dass die idittel=
daradriise sowohl Leber- wie Pankreas-Funktionen er=
fillt. Diesem Sachverhalt trigt die Bezeichnung "He=
patopancreas” Rechnung, die erstmalig 1820 von wiB:iR
(70) vorgeschlagen wurde. Die folgenden Abschnitte
sollen eine kurze Darstellung der Leber- und Pankreas—
Funktionen bel Vertebraten geben und zeigen, inwie-
weit diesen die iitteldaradriisen=Funktionen entspre-
chen,

l., Pankreasfunlttionen.

Das Pankreas der iiirbeltiere ibt gleichzeitig e n d o-
krine und exokrine Funktionen aus., Ins
Blut wird Insulin und Glucagon aus den Lengerhansschen
Inseln sezerniert, in den Dara der Pankreassaft ge=
liefert, der Lipsse, a=-Anylase und die Proteasen Tryp-
sin, Chynotrypsin und Carboxypolypeptidase enthilt (39).

Von der i!itteldaradriise der Crustaceen ist iber inne=
re Sekretion nichts bekannt; dagegen sind e x o k r i=-
n e pankreasanaloge Funktionen seit den grundlegenden
Arbeiten von HOPPE-SEYLiR 1877 erwiesen (30). Die von
ihn gefundenen proteolytischen Fermente wurden von
JORDAN 1904 (31), KRUEGLR und GRAETZ 1928 (36), SHINO=-
DA 1928 (63) und #AN30UR-BEK 1932 (42) nither unter-
sucht. Letztere konnte im idagensaft von iaja squinado
vier Proteasen identifizieren: Carboxypolypeptidase,
Aminopolypeptidase, Dipeptidase und eine Proteinase,
welche durch ihre Aktivierbarkeit mit Sdugetierentero-
kinase und ihr pil-Optimum bei 8 als Trypsin erkannt
wurde. Auch ein Kathepsin scheint vorzuliegen, da der
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ungereinigte lagensaft ein zweites faximua bel pll 6
zeigt. DEGKHITZ kem 1955 bei Untersuchungen an !fit-
teldarzdrisenextrekten von Carcinus maenas zu dem
Ergebnis, dass sowohl tryptische als auch kathep-
tische Endopeptidasen vorliegen (14).

Das von HIZPE-SCYLER gezeigte Vorkoamen von a-Any-
lase und Lipase im lagensaft von Deczpoden twurde
1928 wvon KRUEGLR und GRARTZ (%56) und von FILRS
und VAN DiR ViTii (71) bestitigt. Letztere fonden
bei Astacus fluviatilis neben Amylase zuch lizltase
und geringe !fengen an Invertasee.

2. Leberfunktionen.

Die Leber der iiirbeltiere steht unter sllen Organen
an erster Stelle beziiglich der Vielfalt der Funke-
tionene. Zu diesen gehoren

a) die Ausschiittung von Nihrstoffen ins Blut,

b) die Speicherung von Reservestoffen, z.B. Glyko-
gen,

c) die gegenseitige Umwandlung und Synthese von
Néhrstoffen, z.B. Kohlehydrat in Fett,

d) die Entgiftungsreaktionen,

e) die Bildung der Endprodukte des Intermediirstoff-
wechsels Harmnstoff, Harnsiure, Aamoniak, Hippur-
siure, Trimethylanin,

f) die iiussere Sekretion von Gallensiuren, Chole-
sterin und Bilirubin (40).

Fiir die itteldarmdriise der Crustaceen sind die
Vorginge a), ¢) und d) nicht belegbar. Ueber Reser-
vestoffspeicherung, Exkretstoff- und Gallebildung
liegen etliche einander zua Teil widersprechende Ar-
beiten vor.



Zur Frage der G 1 y k o g e n=-Speicherung schrieb
BiRNARD 1853, dass er vor der Hadutungsperiode gros-
se Mengen, zwischen zwei Hautungen kein Glykogen
finde (4). Im Gegensatz zu BiRNARD fand KIRCH 1886
stets Glykogen in der Mitteldarmdriise der untersuch=-
ten Crustaceen. Der Glykogengehalt schwankt nach sei=
nen Angaben zwischen 0,27 und 0,48 % der frischen
Driisensubstanz. Auch bei Tieren, welche 23 Tage ge-
hungert hatten, war noch Glykogen nachzuweisen (33).
VON SCHOENBORN bestétigte KIRCHs Angaben (60). Er
fiihrte 10811 mit Carcinus maenas Hungerversuche durch
und zeigte, dass der Glykogengehalt in den ersten
Tagen schnell abnimmt, jedoch auch bei einer lange
andauernden Hungerperiode nicht ganz verschwindet.
Ferner beobachtete er ein Absinken des Glykogenge-
halts bei frisch gehiuteten Tieren in Uebereinstim-
mung mit BERNARD. Widhrend aber BERNARD den Glykogen=-
abbau auf die Verwendung zur Chitinneubildung zuriick=-
fiihrte, dient das Glykogen nach VON SCHOLIBORN (vgl.
auch DRILHON (16)) als Energielieferant wihrend der
Zeit, in der die noch weichen Tiere nicht auf Nahrungs-
suche gehen konnen.

Eine endgiiltige Klirung dieser Frage konnte durch
Versuche mit markierter Glukose erreicht werden.

Nach BALSS (2) wird neben Glykogen F e t t als
Reservestoff in der Mitteldarmdriise von Decapoden
gespeichert.

Die Crustaceen haben ammoniotelischen Stoffwechsel
(25). Sowohl die End produkte des Ei-
weipstoffwechsels wie auch die des Nucleins&éureab=-
baus werden als Ammoniak ausgeschieden. Im Inter—
medidrstoffwechsel und im Blut von Eriocheir si-
nensis (MOLLITOR (45) ), Cancer und Astacus (DE-
LAUNAY (13)) wurden Harnsidure, Purinbasen und Harn-



-5 -

stoff nachgewiesen; deamentsprechend geben FIORKIN
und DUCHATEAU 1942 (19) bei Astacus und Homarus das
Vorkommen von Uricase, Allantoinase, Allantoicase
und Urease ane.

Das Vorkoamen von G al l ens &&uren bei
Crustaceen, welches auf Grund volllomazen fehler-
hafter Ixperiaente etwa 1850 behauptet wrden war,
wurde von allen spiteren Autoren hartnickig vere
neint (HOr~ E-SEYLLR (30), FRENZEL (20), JORDAN (31)).
Erst 1942 gelang es VOLK (68), eine Gallensiure, die
Taurocholszure, bei Astacus nachzuweisen. Er vermu=-
tet daneben noch Taurodesoxycholsiure und schitzt
die Gesaatmenge an gepaarten Gallenciuren im Verdau=-
ungssaft auf 0,5 %.

In der v/irbeltierleber werden die energieverbrauchen=-
den biochexzischen Synthesen durch energieliefernde
Abbaureaktionen eradglicht, zu denen in erster Linie
Glycolyse und Oxydation der Kohlehydrate zu zidhlen
sind. Die Ausnutzung und (ebertragung der freien Ener-
gle besorgen organische Phosphorsiureverbindungene.

Die Frage, ob beziiglich der Energiegewinnung eine
Analogie zwischen Wirbeltierleber und Crustaceenamit-
teldarmdriise besteht, ist anhand der bekannten Litera-
tur nicht zu beantworten.

Einen Hinweis in dieser Richtung geben Arbeiten iber
die Mitteldarmdriise einer anderen Invertebratenklas-
se, der Gastropoden, von BALDVIK und RiES. BALD«IN
fand 1938 (1), dass dic hohlehydratverbrennung in
der ‘litteldaradriise von Helix pozatia = abgesehen
von der Sonderstellung des Galaktogens und der Galak=-
tose - wie in Lebergewebe von Vertebraten verlaufte.
In Fortsetzung eieser Untersuchungen konnte REES 1953
(57) den Ablauf des Zitronensiurezyklus nachweisen.
Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Ener-
glegerirnung durch Kohlehydratverbrennung in der

Crustaceenaitteldarndrise. Als Versuchstier diente
der Decapode Eriocheir sinensis.



Be Material und Nethoden

I. Haterial.

Die iiollhandkrabben finden sich als Leifang in Stint-
kdrben vor Hamburg-St. Pauli in der Llbg. £1ls Ver-
suchsticre dienten die Jeweils iltesten Ixemplare,

bei welchen HzZutunsen und die danit verbundenen Sioff-
wechselverinderungen seltener auftreten (48, 52, 61).
In Friihjahr und Frihsonner wurden etwa dreijihrige
Tiere von 30 = 40 an Carapesxdurchaesser, iz Spitsoaner
und Herbst abwandernde Exeaplare im 4. oder 5. Lebans=-
Jahr bis zu 60 na Durchmesser versendet,

In grossen Becken nit Leitungswasser, das jeden 2. bis
3. Tog erneuert vurde, konnten die Tiere bis zu sechs
liochen gehiltert werden. Die Wasserhbhe von 2 = 3 co
ervies sich als vorteilhaft, da die Tiere bei dieser
Mohe durch Aufrichten des Carapaxes "Luftataung®” durch-

fiilhren kinnen (24449).

7ihrend der Zeit der Hiédlterung hungerten die Krabben.
Sie verseigerten als Putter angebotenen Aal, obwohl
sie in Freiheit die in Stellkorben gefangenen Fische
anfressen (50). Im iliorigen ist XEriocheir sinensis ein
Allesfresser, dessen lauptnahrung nach TiHIEL pflanz-
licher Natur ist (65).

II. ilethoden.

l. Messung des Gewebestoffwechsels mit Hilfe der
warburganvaratur.

Unter Vervendung des "Blutgasaacnometers" wvon Barcroft
entwickelte OTi0 #WABJIiG eine Technik zur iiessung des
Gaswechsels von Geweben. Anfangs brachte man Gewebs-—
schnitte in die Reaktionsgefdsse. Da die nicht zu ver-
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neidende unterscheidliche Schnittdicke eine beacht-
liche Fehlerquelle darstellt (1), wendet 2an heute
meistens zerkleinerte Gewebe, sogenznnte "Homogenate®
en.

a) Herstellung der Hozogenate.

Die etwa filinf iinuten mit Chloroforz betZubten Tiere
vwurden seitlich aufgeschnitten und ihre tlitteldnora-
driisen herauspripariert. Duss das Chlorofora keine
enzyzhenmende i/irkungs ausiibt, zeigte der Xontrollver-
suche.

Die iitteldaradrisen wurden sofort in einem eisgekihl=-
ten Gefiéss 1:1 (v/v) ait 0,5 %iger KCl-Losung ver-
setzt (57), welche als Suspensionsfliissigkeit diente.
Die Zerkleinerung des Gewebes erfolgte im Homogeni=-
sator nach Potter und Flvehjexn. lHierbei ist es zweck=-
miiscig, die Tourenzahl von 500 - 830 Uadrehungen pro
Zinute nicht zu {iberschreiten, uz eine Trennung des
Honogenats in wissrige und Fettphese zu vermeiden.

b) Versuchsansiitze.

Die in den Suspensionen zuftretende starke Verdirnnung
vieler Aktivatoren kann dazu fithrern, dass Fermente
unwirksaa werden. wie jedoch Arbeiten nit Rettenleber=
hoaozenatcen zeigten, lassen sich durch Zusatz von
Cof-htoren optinale Verhiéltnisse herbeifihren. Unter
Berucksichtigung dieser Erfahrungen erfolgte auch bei
den vervendeten liomogenaten der litteldzrmdrise ein
"Auffrischen” mit Cofzktoren.



Aerober Versuchsensatz: Endkonzentratior oro Ancsatz:

1,8 ml Homogenat 30 % Mitteldarmdriisengewebe

+ 044 ml Phosphatpuffer 0,01 i
n.Sorensen pH 6,8

+ 0,5 ml Substrat 0,1 M 0,0167 4

+ 0,1 ml ATP "Henning" 1% 6,6 x 10 ' M
+ 0,1 ml "DPN~?75 Boehrin- -
ger" 1% 5x10 M
+ 0,1 ml Cytochrom ¢
"Boehrirger" -5
1l x 10=4M 3x10 M

3,0 ml

In Zentralgefiiss: 0,2 ml NaOH 10 %
Gasphase: Luft
Temperatur: 25° C

Anaerober Versuchsansatzi

Hier wurde statt Phosphatpuffer Bikarbonatpuffer 0,0045 M
vom pX 6,8 verwendet (67), im ilibrigen setzte sich der An-
satz wie bei den aeroben Versuchen zusammen.

Zentralgefidss: =
Gasphase: Np: CO, = 95 : 5
Temperatur: 25° C

¢) Berechnung des Substratunsatzes.

Als Mass fiir den Substratumsatz unter aeroben Bedingun-
gen dient der Sauerstoffverbrauch, unter anaeroben Be=
dingungen die Menge an 002, die durch Milchs&urebildung
aus dem Bikarbonatpuffer freigesetzt wird.

Die am Manometer abgelesene Druckinderung in mm Brodie-
losung wurde durch HMultiplikation mit der nach UMBREIT
(66) berechneten Gefdsskonstanten in vy 1 0, bzwe ¥y 1 CO,
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und anscbliessend in die aerob bzw. anz2rob ungesetzte
Substratmenge in Mikromol umgerechnet.

Die Gefasskonstante ist gegeben durch
k= ( Vo (e )+ (Aaml ) mlgy )

Hierbei sind VG = Volumen des Gasrsuaes in Gefédss
und Manometer bis zum Meniskus der
Brodieldsung bei 240 bzw. 150 mm

273

m

= 0,0916 fiir 25° C
o

275
=1000 T + 1000 o

Py

A Dl = = - 0,039 fiir 25° C

ml

Volumen der eingefiillten Fliissig-
keiten in Zentral- und Hauptgefass

Nach Bezugnahme auf den Gesamtstickstoffgehalt (s. S.10)
lassen sich auch die an verschiedenen Homogenaten durch-
gefiihrten Messungen miteinander vergleichen.

Der Substratumsatz wurde folgendermuzssen auf einen
Ansatz mit 10 mg Stickstoffgehalt umgerechnet:

Hierbei sind (SU)1 = der aus der Druckanderung berech-
nete Substratumsatz in Mikromol

(N)1 = der Gesamtstickstoff des Homoge-
nats pro Ansatz in mg

(N)2 = 10 mg Stickstoff
d) Statistik (21, 59).

Der Mittelwert ist gegeben durch X = g%—,
wenn X = Variante und n = Gesamtzahl der Varianten.
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Die Standardabweichung s ( = ;ittlere Abweichung)
wird als iass der Streaung der Einzelwerte ua den
Jdittelvert unter Benutzung der ilethode der klein-
sten Quadrate berechnet.

s gilt calso:

“p&-M'
n -1

Der Fehler des !iittelwertes m ist ebhingig von der
Standardab~eichung:

Zar Sicherung der Differenz der .littelwerte verschie-
dener Versuchsgruppen ist der mittlcre Fehler der
Differenz der !{ittelserte il und §2 zu berechnen.

"Er betrigt:

P 2

. / -
dpipr,® 1B + O

Die #ahrscheinlichkeit, dass die beiden iiittelwerte
sich nur zufdllig unterscheiden, ist sehr gering,
wenn die Differenz X, = X, dreimal so gross ist wie
ihr Tenler.

Xy = X, :} 3 \Jmla + m22 de.he

Diff. >
Mpire,

2. Bestiznung des Stickstoffgehzlts.

Der Gtickstoffgehalt der Homogenate wurde nzach dexz
ddbibiilschen Prinzip mit der ilikromethode nach
ELInGuJiLiil (34) bestiant.
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Durchfiihrung: Das Homogenat 1:50 mit Aqua dest. ver-
dinnen, davon 1 ml mit 2 ml Haso4 vom spez. Gew,.
1,84 und 5 Tropfen 10%iger CuS0,~Ldsung im
Kjeldahlkolben abrauchen, abkiihlen, mit einigen
Tropfen @asser versetzen, abkiihleng
den Kolbeninhalt in die Destillationsapparatur
geben, 2 x mit Aqua dest. nachspiilen, mit Kjel=
dahllauge alkalisieren,
das freiwerdende Ammoniak mit dem Wasserdampf in
die Vorlage destillieren, welche 5 ml 2¥ige Bor-
sdure und 2 Tropfen Mischindikator enthilt.
it n/100 auf "farblos™ titrieren.

1 m1 n/100 H,50, entspricht 0,140 mg Stickstoff.
Der Mischindikator bes t eht aus
2 ml 0,1 %ig. alkohol. Methylrot
+ 10 ml 0,1 %ig. alkohol. Bromkresolgriin.

3« Glykogenbestiamungen,.

a) Isolierung des Glykogens aus der Mi;;g;dgzgd:ﬁsga

Die Abscheidung des Polysaccharids Glykogen erfolgte
nach der PFLUEGtRschen Methode (53): Man zerstort
das Gewebe mit heisser Kalilauge und fillt das Poly-
saccharid mit Aethanol. Bei diesem Verfahren wird

eventuell im Ausgangsmaterial vorhandenes Galaktogen
miterfasst (43),

Durchfiihrung(62): 100 mg Mitteldarmdriise + 1 ml 30%ige
Kalilauge im Wasserbad 15 Kinuten kochen,
mit 1,25 ml 96 %ig. Aethanol das Glykogen fillen,
kurz aufkochen, 15 Minuten zentrifugieren, de=
kantieren, mit 1 ml Aqua dest. waschen,
mit 1,25 ml 96 %¥ig. Alkohol ausfillen.
Das Auswaschen muss eventuell wiederholt werden.
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b) Gualitativer Kachweis.

Als tierisches Polysaccharid koant ausser Glykogen
noch Galaktogen in Betracht, seitdem MAY 1931 (43)
das von HA'LARSTEN 1885 (22) in der Eiweipdriise von
Helix pomatia entdeckte "tierische Sinistrin® als
aus Galaktosemolekiilen aufgebautes Polysaccharid
erkannte. Dieser als Galaktogen bezeichnete Korper
wurde von :AY spdter (44) auch in lMuscheln, Fischen
und Siugetieren gefunden.

Durchfiihrung: Das aus 100 mg Litteldaradriise iso-
lierte Glykogen in 2 ml Aqua dest. l0sen,
+ 2 ml 2n HC1l zwei Stunden auf dem {/asserbad
hydrolysieren, neutralisieren,
mit 0,5 g Phenylhydrazinhydrochlorid und 0,5 g
Natriunazetat eine Stunde auf dea Wasserbad
kochen, langsam abkiihlen lassen,
die abgeschiedenen Kristalle unter dea f{{ikros=-
kop identifizieren.

Glukosazon und Galektosazon sind durch ihre verschie-
dene Kristallform mikroskopisch unterscheidbar.

c) Quantitativer Nachweis,

Zur quantitativen Bestimmung des Glykogens wurde eine
von XORRIS (46) entwickelte Methode verwendet, die
auf ein qualitatives Nachweisverfaehren von DREY&0OD
(15) zuriickgeht. Sie beruht darauf, dass das Glykogen
in schwefelsaurea iedium in ein Furfurolderivat iiber—
fiihrt wird, welches mit Ant hr o n (9,10-Dihydro-
9-oxo-enthracen) ein grines Kondensationsprodukt lie-
fert (58), dessen Konzentrationsbestinmung photome-
trisch erfolgte.

Die hier verwendete Arbeitsvorschrift stamat von
SEIFTER und Mitarbeitern (62).
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Durchfilhrung: Das aus 100 ag Mitteldarmdriise isolier-
te Glykogen in 5 ml Aqua dest. ldsen,
davon 1 ml + 10 rml Anthronldsung 10 Minuten
(nach Stoppuhr) im Wasserbad kochen, im Eisbad

abkihlen,

mit Filter 578 mu bei 0,5 ca Schichtdicke photo-
metrieren. !

Es pilt

Gly:ogengehalt in y/100 mg !itteldaradriise =
5 x F x Extinktion.

P wurde durch Aufnahme einer Eichkurve zu

P = 873 bestinmt,

Anthronldsung: 0,2 % Anthron in H,0 : H280%4
(Spez.Gew. 1,84) wie 1l ¢ 2 1/2

&4, Quantitative Bestimmune von ATP, ADP und AR
mit i{ilfe des optischen Testes.,

Der optische Test wurde von wWAREURG und iditarbeitern
entwickelt (47, 69). Er beruht darauf, dass die re-
duzierte Codehydrogenase I (DPRH) gegeniiber der oxy=-
dierten Form (DPN*) eine zusidtzliche Absorptionsban=
de im Ultravioletten bei 340 mu aufweist. it ATP,
ADP und AMP lassen sich Reaktfonen durchfiihren, an
denen die Codehydrogenase beteiligt ist. Da diese
Reaktionen quantitativ verlaufen, kann der Verbrauch
an DPNH als Mass filir die vorhandene ilenge an der be=
treffenden Adenosinphosphorsiiure dienen (8).

a) Fnzyaatische Bestimmune von AP und AUP nit
der "Test-Combination Boehringer" (6).

Der ADP-Bestinmung liegen folgende Reaktionen zugrunde:
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ADP + Phosphoenolbrenztraubenséure Pyruvatkinese (PK),

ATP + BrenztraubensZure

Brenztraubensiure + DP:H + H* Milchsﬁuredehxgroggnase%
(MDE)
Milchsiure + DPN*

INach vollstindigem Uasatz bestiint men iz gleichen
Ansats AYP:

AP + ATP iyokinase (dK) 2 AD?

Anschliessend erfolgt der Reaktionsablauf wie bei der
ADP=-Bestinmung,.

Durchfihrung: Etwa 10 g Mitteldaradriise (genau wigen)
nit Agua bidest. 1 : 1 homogenisieren, davon
S ml + 5 nl 6% eiskalte Perchlorsiure 5 linuten
bei 3000 U/#in. zentrifugieren,
4 1l des Ueberstendes + 1 ml Tridthanolaminpuf-
fer ( 1 M Triéthenolaminhydrochlorid, 1,3 M
K2003. letzteres gleichzeitig zur Perchlorat-
fdllung),
15 idinuten in Eis stehenlassen, voa liederschlag
dekantieren (pH = etwa 7,5), temperieren auf
20 = 25° G,
2 nl dieses Ueberstandes zum Test einsetzen.

Bestimnungsansatz:
2,0 nl Ueberstend
+ 0,15 nl Phosphoenolbrenztraubensiure 10-2d/
ug't 0,4 M/RCL 1,34
+ 0,10 @l DPNH 5x10~° M
+ 0,02 ml MDH 0,01 mg%
Ixtinktion Ly ablesen (Filter 365 %n)
+ 0,02 ml PR 0,01 nmg%
Extinktion E2 ablesen
+ 0,02 ml HK 0,02 mgsh

Extinktion E5 ablesen (in l-=iinuten-
s et abstinden bis
" (]
2431 ml Reaktion "steht")
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Berechnung:

By = By = &Fppp, Ep - By = OBy

Fir das Licht der ¥%ellenlinge 365 an ist der Extink-
tionskoeffizient fiir DPHH 3,3 . 10° cmalu, d.h.

1l i = 663 y DPN geldst in 1 ml ergibt nach Reduktion
bei 1 c2 Schichtdicke eine Extinktion von log I/I° -
395+ Eine Extinktionsdifferenz von 1 entspricht
0,305 n DPXH, somit ebensovielen‘pﬂ ADP und einhsld
80 vielen.pm AMP, denn die Reaktion verlZuft unter
den angegebenen Bedingungen stdochiometrisch.

Plir den Kiivetteninhalt von 2,51 ml entspricht eine
Extinktionsdifferenz von 1,0 einea Gehalt an 0’7‘PH
ADP = 299 y bzwe 0,35 uid AUP = 121,5 Y.

Unter Beriicksichtigung der Verdiinnung (iultiplikation
nit 1,25) ergibt sich:

45EADP e 374 = y ADP/ml Homogenat

A Eyyp o 152 = y AMP/nl Homogenat

Hieraus werden die y ADP bzw. AMP pro g iiitteldarn=-
driise berechnet.

b) Enzymatische Bestimmung von ATP mit der
"Test-Conbination Boehringer" (5).

Die zur Bestinaung dienenden Reaktionen

. Phosphoglyzeratkinsse
3=Phosphoglyzerinsiure + ATP ‘_(P%“__-’

1,5=Diphosphoglyzerinséure + ADP

1,3-Diphosphoglyzerinsiure + DPNH + HY <PGAD

rd

3=Phosthoglyzerinaldehyd + anorgan. Phosphat + DPN*
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3=Fhosphoglyzerinsiure + ATP + DPIH + it <— 3-Phos-
phozlyzerinaldehyd + anorgan. Phosphat + pprt

verlaufen im Gegensatz zu denen des ADP-Testes
nicht quantitativ. Durch Zusatz von Cystein zum Ab-
fangen des Phosphoglyzerinaldehyds werden Jjedoch
die Gleichgewichte der gekoppelten Reaktionen gansz
nach rechts verschoben, so dass stochiometrischer
Unsatz erfolgte.

Durchfihrung: 10 g Mitteldarndriise mit Aqua bidest.
1l : 1 honogenisieren,
davon 2 ml Homogenat + 2 ml 6% Perchlorsiure
5 ¥inuten bei 3000 U/iin. zentrifugieren,
2 ml des Ueberstandes abpipettieren + 0,2 ml
gesﬁttigteﬂkacOB-Lasung auf pH 7 bringen,
15 ¥inuten in Eis stehenlassen, vom Niederschlag
dekantieren, temperieren auf ca. 25° C,
0,2 ml des Ueberstandes zum Test einsetzen.

Bestianmungsansatz:

2,4 ml Reaktionsgenisch (0,1 K Triithanolsmin-
puffer pH 7, 4 . 1077 i Lgl0,, 3 + 1072y
Cystein, 6 . 10‘3ﬂ 3-Fhosphoglyzerinciure)

+ 0,04 ml DPN-X 1,2 . 10™4
+ 0,20 ml Ueberstand
Extinktion E, ablesen (Filter 386 qp)
+ 0,04 ml PGAD 0,04 mg%/ FGE 0,01 mgl)
Extinktion L, ablesen (nach etwa 5 MUin,)

2,68 nml

Berechnung:

E) = By = AT,

Fntsprechend dem molaren Extinktionskoeffizienten
von DPN=H beil 365 on bewirken O.BOBJpH IPl=H in

1l ml einer Kiivette von 1 ez Schichtdicke eine
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Extipktiorséifferenz vor 1,0. Fiir der Kiivetteninhalt
von 2,68 ml entspricht eine Extinktionsdifferenz von
1,0 einem Gehalt an O.BIJPH DPN-H und somit ebenso=
vielen ;124 ATP = 411,8 y ATP. Unter Beriicksichtigung
der Verdiinnung (Multiplikation mit 11) ergibt sich

43EATP o 45235,8 = y ATP/ml Homogenat

Hieraus werden die y ATP pro g Mitteldarmdriise be-
rechnet.

5. Papierchromatographie zum Nachweis von Zuckern,

a) Herstellunz und Auftracen der Extrakte.

Das Homogenat der Mitteldarmdriise wurde zur Entei-
welssungy nit Trichloressigséure bis zu einer Endkon-
zentration von 2,5 % versetzt, der Niederschlag ab-
zentrifugiert und der sauvre Ueberstand so oft mit
Aether im Scheidetrichter ausgeschiittelt,bis er neu-
trale Reaktion zeigte. Die Einengung erfolgte unter
vernindertem Druck bei 28 = 35° C entsprechend 12 =
18 mm Quecksilbersidule. Das Aufitragen von 50 Pl der
Extrakte geschah tropfenweise mit einer Biutzucker-
pipette, das Trocknen mit einem Fohn. Als Vergleichs=-
substanzen liefen "Monosaccharide Merck fiir Chromato=-
graphie® Jje lO‘pl von m/10 Losunzen, d.he 180 y Sub=-
stanz.

Fiur die Vorversuche wurden sogenannte "Kurzchromato=-
granme” nach E. RANKE angewendet (55). Es sind dies
Rundfilterchromatograume mit acht Zungen, die durch



ihre Xurz2 Laufzeit von 2 « 4 Stunden fur eine erste
Uebersicht gut geeignet cind.

Zur genauen Identifizierung dienten ein- und zwei-
dimensionale Chromatogramne von der Girosse 28 x 28 cm
(12).

Die verwendeten Ldsungsmittelgemische I und II liefen
Jje 9 = 12 Stunden.

Die Gemische setzten sich wie folgt zusammen:

I. Butanol 8 Teile, II. Pyridin 7 Teile,
Eisessig 2 Teile, Amylalkohol 6 Teile,
Aqua dest. 2 Teile. Aqua dest. 6 Teile.

Die Chromatogramme wurden samtlich zuf dem Papier von
Schleicher + Schiill Sorte 2043 b iigl entwickelt.

c> Filrbung °

Nach Bespriihen der trockenen Chromatogranzme mit Ani-
linphthslat-Lésung (51) und 10 iinuten Trocknung bei
105o zeigen die Hexosen unter dem UV-Licht betrachtet
eine gelbliche Fluoreszens un olivbraune Flecken, die
Aldopentosen eine rote Fluoreszens uam rotbraune Flecken
und Truktose gelbliche Fluoreszcns uz schwach braune
Flecken.

Die Anilinphthalatldsung besteht aus 1,66 g Phthal-
siure und 0,93 g Anilin aufgefiillt zu 100 nl mit was=
sergesdttigtem Butanole.
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6. Papierchromatogranhie zum Nachweis von Phosphaten
und Phosphorsdureestern.

a) Herstellung der Extrakte und Auftragen der Ex-
trakte und Vergleichssubstanzen.

Die Herstellung der Extrakte erfolgte in der bei der
Zuckerchromatographie unter 5a) beschriebenen Weise.
Da die Temperatur von 35° C nicht iliberschritten wurde,
war eine Hydrolyse eventuell vorliegender Zuckerphos-
phorsdureester nicht zu befiirchten.

Vom Extrakt wurden 20 = 80 }.11 aufgetragen, von den
Vergleichssubstanzen folgende Mengen:

Orthophosphat 3 /nl M/10-Lésung entsprechend 9 y Phosphor
Pyrophosphat 2=3 )11 " W 12-18y "
Gl-6-p "Boehringer" 1O ul " " 31y *
Ri=5=-p "Boehringer" 1o/p1 " " 1y *"
FDP "Boehringer" ) )u.l " " 31y "

Der Nachwels von ATP ist wesentlich weniger empfind-
lich, es sind dazu etwa 300 y der Verbindung ent-
sprechend 56 y Phosphor erforderlich (35).

b) Benutzte Verfahren, Lésungsmittel und Papiersorten.

In nahezu Jeder Arbeit iiber Phosphatchroaatographie
werden andere Verfahren und Losungsmittel empfohlen.
Fir den vorliegenden Zweck bewéhrten sich Glastiirme

von 90 cm Hohe und 22 cm Durchmesser, in welche Pa-
pilerstreifen von 57 x 17 cm Grosse gehingt wurden (11).
Wir wandten eine der zweidimensionalen Methode ver-
gleichbare Arbeitsweise nach FLECKENSTEIN und JARKE (18)
an. Das Papier wurde nach dem Durchlaufen der ersten



Phase, welches in aufsteigender Richtung erfolgte,
getrocknet, um 180° gedreht und mit einer zweiten
Phase absteigend chromatographiert,

Die PhosphorszZureester laufen auf Grund ihrer hohen
Wasserloslichkeit bei Anwendung der fir Aminoséuren
und Zucker iblichen Losungsmittel sehr langsam, so
dass man nur mittels der Durchlaufchromatographie
eine Tremnung erreichen kann (1l1), wenn man nicht zu
geeigneteren Losungsmitteln tbergeht. HANLES und

IS ERWOOD (23) und spéter BANDURSKI und AXELROD (3)
erprobten die verschiedensten Gemische. Dabei er-
wiesen sich besonders Methanol, Aethanol und n-Pro-
panol als gut bewegende neutrale Komponenten (3).
Die RF~Werte konnen durch Zusatz von Wasser erhoht
werden. Da jedoch der Trenneffekt in Gegenwart wvon
Wasser im pH-Bereich 4=9 sehr gering ist, setzt man
zweckméssig Basen oder S&uren hinzu.

Mit folgenden zwei Paaren von Losungsmittelgemischen
wurden Trennungen durchgefiihrt (3, 17, 18):

A. I. Phase: II.Phase:
90 Teile Isopropylather 240 Teile n~Propanol
60 Teile 90% Ameisensiure 120 Teile 25% Ammoniak

(spez.Gew. 0,9015)
40 Teile wéasserige 0,02 M

Trilonldsung
B. I. Phase: II.Phase:
80 Teile Methanol 60 Teile Methanol
+0,1% Laurylemin 10 Teile 25} Ammoniak
15 Teile 88% Ameisensiure (spez.Gew. 0,3015)
5 Teile Aqua dest. 50 Teile Aqua dest,

Dabei hat der Trilonzusatz die Aufgabe storende Schwer-

metallionen zu binden (18). Der Gehalt an Laurylamin
dient zur Vermeidung der Schwanzbildung und zur Erzie-



lung schirfer unrissener Flecke (64).

Als Papier fiir die Phosphatchromatographie wurden die
Sorten Schleicher + Schiill 2043 a M sowie 2043 b Mgl
verwendet (vgl. 56). Zur Entfernung etwa vorhandener
Schwernetallionen wurde es mit Trilon vorbehandelt (18):

Einlegen des Papiers fiir 30 Minuten in 0,5 %
wasserige Trilonldsung, die durch Natronlauge
auf pH 8,5 gebracht wurde, 6 x hintereinander
Je 10 Minuten mit Aqua dest. waschen, trocknen.

c) Fédrbung.

Zur Farbung wurde das Reagenz wvon HANES und ISH:&RGOOD
angewandt (23), das sich aus 5 ml 60%iger Perchlor-
sdure, 10 ml n/l Salzsdure, 25 ml 4iger Ammonium-
molybdatlosung und 60 ml Aqua dest. zusammensetzt.
Nach dem Besprithen der trockenen Chromatogramme aus
50 cm Entfernung mit ganz feinem Strahl des Reagen=-
zes und Trocknen fiir 7?7 Minuten bei 85° erfolgte die
Reduktion in der von BANDURSKI und AXELROD angegebe-
nen Weise (3) mit UV=Licht aus 10 cm Entfernung fiir
5-10 iinuten. Ortho~ und Pyrophosphat erscheinen so-
fort nach dem Bespriihen als gelbe Flecke und werden
nach der Reduktion gelblich-grin, alle organischen
Phosnhatkonponenten zeigen nach der Reduktion kréf-
tige Blaufidrbung, FDP bleibt im Zentrum gelblich.



l. Irgzebnisse der 'lessunmen mit Hilfe der Warburg=
Apparatiile

a) Messungen unter aeroben Bedinwinzen.

a) Ermittlurne der onti~nlen Versichsbedincuncen.

Einen wesentlichen Zinfluss suf die Atnung kann die
vacseragtoffionenkonzeatration ausiiben. Der an zehn
verschiedenen lionozenaten genessene pli-Eigensert
schrankte zZwischen 6,35 und 6,7%. Deaentsprechend
erfolgten bel pli=ilertenr im Bereich von 6,20 = 7,08,
die durch Zusatz von Prosphatpufferlisungen nach
Soreaser einpgestellt waren, Untersuchansen der At-
nunssaktivitiy des Hozogenatse lineh diesen iessungen
ist innerhnlb des untersuchten pli-Bereiches die IHihe
des Umsatzes uncbhingis von der iiasserstoffionenkon-
zentration. Die pii=Bestizzunigten vurden ait des pi-
lleter "letroha AG. illericau" durchkgefihrt, descsen Ab=-
lesezenauigkeit 0,02 pH betrigt.

Darch Versuche bel iJasserbadtenperaturen zosicchen 12°
und 36° C wurden die optimalen Tenneraturbedinrungen
eraittelt. Der grisste Sauerstoffverbrauch des ilono=
genats erfolgte bei 25° bzwe 26° Co Dieses Ergebnis
gilt sowohl fiir Tiere, die im Hochsoaner bei einer
iiasserteaperatur von 21,5° C gefanzen warden (4Abbe 1),
wie auch fir solche, die ia Splitherbst aus einex
:ilieu von 11,5° C kanen (Abbe 2). Allerdinzs ver-
brachten die Tiere stetc gehrere Gtunden bei Lufte-
teaperatur ehe sie zum Versich verarbeitet werden
konnten.
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Abb. 1t Daratellung des aeroben Glukoseunsatzes
bel verschiedenen Teaperaturen nit Hono=-
genaten der [iltteldaradriise von Tierer,
die sus 21,5° C Wassertezrneratur konen.
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Abb. 2: Darstellunz des aeroben Glukoseuasatzes
bei verschiedenen Teaperaturen nit lHoao=-
genaten der iiitteldaradriise von Tieren,
die aus 11,5° ¢ Wasserteaperatur kozen.



Zur Untersuchung der #5glichkeit einar "Auffrischung”
des Hoaasgenats wurden dem Versuchsansatz die Cofalr=
toren ATP, DPFI und Cytochroa c sowle Cocarboxylase,
Hoagnesiuan=Ionen und Pyrophosphat in verschiedenen
Xonzentrationen zugesetzat. Fir ATP ergab sich die
optimale Endkonzentration zu ? = 10-4 34y hihere Kon=-
zentrationen kdnnen zur Heszmung Lihrene. Tabelle 1
zelist die ErhShunz des Umsatzes durch ATP=Zusatz

bel vorschiedenen Substraten:

Tabe. 1:

Substrat UmsatzerhShung durch
ATP=Zusatz in &%

Glukose 7

Glylrogen 10

Fruttose 4

FDP 0

Fur D¥U erwies sich die Indkonzentration von S x 10"&
als optiazl mit einer Umsuztzerhbhung von 17 35

fiir Cytochroa ¢ die Endkonzentration von 3 x 10-6 .1
ait dewr Uansatzerhihung von ebenfalls 17 e

Wenn sowohl ATP wie DFil und Cytochroa ¢ ( in den fol=-
genden Ausfihrmungen kurz als "Cofaktoren" bezeichnst
in den genannten optimalen Konzentrationen zuges
warden, erfolgte die signifikante Uasatzerhihy

30 ¢ (Abbe 4 - 8). Dagezen iibten weder Zusiitze
Cocarboxylase (Aneurinpyrophosphat Merck) noch
sinznesiun-Ionen in den Endkonzentrationen 10~

10~ 1t oder 10~ M eine Wirkung auf den Umsat:
Glukose, FDP oder Fatriumpyruvat ause. Auch
zhat in der Endkonzentration von 7 x 10'4

ohne Finfluns auf die Ataung des lozmogenats,
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Eriocheir sinensis gefansen an 144 949 gehiiltert bis 22, 9., botiiubt mit Chloroform,
1'itteldarmdrise 1 ¢ 1 honogeniciert r:dt 0,5 9 KCl-Lisunge.

Gaspheoe:s Luft
Zontralpefinee: 0,2 ml 10 <3 Nagn

Tenperaturs 25° ¢
Amlaufzelts 15 inuten

KIZLDAILbostirmung: 7,04 ng I/nl Homogenoat entoprcchend 12,68 ng §/1,8 ml lomogenat.

iiano-| Inhalt Druchiinderung| Gofiisnskon- 0,=Verbrauch Substratunsatz [Substiratwicats
neter|Hauptgofiiss Fm/h stanto k02 fl/h p/h/12,68 mg W|w'/h/10 ng N
1 |3 ml 1,0 1
(Thermgbarouet.)
2 1,8 1 licmcgenat
0'4 nl FllePs Tl 6’7“‘
3 desgl. 45 1,304 58,7 0,437 0,345
4 desgle. 48 1,217 58,4 0,434 Cy342
5 deagl. 46 1,260 58,0 Cy432 0,340
6 1,8 nl lonogenst
0’4 nl Fhe¥e pil 6’74
0,5 0l Gluioso M/10
0,3 nl 11,0 51 1,377 T0,1 04522 0,412
T deozl. 51 1’335 68’2 0’507 0’400
8 dosgl. 52 1,322 68,7 04512 0,404
9 d@sglo 54 1’295 69'8 0’519 0’410
10 desgl. 50 1,335 66,7 0,497 0,393
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) Homozenntatnunyg ait und ohne Glukosezusata.

Die !lesscergebnisse des auf S. 24awiedergegebenen Ver—
suchisprotokolls sollen dazu dienen, den statistisch
gezicherten Unterschied zwischen den Versuchsreihen
nit und¢ ohne Glukosezusatz zu zeigen.

Es folgt die Berechnung der tzndardabreichung s,
de: Fehlers des #ittelwertes m und die Sicherang dex
Differenz der iiittelwerte der beiden Versuchsgruppen
(vgl. hierzu S. 9/10),

I. Reihe x (x=%) (x-%)°

(nit Glukose) 1. 412 8 64
2. 400 -2} 16
32, 404 0 0
4, 410 6 36
Se 393 =11 121

Sx = 2019 L(z-H)e =1 U(z-¥)%e 257 |

Xy 404

B, " i'z'éz = 7713 4= ZY‘% o 3444

II. Reihe x (x=x) (x-%)2
(ohne Glukose) 1, 348 4 16
2e 345 1l 1
e 342 -2 4
4, 340 -i} 16

l?.x = 1575! J(z=%)= =1 * Ux-%)°= 37

Xy= 344

B8 2-

_25. = 3,51; o= %ﬁ 1,7



-26 =

Daraus folsgt fir die Differenz der jlittelwerte

Xy = Xp= 60

und fiir deren nittleren Fehler

Upser, = 3487.

Also ist
X, 6o

= >5
Apies. 5,87

und damit ist der Untercchied der ifittelwerte der
beiden Versuchsreihen als gesichert zu betrachten.

Der Untergschied der Versuchsreihen mit und ohne
Glukosezusatz liisct sich iiber mehrere Stunden ver-
folgen (Abb. 3):

oMol Subibe
“

Abbe. 3: Darstellung der Ataung des Homogenats
w:ihrend der ersten vier Stunden mit und

ohne Glukosezugabe (10.2 M pro Ansatz).
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«¢) Zusstz von Substraten.

Dic folgenden Abbilédungen 4 - 8 und die Tabelle 2
zelpen die Lrhdhung der Ataung des Honogenats der
ifittcldarcdriicse bel Zugabe der werschiedenen Sub~
strate in 0,0167 i Endkonzentration. Diese Versuche
wurden sowohl ohne wie mit Zusatz der Cofaktoren
(r72, DPlly Cyte ¢ in den auf &, 24 angegebencon Kon=-
zentrationen) durchgefihrt. In den Abbildungen er—
folgte die Darstellung des Substratunsatzes in Pro-
zenten bezozen auf den Glukoseumsatz = 100, Zun Ver=
gleich ist auch die Hozmogenatataung ohne jeden Sub-
stratunsatz einsezeichnet.

| *Bfjoeng gu Glehese

o Alol  Sebstral/h
1

~,
|

Abb. 4: Verbrennung der iiono= und Polysaccharide
Glukose (Glu), Galaktose (Ga), Fruktose (Fr),
Ribose (Ri), Glykogen (Gly) und Stirke (St)
ohne und nit Zusatz der Cofaktoren.

Die Zuckecr Galaktose und Ribose vwurden vona Illonogenat
nicht gonz so gut uagesctzt wie Fruktose, Glykogzen ubd
Stiirke (Abbo 4)0
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420mm;?a&g )
ol @Mol Substrat /h . -

JOne
Substrat

| Glekoe  Glit Gk Aps Glukose  Gluts  Glut  Aswps,
+{of. + Cal, +Cat +Gf

Abb, 6: Verbrennung der Aminosiuren 1(+)-Glutamine
siure (Glut.s.) und 1(+)=Asparaginsiure
(Aspes.) w2 des 1(+)=Gluteniins (Glut.) inm
Vergleich zu Glukose oline und it Zusatz
der Cofal:toren.

Dic Darstellung der Umsatzerhshung durch 1(+)-Aspara-
ginsiiure un nahezu 20 ¢ in Abb. 6 bezicht sich auf Ver-
suche, die in lierbct nit laichreoifen Tiercn durchge=
fihrt vurden. Dieses Lrgebnis konnte in Frihjahr mit
jungen Tiercen nicht reproduzicrt werden: hier ergabd
sich die gleiche llthe des Wmsatzes nach Zugabe von
Glurose, 1(+)=-Asparaginsiure oder 1(+)-Alenin.

-

w5 30 33
‘ S Diferen; 2u Glukase

aMol Substrat/h

20 2)

- cotne Substnd |

Glu Essig-s.  Prop-g Gly Esug-s.  Prap s, Bulper-s
AN I v of +
—

sibbe 7: Verbrennung der Fettsiiuren Essigsilure, Fro-
pionsiiure und Buttersiiurc in Vergleich 2zu
Glukose (Glu) ohne und nit Zusatz der Cofak=-
toren.
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Abbe 8: Darctellung der Verbrennang von =Glyzoerine
phosprorsiure (Glyz-p), Natriumnyruvat
und liatriuvalaltat in Vergleich zu Glukose
ohne und mit Zusatz der Cofeal:toren.

In den Abbilédnngen ? und 8 ist der Unsatz nach Zu-
gabe von niederen Fettsimren und einigen nanderen
Subctraten dargestellt. Die Fettsiuren zeisten kei=-
ne signifiksnte Becinfluosung des Saucrstoffver-
brauachs des Homogenatse Bemeri:enswert ict, dsss nach
Zugabe von 3-Glyzerinphosphorsiure ( in Fora ihres
Natriuasalzes) + Cofoktoren eine 25/'ige Erhihung
der Atauny eintrat.

Die folgende Tabelle gibt eine Zusazaenfassung der
nit den verschiederen Substraten erhaltenen Ergeb-
nisse. Die mit (F) gekennzeichneten Angaben beziehen
sich auf Messunsen an (!itteldaradriisenhomosenaten
von in Friihjshr gefangenen jungen Tieren.
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Tabelle 2

Substrat % Differenz zu Glukose in i Substrat/std!
ohne Cofaktoren nit Cofaktoren
Glukose 100 130
Galaktose 93 122
Fruktose 100 139
Ribose 94 112
Gly¥ogea 100 150
Stirke 100 150
Glulose-5-phosphat 133 l6l
ibase=5-phosphat 135 158
I'ril:tose-1,6-diphog-
phat 148 178
1(+)=Gluteainsiuro a8 130
1(+)=Glutaain 100 120
1(+)=Asparaginsiiure 119 145
i (F) 100 130
1(+)=-Alanin (F) 100 130
Essigsiiare 100 130
Propionsiiure 91 120
Puttersiure 8 120
l=Glyzerinphosnhor=-
siure 100 155
rPyruvat 90 130
Laktat 82 110
Oxalessigsiure (F) 100 130

/) deaaupz der FGAD durch Alkylicrang der Si=Gruppe
wit Jo o

onojodessigsiure (JZi3) wirkt bekanntlich 21s Hemmstoff
bei Reaktionen, an denen Feraente nit Sulfhydrylgrup-
ren beteilist sind. Die Phos; hoglyzerinaldehyddehydrase
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scheirt nach RACKER und KRIMSKI (54) als prostheti-
sche Gruvpe Glutathion gebunden zu haben. Dadurch
lisst sich die bekeannte Hemmung der PGAD durch JIS
erkliren., HOLZER (27, 23, 29) fand an :iliuseascites-
zellen, dass 4 x 10'4 il J&5 die Glykolyse zua Exr-
liezen brinzst und die Atmung zu 55 % heant.

Die Ataung des iditteldarzdriicenhomoganats von wWoll-
handkrabben wurde durch 4 x 10~ 1 J&5 par wa 10 %
verringert, durch 4 x 1072 4 JI5 ua 20 % urd erst T~
durch 1072 1 JES ua 70 ~ 80 % (Abbe 9). '
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Abbe 9: Darstellung der Ataung des iiitteldaradriisen=
honoszenats ohne und nit JES=Einwirkung in
verschiedenen kKonzentratioaen.
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£) Versuche zur Hexohinsse=Aktivitiit,

Die Versuchsansétze wurden nach COLONICK und KABLAN (10)
zusannentestellt. Als Puffer dienten TRIS=Fufferaischun-
gen, die auf pH 7,2 gebracht waren. Pro Ansatz wurden
vvie iblich 0,4 m)l Pufferldosungzg vermwendet. Die Pufferge=-
nische setzten sich wiec folgt zusammen:

Puffergeaisch TRIS I Pufferzeniseh TRIS II
Dro _Anse. Pro_Ans.
Histidin 0,1 /1 0,0167 i 0,2 ¥ 0,033 M
Tris (4G 121,04) ‘
ﬁgCla 0,01 i1 0,00167 it 0,01 A 0,00167 i4
Trilon (u1G 392)
0,01 X 0,001G67 i1 0,1 i 0,00167 4

(= Dinatriunsalz der Aethylendismintetraessigsiure, Fa. ¥ali=-
Chenie iGe iannover.)

Die Indkonzentration an zugesetztzr liexokinzase betrug
1,7 x 1970 31 baw. 1,7 x 1072 ¥, Es wurde Hexzolkinase
"Crude Type II from Yeast 5IGis Chenical Coxpany,

48 020 Ki Units/gm (25° C)" vervendet.

Fol<ende Versichsansitze kaamen zur Durchiihrung:

Homogenat + TiI; I + Glukoze + Cofaktoren

" + TR1: II + " + "
n + I'hePe + " + " + Hexokinase 10"6 M
il 6,8

" + " + " + [ + " 10‘5 13
" + RIS I + " + " + " 10.6 2
" + " + " + " + n 10-‘? :
" + I3 I+ " 4 o + " 107° i
] + " + [ + " + ” 10‘5 3

Es geigte sich, dass der Glutoseunsatz siatlicher
Versucasarnsitze bei 0,95 PJ/Std. lag. iieder diec kon-
plexbildeaden rufferbestandteile Trilon und liistidin
noch die zugesetzte Hexokinase iibtin einen Einflues
auf die Ataung aus.
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Z;)Die Potinhnoe,

Das Homogenat dor tiitteldarndriise lénst sich nit der
Rumme=Zentrifuse bei 15 00C U/lln. in wisserige und
Fettrhinoe tremmene. Dabel verteilt sich der Sticlstoff-
gehalt etwa zu 16 ¢ auf die Tettrhase wnd 84 & auf

die Zettfrele Thase, 111t den gotrennten Fhasen vurden
verschiedene Versuche durchgefithrt, die der Feststiel~
lung dienen sollten, ob das Fett als Subsirat verbranat
wird. Die Irzebniggsc dieser Untersuchungsen sind in den
Abbildungen 10 und 11 daxrgestellt,

Abbe 10: Zur fettfreien FPhase wmurden nach einer Stimde
sowohl Glukose wie unverdiitnnte Fettphase aus
dent Seitemarm zugesetzt. Der Verlauf der Zur-
ven zeigt, dass die Zusiitze keine Erhdhung
des Unsatzes bewirkten.

Zun Vergleich vurde der Umsatz des Homogenats
genessen,
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Abbe 11l: Die durch Zentrifugieren getrennten Iha-
sen wurdcn durch anschliessendes Homoge-=
nisieren wieder genischt, iiie die Dar-
stellung zeigt, fihrt die Aufbereitung
‘des Homogenats zu einer weitgehernden In-
aktivieruns der Fermente, obwohl sZatliche
Frozesse unter Eiskihlung vorgensiien

wWarcne

7)‘ginfggg§wg§§'Gesehlechts auf die Atounzsaktivitit

der .iltteldarmiriises.,

Kontrollversuche, bei denen jeweils nur ninnliche
oder weibliche Tiere verarbeitet wurdean, dienten

dozu, einen etwaizen Einfluss des Geschlechts anf
die Atmurzsaktivitit des lismogenats festzucstellen.

Lie Purchschnittaverte von Je sechs ilessunsen sind
in Tabelle 3 angegeben. ius ihnen geht hervor, dass
der Sauerstoffverbrauch des (litteldarcdrilsenhonoge=
nats keinen geschlechtsspezifischen Unterschied auf-

weiste.
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Tabelle 3:

Homogenat der Sauerstoffverbrauch Glukoseunsatz
Mitteldaradrii- v1/h/10 og K Ji/h/10 ag
sen
Q Tiere | 72,5 0,540
o Tiere 72,0 04535
b) lleccun~en unter anaeroben Bedinmuncen.

In einer Reihe vor Messunzen nurde unterscucht, ob

des loaozenat aauch unter anaeroben Bedinguncen Glu-
kose abbzaut (vgle Se 8). Dabei konnte jedoch - selbst
nach Zusatz der Cofaktoren ATP und DFIl = elne Glykolyse
nicht beobsichtet werden.

2. Ergebnisse der Ltickstoffbestinaunzen.

Pro ml liozogenat der Mitteldormdrice wmurden 5 bis 9 mp
Stickstoff nachgeriesen, d.h. pro Warburgansatz 9 bis
16 N%e

3+ brrebniassce der Glvko~enbestinnunsene.

Das Mydrolysat des aus der :ilitteldaradriicse ausgefiéll-
ten Glykogens bildete imikroskonisch zut erkennbare
Glukosazonkrigtalle.

E
|
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Die quantitativen Bestirzmungen des Glykogens an 10
Tiercn ergaben einen Gohalt zwischen 130 und 300 mgsh
besogen cuf Frischgewicht der 'itteldarndriise, das
entopricht 870 bis 2000 ngl bezogen auf Trockenge-
wicht.

Iiine Bezienung zwischen den Glykogengehait und der
Hilltcrungsdauer, in der die Tiere keine llahrung auf-
nahmen, kormte nicht festgestellt werden,

4o Frrebninge dor ATPe=, ADP« und Mﬂ?—Besﬁm‘ggen.

Bezogen guf das Frischgewlcht der littcldarmdriise
svurden bestizmte

18 - 59 ng ATP,
20 = 37 ng? ADP,
1- 33)85;&1?.

So fanden sich zum Beispiel in der litteldarzdriise
elnes Tieres, das in Dezenber eine Toche gehiiltert
worden war, folgende Mengen an Adenosinphosphore
siuren:

ATP ADP
y/o1l Homogenat 91 130 9
y/g 1Uittcldornmdriise 182 260 18

y/ng Stickstoff 12,3 17,6 1,2
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5. Ergebnisse der Zuckerchromatographie.

Die Ergebaisse der ein=- und zweidimensionalen Zucker-
chroanatographie sind den Abb. 12 = 15 zu entnehmen.
Aus ihnen geht hervor, dass im Homogenat der iiittel=-
darmdriise zwar Glukose aber weder Galaktose noch
Fruktose enthalten ist.

Ty« - Wt s

Gukikiese Frukdore Fluke, Honoyinns

Abb. 12: Eindimensionales Chromatogramm nach
Auftragen von 50 pl Homogenatextrakt
und je 10 )ul /10 Vergleichslosunge.
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6o Trrebninsge der fhosohoetehiromntorranhie.
F %Y

Lisungsniitieclgenischie und rapicrsorten vurden in er=-
ster Linic unter den Gosichtspwust einer niglichot
schnellen 2 der langoon laulenden rhosplior-—
siurcester unad :rhosphaote gewiiilte Dicser Acfordcrung
entsorachen die netiianolhaliisen Thooon des Laufinit-
telpaacres B (8e Se 20) sovrio das Papier Sciileicher +
Schilll 2243 o L. &1 vosten. Fur dieso Prapicrsorie er-
wiea sich die Vorbeliandlung mit Trilon als iUberfliissig.

(3
LIrenn

Die Chromatonranme geigten nach Auftragen von 50-80 }11
Honogenatextrakt die Antresenheit von Ortho= und Pyro-
rhoephat. In besonders grosscr lenge liesgt Orthophos-
phat vor, diesegc crachien bereits bein Auftrasen von
2G /ul Extrakt.
ATP, ADP? und AP wurden nicht gefunden. Dieses Ergeb-
nis steat in Einklang nit denen der enzyrcatischen Be=

- etinmmungen, die maximal 300 y ATP,
1200 y ADP und 15 y ANP pro nl Honoe-
genat ergaben. Bein Auftragen von
0,08 n1 Ixtralt kanen in ginotigsten
Falle 50 y ATP, 40 y AD? und 1 y AP
auf einen Fleck. Diese !‘engen liegen
unterhald der Crenze der chromatogra-—
pkischicn Hachweisbarleit (Se SefJ )e
¥chr Extrakt konnte jedoch nicht auf-
getragen werden, da sonct das in
reiciilicher Ilenge vorhandeno ortlio-
phosphat = guch in Gegenwart von
| Laurylamin - Schvranzbildung verur=

[ Wasier
2

——

bﬂ FOP f;nr o

S e g e

T 2K 17

Prep pie

c Aat/50 8
15
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Ortho- und Pyrophosphat liessen sich
bereits mit der eindirensionzlen
Chronatograpbie unter Verwvendung des
Lsungsnittelgenisches Hethanol/Anei-
sensiure/7ascer (80:15:5) hinreichend

_—

Abbo 163 Eindi—
rencionale auf=
steigende Chrace-

O " ¥

dwemnen (vgl. Abde. 16). Zuckerphos-
phorsiurcester vurden nicht gefunden,
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Diskussion der Ergebnisse

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war u.a. den Nach-
weis zu filihren, dass in der {litteldaradriise - dem
"Hepatopancreas" - Stoffwechselprozesse ablzufen, die
denen der Leber der hoheren Tiere vergleichbar sind.
Da der Leber als einer der wichtigsten Prozesse die
Energiegewinnung durch Verbrennung von Kohlehydraten
und die Bildung von Reservekohlehydraten in Form des
Glykogens neben anderen Stoffwechselprozessen zufillt,
beschiiftigten wir uns mit der Untersuchung des Abbaus
von Kohlehydraten im "Hepatopancreas" der Wollhandkrab-

be.

Auffillig war, dass eine gnaerobe Glykolyse nicht beo-
bachtet wurde. Das steht im Einklang mit den Beobach-
tungen von BALDWwIN (1) an der Mitteldarmdriise von He-
lix pomatia und von CHAPHEAU, THESIS und BORDEAUX an
der Mitteldarmdriise der Auster, wo nur ein sehr gerin-
ger anaerober Umsatz gefunden wurde.

Anders dagegen verhilt es sich mit dem aeroben Kohle-
hydratabbau. Glukose, Fruktose, Glykogen und Stirke
werden gleichgut verbrannt, Galaktose und Ribose fast
in gleicher Hdhe (vgl. Abb. 4). Diese Ergebnisse unter-
scheiden sich von den bei Helix gefundenen, wo BALD#IN
(1) und auch MAY (43, 44) eine Bevorzugung der Galak-
toseververtung beobachteten.

Entsprechend den Erfahrungen bei Leberhomogenaten konn-
te der Umsatz durch Zugabe der Cofaktoren DPN, Cyto-
chrom ¢ und ATP gesteigert werden (vgl. Abb. 4 - 8).
Hieraus diirfte zu schliessen sein, dass bei der Aufbe-
reitung des Homogenats diese Cofaktoren in ihrer Wirk-
samkeit beeintrichtigt werden. Dagegen liZsst sich den
mit Cocarboxylase und Magnesiumionen in optimalen Kon=-
zentrationen durchgefihrten Versuchen entnehmen, dass
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beides in geniigender ilenge vorhanden sein diirfte, da
der Zusatz keine Umsatzsteigerung bewirkte.

Der bessere Umsatz der phosphorylierten Zwischenstu-
fen wie Glukose-6-phosphat, FDP etc. lassen die Ver=-
mutung aufkommen, dass entweder ein Mangel an ATP
oder ein Mangel an den entsprechenden Fermenten bzw.
an ihrer optimalen Aktivitdt vorliegen konnte. Der
Zusatz von ATP zum Ansatz ergab zwar eine leichte Er-
hohung des Umsatzes von Glukose, Fruktose und Glyko-
gen, doch lag er auch dann noch mehr als 20 % unter
dem der phosphorylierten Zwischenstufen (vgl. Abb. 5).
Der Zusatz von ATP kann also den Unterschied nicht
ausgleichen. Die ATP-, ADP- und AMP-Bestimnungen im
Homogenat zeigten ferner, dass nicht unbetrdchtliche
Mengen an ATP sowie ADP vorhaenden sind, so dass ein
angel an ATP und ADP kaum die Ursache des geringe-
ren Durchsatzes nichtphosphorylierter Zucker sein
diirfte. Nun hingt der Umsatz nicht allein von den ge-
fundenen ATP : ADP-Konzentrationen ab, sondern wird
mitbestimmt von der Geschwindigkeit, mit der der ATP-
Zyklus abliuft. Eine Verlangsamung des ATP-Umsatzes
infolge einer verringerten ATP-asewirkung wiirde zwangs-
ldufig eine verminderte Verbrennung zur Folge haben
(LARDY und WELMAN (38), LARDY und COPPENHAVEZR (37),
BUSCHER (8)). Dabei spielt naturgemiss auch der Vor-
rat der Zellen an anorganischem Phosphat eine Rolle.
Wie die Phosphatchromatographie ergeben hat, sind aber
in den Zellen der iditteldarmdriise grosse ilengen von
Ortho- und Pyrophosphat vorhanden, so dass ein Mangel
an anorganischem Phosphat nicht der begrenzende Faktor
des Glukoseumsatzes sein kann.

Als weitere Ursachen hierfiir sind ein Mangel an Hexo-
kinase oder eine Heamung beispielsweise durch Schwer-
metallionen in Betracht zu ziehen. Bekanntlich ent-
halten Meerestiere gressere iengen von Kupfer. Bei
den Crustaceen findet sich dieses vor allem in der
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Mitteldarmdriise, ganz analog zu den Verhiltnissen in
der Leber bei hoheren Tieren. Wiihrend in vivo die
feste Bindung des Kupfers an Eiweiss eine Umsatzhem-
mung verhindern dirfte, kénnten durch die Aufberei-
tung des Homogenats Kupferionen in eine andere Bin-
dungsform iiberfiihrt werden und so eine Hemmung bewir-
ken. Nach HEI{ANN (26) ist auch ein Uebergang des Kup-
fers aus der festen komplexen Bindung an Eiweiss in
eine lockerere an andere Substanzen zu erwdgen. Sto-
rende Schwermetallionen kann man durch Zusatz von Kom-
plexbildnern beseitigen. Diesbeziigliche Versuche mit
Zusatz von Trilon und Histidin in geeigneten Konzen-
trationen zeigten jedoch keine Steigerung des Umsatzes
nichtphosphorylierter Stufen. Auch der Zusatz von Hexo-
kinase fiihrte zu keiner Erhchung des Umsatzes; demge-
midss dlirfte Hexokinase im Homogenat von vornherein in
optimalen Konzentrationen vorhanden sein.

Es ist weiterhin moglich, dass ein grosser Teil der
Glukose auf dem VWege des Horecker-Zyklus abgebaut wird.
Die relativ gute Verwertung von Ribose=-5-phosphat konn-
te in diesem Sinne gedeutet werden (vgl. Abb. 5). Auch
die Hemmversuche mit Monojodessigsiure konnten dafiir
sprechen. Wihrend HOLZIR (29) an Asciteszellen von Miu-
sen bei einer Konzentration von 4 x 10'4 M JES schon
eine 55 %ige Hemmung der Atmung feststellte, fanden
wir bel Eriocheir bei einer Konzentration von 3 x 10~

nur eine 10 %ige Hemmung.

In manchen Fdllen erfolgt die Deckung des Energiebe-
darfes weniger aus Kohlehydraten als aus Fetts&duren,
wie zum Beispiel bei den Azetatflagellaten (LWOFF (41)).
Deshalb wurden Versuche durchgefiibrt, bei denen dem
Homogenat Fettsiuren zugesetzt wurden. Es ergab sich
keine Erhohung des Umsatzes. Dieses Ergebnis liisst
allerdings keinen eindeutigen Schluss zu, da in dem
fettreichen Homogenat freie Fettsduren in geniligender
Menge vorhanden sein konnten. Als geschwindigkeitsbe~
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grenzender Faktor kdnnte auch das Coenzym A fungieren,
welches beim Fettsiureabbau eine Schliisselstellung
innehat. Ausserdem kann als umsatzbegrenzend eine zu
geringe Konzentration an dem "sparking factor" des
Zitronensiure-2yklus, der Oxalessigsiure, in Betracht
zu ziehen sein. Diese Auffassung wird besonders nahe
gelegt durch Versuche, bei denen Asparaginséure zuge-
setzt wurde. Bei diesen zeigte sich nédmlich eine nahezu
20 %ige Umsatzerh3hung, die darauf zuriickgefiihrt wer-
den konnte, dass die Asparaginsidure durch Transaminasen
in Oxalessigsdure umgewandelt wird. Dieses Ergebnis er-
hielten wir an Tieren, die im November gefangen und
verarbeitet wurden. An Friihjahrstieren liess es sich
Jedoch nicht reproduzieren: Der Umsatz wurde weder durch
Asparaginsdure noch durch Oxalessigsiure selbst beein-
flusst. Hiernach scheinen Unterschiede im Intermedidr-
stoffwechsel von jungen, im Frihjahr flussaufwirts
wandernden und vier- bis fiinfjahrigen, im Herbst zum
Laichen meerwdrts ziehenden Tieren zu bestehen. Wei-
tere Experimente miissten hier eine Klédrung bringen.

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass.-in Bezug auf
den Kohlehydratstoffwechsel zweifellos Parallelen zu
Funktionen der Leber der Wirbeltiere bestehen. Von
diesem Sektor aus diirfte also die Bezeichnung der Mit~
teldarmdriise als "Hepatopancreas" gerechtfertigt er-
scheinen.
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Zusammenfassung

Eine anaerobe Glykolyse konnte nicht beobachtet

werden.,

Galaktose und Ribose werden fast in gleichen
Masse wie Glukose, Fluktose, Glykogen und Stirke
verbrannt,

Die Phosphorséureester Glukose-=6-phosphat und
Ribose-5-phosphat werden zu 30 %, FDP zu 50 %
besser umgesetzt als Glukose.

ATP=Zusatz kann den Unterschied nur zum Teil aus-
gleichen.

Hexokinase scheint in optimaler Konzentration
vorzuliegen.

Freie Fettsiuren und Aminosiduren zeigen keine Be-
einflussung des Sauerstoffverbrauches des Homoge-

natse.

Enzynatische Bestimmungen von ATP, ADP uni AMP
ergaben, bezogen auf das Frischgewicht der Mit-

teldarmdrise:
20 - 60 mg¥% ATP, 20 - 40 mg% ADP und 3 mg% AMP.

Ortho- und Pyrophosphat konnten in grossen Mengen
papierchromatographisch nachgewiesen werden.

An freien Zuckern wurde in der Mitteldarmdrise
ausschliesslich Glukose papierchromatographisch
nachgewiesen.

Die Mitteldarmdriise von Hungertieren enthilt
130 - 300 mg% Glykogen.

Die Untersuchungsergebnisse lassen fiir den Kohle-
hydratsektor die Bezeichnung "Hepatopancreas"
als berechtigt erscheinen.
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