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Nachwe|s yon Enzymen der Glycolyse und des Tricarbonsiiurecyclus 
in Am6ben  (Chaos chaos L.) 

A m 6 b e n  s ind  ein g e e i g n e t e s  O b j e k t  z u m  S t u d i u m  de r  L o k a l i s a t i o n  y o n  E n z y m e n  ir~ 
der  Zelle,  D u t c h  Z e n t r i f u g a t i o n  i n t a k t e r  A m 6 b e n  l a s sen  s ieh die Z e l l p a r t i k e l  s e h i c h t e n l ,  
u n d  d u t c h  A u s e J u a n d e r s c h n e i d e n  k a n n  dle Zel le  in k e r n h a l t i g e  u n d  ke rn lose  Teile. 
ze r leg t  we rden ,  die m e h r  ode r  w e n i g e r  l a n g e  lebensf l ih ig  s ind.  BItACHET s b e n u t z t e  
diese T e c h n i k  m n  d e n  Einf luss  des  g e m s  a u f  d e n  S to f fwechse l  de r  A m 6 b e  z u  u n t e r -  
suchen .  G i y c o t y s e  u n d  T x i c a r b o n s A u r e c y e l u s  k o n n t e n  h ie rbe i  n i ch t  e n t s p r e e h e n c l  
be r i i ck s i ch t i g t  we rden ,  d a  die E n z y m e  bis  a u f  wen ige  A u s n a h m e n  ( S u c c i n o - d e h y d r o -  
g e n a s O  u.qd E n o l a s e  2) n i c h t  n a c h g e w i e s e n  u n d  z u d e m  g e e i g n e t e  M i k r o m e t h o d e n  noetx 
n i ch t  a u s g e a r b e i t e t  wa ren .  V o m  A b b a u  y o n  Glucose  in A m S b e n  w a r  b i she r  led ig l ieh  
b e k a n n t ,  "dass  [- '~C]Glueose zu l~COz a b g e b a u t  wi rd  ~. I n  V e r s u c h e n  m i t  Hza~PO 4 
w u r d e  f e rne r  n a c h g e w i e s e n ,  dass  F h o s p h a t e s t e r  g e b i l d e t  w e r d e n  ~, die i nzwi schen  a ls  
Z u c k e r p h o s p h a t e  ident i f iz ie r t  w u r d e n .  

W i t  u n t e r s u c h t e n  einige d e r  in A m 6 b e n  b i she r  n i e h t  n a c h g e w i e s e n e n  E n z y m e  
u n d  w~td t en  die T e c h n i k  des  e i n f a c h e n  u n d  z u s a m m e n g e s e t z t e n  o p t i s e h e n  Tes t s ,  d e r  
au I  WARBURC~ zu r i i ckzu f i ih ren  is t  a n d  l e i ch t  als  M i k r o m e t h o d e  a u s g e f t i h r t  werder t  
kann ,  Die  G e s a m t v o l u m i n a  uns e r e r  V e r s u c h s a n s i i t z e  b e t r a g e n  I o o - 3 o o  ~1. Die  T e s t s  
k 6 n n e n  m i t  E n z y m m e n g e n  d u r e h g e f i i h r t  w e r d e n ,  die 2 A m 6 b e n  e n t s p r e c h e n  (s. Fig .  2), 
u n d  s ind d a m i t  fiir die o b e n  z i t i e r t en  U n t e r s u c h u n g e n  gee igne t .  

G e m e s s e n  wi rd  der  S u b s t r a t u m s a t z  a n  de r  B i i d u n g  o d e r  a m  V e r b r a u c h  y o n  
D P N H  ( T P N H ) .  ~Vir v e r w e n d e n  s p a l t i 6 r m i g e  M i k r o k i i v e t t e n  rni t  i c m  S c h l c h t d i c k e  
u n d  e i n e m  F a s s u n g s v e r m 6 g e n  y o n  ca.  40o /~ l  t rod  e ine  in e lgene r  W e r k s t a t t  he rge -  
s te l l te  Z u s a t z e i n r i c h t u n g  z u m  Z e i s s - O p t o n  S p e k t r a l p h o t o m e t e ~  (nach  A n g a b e r t  y o n  
LowRY ~ fLir d a s  B e e k m a n - G e r a t ) .  Z u m  P i p e t t i e r e n  w e r d e n  K o n s t r i k t i o n s p i p e t t e n  a 
u n d  ein neu  e n t w i c k e l t e r  T y p  vort  M i k r o p i p e t t e n  a u s  P o l y l i t h y l e n  9 b c n u t z t .  

A m 6 b e n  (Chaos vkatos L.) w c r d e n  in P r i n g s h e i m l 6 s u n g  k u l t i v i e r t  u n d  m i t  T e t r a -  
h y m e n a  ge f i i t t e r t .  Z u m  V e r s u c h  w e r d e n  H o m o R e n a t e  a u s  g u t  m i t  b ides t .  W a s s e r  
g e w a s c h e n e n ,  3 ] ' a g e  g e h u n g e r t e n  Am61>en v e r w e n d e t .  Unl6slic:ne Ze l l r e s t e  w e r d e n  
a b z e n t r i f u g i e r t  u n d  die k l a r en  l:~berst&nde au l  g e e i g n e t e  E n z y m k o n z e n t r a t i o n e n  m i t  
b ides t ,  ~ ' a s s e r  v e r d i i n n t .  I n  e in igen  V e r s u c h e n  w u r d e  y o n  G e f r i e r t r o c k e n p u l v e m  a u s  
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Fig. x. Gekoppelter Test auI Phosphoglycerat- 
kinase und Glyeerinaldehyd-phosphat-deh3 dro- 0.7 
genase. Ftihruag der I~eaktion yon 3-Phos- 0.6 
phoglycerinsgure zu Glyeerinatdehyd-lohosphat 
durch Abfangeu des Letzteren mit Cystein. Vet'- 0.5 
suchsanstitze: Gesarntvotumen 300 /tl. 250 pl  
Triiithanolaminpuffer pH 7.4 mit 4' to-Z M o.4 
Mg -~,-, 3.1o -3 31 Cystein, 6"1°4-"~/1 :3 - P h O s -  0.3 
phoglycerinsRure. 1o/tl ca. ~ .2- I , o  ~'~ .: 'L{ DPNH. 
go F~I ATP (3o r_xg/inl), zo i~! Am6benenzym- O.2 
10sung, ca. 30 AmOben entsprecher.d. Messung o.1 
bei ,366 rap. AE = o, l o o =  9" Io -a pMol I )PNH 
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Abkcirzungen: I)PNH, TPNH, reduzierta Diphospb.opyridin und Triphosphor pyridin- 
n.clec~ti~le ATI ~, Adenosin triphosphat. 
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Am6ben au.~feffangen. Alle Tests werden bei pH 7-7-4 und Zimmertemperatur 
(2o-22 °) ausgefiitlrt, unter Verwendung yon Reagcntien zum optischen Test der 
Fa. C. F. Boehringer, Mannheim. 

Folgende Enzyme wurden yon uns bisher mit der besehriebenen Technik in 
Am~ben nachgewiesen: Hexokinase, Glucose-6-phosphat-dehydrogenase, Hexose- 
phosphat-isomerase, Aldolase, Glycerinaldehydphosphat-dehydrogenase,  Ph0spho- 
glyceratkinase, Enolase, Pyruvatk inase ,  Isocitrat-det~ydrogenase, Fumarase,  ~pfei-  
sliure-dehydrogenase und "Malic-Enzyme". 

Zwei .Tests seien als Beispiele wiedergegeben. Fig. x: Gekoppelter Test auf 
Glycerinaldehydphosphat-dehydrogenase und Phosphoglyceratkinase. Fig. 2: J~,pfel- 
siiure-debydrogenase. 
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F ig .  2. .X, p f e l s ~ i u r ~ - d e h y d r o g e l m s e - T e s ~ .  X 'e r suc l~sans~ tze :  G e s a m t v o l u m e n  a o o l d .  8 5 p l  Tr i s -  
( O x y ~ t h y D a m i n o m e t h a n p u t f e r  p H  7.2, 7-5 Itl 7.6- z o a a I  O x a l a c e t a t .  2.5 ktl ca.  ~.._,- i o  -~ .1[ 
D I - ' N H .  5/~l  A m 6 b e n e n z y m l & s u n g  g e n a u  2 A ra / Jbe n  e n t s p r e c h e n d .  M e s s u n g  be i  340 mt , ._  I E  = 

o. t o0  ~ 1.6- xo -a 1~5Iol D t ' N t i  u m g e s e t z L ,  

Enzyme,  die Py ruva t  zu Lae ta t  reduzieren oder zu Aceta ldehyd decarboxylieren, 
konnten  in Am~iben yon uns nicht nachgewiesen werden. 
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