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wir das kristallinische, dialysierte und lyophilisierte Tryp- 
sinpr~iparat einer d~nischen Firma t~ angewandt. 
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Die Gerinnungszeit wurde bei Zimmertemperatur auf 
Grund des Auftretens yon Fibrinf~den auf Ttipfelplatten 
mit  Stoppuhren gemessen. 

\Vir haben bei den Vorversuchen beobachtet, dass die 
Elastase ~hnlich dem Trypsin die Rekalzifikationszeit  
verschiedener BIutplasmen in betr~chtlichem Masse zu 
verkiirzen fShig ist. In folgenden Versuchen haben wir 
festgestellt, dass das Enzym seinen gerinnungsf6rdernden 
Einfluss auf Blutplasma unter bestimmten Konzentra- 
tionsgrenzen auch in Abwesenheit yon Kalzium besitzt. 

Man bekommt die kfirzesten Gerinnungszeiten oder die 
relativ h6chsten ThrombinaktivitAten bei einer Elastase- 
konzentration yon 30-.35 E. E. je ml Blutplasma. Dagegen 
ist die Elastase nicht f~hig das Fibrinogen in Fibrin um- 
zuwandeln und hat  keinen Einfluss auf die Fibrinogen- 
~Fibrin-Umwandlung, ausserdem 16st sie das Reaktions- 
produkt  auf. Das Enzym l~sst das Fibrinogen bei niedri- 
gen Konzentrationen unver~indert imd zerst6rt es sofort 
bei den fiir die Plasmagerinnung optimalen Konzentra- 
tionen. ~'ibringel bildet sich anch bei Zugabe yon Throm- 
bin nicht mehr. 

Die Elastase wirkt auf den Blutgerinnungsprozess 
durch Aktivierung des Prothrombins. Gibt man verschie- 
dene ~{engen von Eia.stase bei Zimmcrtemperatnr  zu einer 
rohen Prothrombinl6sung und untersucht die gerinnungs- 
f6rdernde Wirkung der aus dem Reaktionsgemisch aus- 
genommenen Proben an gereinigtem ~Fibrinogen, so kann 
man Folgendes beobachten: Bei niedrigen Elastasekon- 
zentrationen gibt es keine Thrombinbildung. Bei einem 
Enzymiiberschuss bildet sich auch kein Thrombin, weil 
Prothrombin, wie auch Thrombin, durch Elastase sehr 
rasch abgebaut werden, In relativ engen Grenzen ver- 
ursacht eine kleine Steigerung der Enzymkonzentration 
die unverh~ttnism~ssig grosse Zunahme der entstehenden 
Thrombinmenge. Eine betr£chtliche Thrombinmenge bil- 
det sich bei diesen Elastasekonzentrationen sehr schnell. 
Die Geschwindigkeit der Thrombinbildung durch Elastase 
(Abb.) entspricht der physiologischen, mit  Kinase und 
K~lzium erzielten Aktivierung, die als Kontrotte durch- 
geffihrt wurde. Das dutch Elastase erzeugte Thrombin 
betr~gt die H~Llfte der mit  Kinase und Kalzium gewon- 
nenen Thrombinmenge. Die optimalen Enzymkonzentra- 
tionen entsprechen etwa 40-50 E,E. je mt des Reaktions- 
gemisches bzw. je 25 mg Eiweiss im Prothrombin. Man 
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muss n~mlieh darauf hinweisen, dass die Optimalkonzen- 
tration yon Elastase entscheidend durch die Eiweiss- 
konzentration der Prothrombinl6sung best immt wird. Bei 
einem hOheren Eiweissgehalt steigt auch die Optimal- 
konzentration. Bei niedrigeren Enzymkonzentrat ionen,  
zum Beispiel 10-20 E.E. je 25 mg Protein, bildet sich zwar 
durch Elastase gleich viel Thrombin wie aus Prothrom- 
bin durch Thrombokinase, die Bildungsgeschwindigkeit 
ist aber sehr niedrig und die Menge des Thrombins sehr 
gering. Bei hSheren Enzymkonzentrat ionen dagegen, 
zum Beispiel 60-70 E.E. je 25 mg Eiweiss, steht der pro- 
teolytische Abbau durch Elastase der Thrombinbildung 
nicht nach und so geht das gebildete Thrombin sehr rasch 
zugrunde. Zwischen den Mengen des Prothrombins, der 
Elastase und des gebitdeten Thrombins besteht eine li- 
neare Beziehung in der Prothrombin-Elastase-Reaktion, 
Verwendet man gr6ssere Mengen yon Prothrombin, so 
bildet sich mehr Thrombin und die Reaktion verbraucht  
mehr Elastase zur Umwandlung. 

Die Reaktion zwischen Prothrombin und Ela~tase ist 
unabh~ngig yon der Gegenwart von Thrombokinase und 
Kalziumionen. Einerseits kann die Elastase das Prothrom- 
bin in filtriertem Plasma leicht in Thrombin umwandeln. 
Anderseits gibt man ins Reaktionsgemisch bei Optimal- 
konzentration der Elastase verschiedene Mengen Throrn- 
bokinase bzw. Kalzium, so hat  Elastase keinen Einfluss 
weder auf die ]3ildungsgeschwindigkeit noch auf die 
l~lenge des entstehenden Thrombins. 

Die sich zwischen Prothrombin und Elastase abspie- 
lende Reaktion hat kein gut definiertes optimales pH. Je 
h6her die Enzymkonzentration ist, desto mehr verschiebt 
sich das optimale pH gegen die saure Seite. Das kann da- 
durch erkl~irt werden, dass der Abbau des Thrombins bei 
h6heren Enzymkonzcntration sowie auch bei alkalischer 
Reaktion schneller ist, 

Die ausfiihrlichc Vcr6ffentlichung soll in dcr Zeitschrift 
Acta Physiol. Acad. Sci. Hung, erscheinen. 

D. BAGDY 

Biochemische A bteilung des Forschungsinstituts ]iir phar- 
mazeutische Industrie, Budapest (Ungarn), 6. November 
7958. 

Summary  

Purified elastase prepared by adsorption on synthetic 
zeolite in proper concentrations causes the coagulation of 
blood. Elastase was found to have no direct coagulative 
action on purified fibrinogen. Its coagulating action is due 
to the fact tha t  it reacts with prothrombin to form throm- 
bin. The reaction between prothrombin and elastase is 
independent of the presence of either platelets, thrombo- 
plastin or Ca-ions. 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

A S i m p l e  M e t h o d  f o r  t he  A s s a y  of  C a r b o h y d r a s e s  

Chemical methods for the assay of carbohydrases in 
general are mainly based on the increase in the reducing 
value of the substrates on incubation of the reaction 
mixtures with the enzyme under consideration and can 
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be  conven ien t ly  employed  in t he  sugar  d e t e r m i n a t i o n  
me thod  of SOMOGVI~ or o the r  wel l -known me thods .  

In  case of reac t ion  m ix tu r e s  which  con ta in  reduc ing  
bodies o ther  t h a n  sugars,  the  in ter fer ing  mate r ia l  can  be 
r emoved  by  zinc su lpha te  ~ or o the r  su i table  salts.  

W h e n  large quan t i t i e s  of subs t ances  wi th  h igh  reduc ing  
values are p resen t  in such  sys tems ,  the  assay of t he  en- 
zymes under  inves t iga t ion  p resen t s  a special  p roblem.  

While s t u d y i n g  the  c a r b o h y d r a s e  ac t iv i t ies  of some 
muci laginous p lants ,  i t  was found  t h a t  the  d ia lysed  wa te r  
ex t r ac t s  t hemse lves  h a d  h igh  reduc ing  values,  and  even  
a f t e r  p rec ip i t a t ion  of t he  enzymes  wi th  atcohol,  the  super-  
n a t a n t s  had  cons iderable  reduc ing  values,  which  appre -  
c iably in te r fe red  wi th  c a r b o h y d r a s e  ac t iv i ty  d e t e r m i n a -  
t ions. A p a p e r  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d  was there fore  
s t anda rd i zed  in th is  l abo ra to ry  wh ich  was found  to  be 
very  conven i en t  and  simple.  

Me thod :  The reac t ion  m i x t u r e  cons i s ted  of the  follow- 
ing : 

1.0 cm 3 10.0% mal tose  (ca rbohydra te )  solut ion;  
1.0 cm 3 buffer  solut ion of app rop r i a t e  p H ;  
2.0 e m  3 d ia lyzed e n z y m e  p repa ra t ion .  

Tota l  4-0 cm 3. 

plied w i t h o u t  much  modif ica t ion .  In  the  case of raffinose,  
metibiose m a y  be e s t i m a t e d  in order  to  get  the  measure  
of the  enzyme  act iv i ty .  In  case of sucrose and  lactose, 

A few drops  of to luene  served as p reserva t ive .  

The reac t ion  m ix tu r e  was incuba ted  a t  37°C for 24 h. 
Af te r  th is  t ime,  10 tzl of the  reac t ion  mix tu r e s  were ap- 
pl ied to  d i f fe ren t  po in t s  t a k e n  on the  c i rcumference  of a 
circle (3.0 cm d iameter )  d r a w n  a t  the  cen t re  of a W h a t m a n  
fil ter pape r  disc (18 cm diameter ) .  S t a n d a r d  sugar  solu- 
t ions  were appl ied  on the  same disc. The disc was twice 
i r r igated wi th  bu tano l :  ace tone :  w a t e r =  20:70:10 and  
glucose which  had  d i s t inc t ly  s epa ra t ed  f rom mal tose  was  
e s t ima ted  b y  the  m e t h o d  descr ibed  by  GIRl and  NIGAM 3 
using t r i p h e n y l  t e t r azo l ium chlor ide as ch lomogen ic  re- 
agent .  The Figure  gives the  c h r o m a t o g r a m  ob ta ined  by  
following th is  procedure .  

The ace tone  in t he  i r r igat ing so lven t  s tops  the  react ion.  
If  the  reac t ion  is rapid ,  i t  m a y  be s t o p p e d  by  add i t ion  of 
an equal  vo lume  of w a r m  e thano l  and  b y  e x a m i n i n g  the  
s u p e r n a t a n t s  by  the  p rocedure  descr ibed  above.  Sui table  
controls  m u s t  be inc luded for correc t  i n t e rp r e t a t i on  of 
results.  

The m e t h o d  is mos t  conven i en t  when  the  p roduc t s  of 
the  reac t ion  have  very  d i f fe ren t  R s values  to  the  subs t ra tes .  
Thus  w h e n  mal tose ,  ma l tose  triose, dex t r in ,  s ta rch ,  gly- 
cogen etc. are used as subs t ra tes ,  the  m e t h o d  can be ap-  

1 M. SOMOGYI, J. biol. Chem. 195, 19 (1952). 
2 M. SOMOGYI, J. biol. Chem. 160, 69 (1945). 

K. V. GIRI and V. N. NIGAM, J. Ind. Inst. Sci. 36, 49 (1954). 

The circular paper chromatogram obtained after the separation of 
glucose from maltose in the reaction mixtures. 

Developing solvent : Butanol : acetone : water = 20 : 70 : 10. 
Spray reagent: triphenyl tetrazolium chloride. 

where  t he  p roduc t s  of reac t ion  have  R I va lues  ve ry  simi- 
lar to  those  of the  so lven t  descr ibed  in the  p re sen t  com-  
munica t ion ,  some o the r  sui table  so lvent  wi th  a h igher  re- 
solving power  for f ructose  and  glucose and  galactose  m a y  
be employed .  The m e t h o d  gives r easonab ly  accura te  re- 
sul ts  when  quick  d e t e r m i n a t i o n s  are  necessary .  

The work was carried out at Wilson College, Bombay, under the 
guidance of Dr. J. ~V. AIRAN, to whom the author is grateful. 

R. W.  P. MASTER* 

* P r e s e n t  a d d r e s s :  Haffkine Institute, Pard, Bombay 
(India), November 18, 7958. 

Rdsumd 
Descr ip t ion  d ' u n e  m6thode  c h r o m a t o g r a p h i q u e  s imple 

pour  d6 te rmine r  les c a rbohydra se s  en u t i l i san t  un  mor-  
ceau de pap ie r  circulaire.  


