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to be very weak in the liver, seems to arise from mesen- 
chymal granulocytes 1, I t  was reported tha t  corticosteroid 
was able to induce extraceIlular collagenolytic act ivi ty  in 
skin or fibroblasts ~4, xg. Present results indicate also that  
cortisone administration caused an increase of the lyso- 
somal collagenolytic act ivi ty  in the liver, yet  it remains 
obscure whether the act ivi ty  originates from hepatocytes 
or mesenchymal ceils. The induced coltagenolytic act ivi ty  
in nuclear fraction is also interpreted as being due to the 
activity ill mesenchymal cells, contaminated in this frac- 
tion. At present the collagenolytic act ivi ty  and presum- 

~r Cortisone acolalo 

% 

.~ Control 

..: ~c.::.?~.:< 
NUC Mil Lys Mic ~up 

Intraeellular distribution of collagenolytic activity towards acid so- 
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ably the collagenase act ivi ty imtuced by cortisone admi- 
nistration seems to be part ly responsible for the reduction 
of hepatic collagens. 

As indicated by the present investigation, insoluble col- 
lagen does not seem to be sensitive to cortisone, so that  the 
cortisone effect may be mainly l imited to the metabolism 
of soluble collagen, similar to the conditions of carbon 
tetrachloride poisoningS, xl. In fact, corticosteroid in the 
quant i ty  administered in the present study did not  in- 
crease in vivo urinary hydroxyproline excretion in rats 1~, 
suggesting tha t  the insoluble collagen, which occupies 
90 % of body collagen, is really metabolically inert. Finally 
the mode of action of cortisone on hepatic collagens could 
be explained on the basis of: 1. an inhibition of the ana- 
bolism in fibroblasts ; 2. an induction of the catabolism by 
lysosomal collagenolytic activity, resulting in a reduced 
hepatic content of collagen. 

Zusammen/assung. Nach Cortison-Behandlung wird so- 
wohl der Gehalt als auch die spezifische AktivittLt des 
neutralen Ibslichen Kollagens in der Rattenleber vermin- 
dert, Die kollagenolytische Aktivit/~t fiir das lbsliche Kol- 
lagen vermehrt  sick hingegen und zwar trotzdem die Akti- 
vit/it Iiir unlbsliches Kollagen ver/indert blieb. 
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P r o t e o l y t i s c h e  E n z y m e  a u s  d e m  D a r m t r a k t  d e r  H o r n i s s e  ( V e s p a  orientalis F . )  

Die Evolut ion der Organismen, die bisher weitgehend 
aus anatomisch-morphologischer Sicht erkl~rt worden 
ist, beruht letztlich auf Mutationen, wobei morphologische 
Erscheinnngsformen nut  der sichtbare Ausdruck einer 
Evolut ion im molekularen ]3ereich sind. Ffir vergleichende 
Untersuchungen dieser Art  sind Proteine sehr giinstig, 
wie die Untersuchungen fiber das I-I~.moglobin und das 
Cytochrom C zeigen x,2. In Ietzter Zeit wurden ebenfalls 
Proteasen in diese Fragestellung einbezogen, weil sie we- 
gen ihrer notwendigen Einstellung auf verschiedene phy- 
siologische Situationen ftir den evoIution~ren Gedanken 
geeignet erscheinen a,*. 

Lyophitisierte Mitteld~rme von orientalischen Homis-  
sen-Larven wurden in 0,01M Tris/HCI-Puffer, pH 8,0 
aufgenommen und durch Zentrifugation von gr6beren Par- 
tikeln befreit. Im so erhaltenen Rohextrakt  liess sich mit  
Casein ats Substrat eine proteolytische Aktivi t~t  nach- 
weisen, die durch die Hydrolyse yon spezifischen Estern 
bereits auf zwei Endopeptidasen hindeutete. Im weiteren 
Verlauf der Reinigung fiber einen Anionenaustauscher 
(DEAE Sephadex A-50) mit  0,01M Tris/HC1-Puffer, 
pH 8,0) und anschliessender Gelfiltration (Sephadex G 75 
mit  NH4HCOs-Puffer, 0,1M, pH 8,0) konnten dann zwei 
Fraktionen isoliert werden, wovon eine das chymotrypsin- 
spezifische Substrat N-Acetyltyrosingthylester (ATEE) 
und die andere das trypsin-spezifische Substrat  N~- 
Benzoylarginin-Athylester (BAEE) spaltete, Die Anrei- 
cherung in bezug auf die spezifische Aktivi tgt  betrug ffir 

die BAEE-Frak t ion  9fach, Iiir die ATEE-Frakt ion  14 
fach. Bei der anschliessenden elektrophoretischen Prfi- 
lung auf CA-Membranfolien (VeronaI-Acetat-Puffer- 
0,036~I, pH  8,6) zeigte sick ein unterschiedliches Verbal- 
ten dieser Fraktionen untereinander als auch im Vergleich 
nfit Trypsin und Chymotr-ypsin. Die ATEE-spal tende 
Frakt ion wandert  wie alas Chymotrypsin in kathodischer 
Richtung, nur IXuft sic nicht so weit, w~hrend die BAEE-  
spaltende FralCion in umgekehrte, anodische Richtung 
wandert.  Diese \Vanderungsunterschiede st immen auch 
init dem I3efund fiberein, dass sick das ATEE-spal tende 
Enzym nach Auffragen auf die Anionen-Austauscher- 
S~ule im Durchlauf befindet, w~hrend das BAEE-spal ten-  
de Enzym daran Iestgebunden wird und sick erst mit  Hil-  
Ie eines NaC1-Gradienten abtrennen l~sst. Diese teihveise 
deutlichen Ladungsuntersckiede tassen auf eine Diffe- 
renz in der Aminosgurenzusammensetzung schliessen, die 
zwischen der ATEE-spaltenden Protease find dem Chymo- 
trypsin weniger deutlich ist als zwischen der BAEE-spal-  
tenden Protease und dem Trypsin. Dass die einzelnen 
Banden, die mit  Coomassie- Blau als Proteine identifiziert 
werden konnten, wirklich die aktiven Enzyme waren, 
wurde in einem Agarose- Sandwichverfahren mit  Acetyl- 
phenylalanin-naphthylester (APNE) und Benzoylarginin- 
naphthylamid (BANA) in Verbindung mit  Diazoblau 
naehgewiesen ~. 

Interessanterweise 1Xsst sich in einem weiteren Versuch 
mit  K6niginnen-Larven keine BAEE-hydrolysierende 
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l[/ Reinigung lyophilisierter Mitteld/irme yon 
Vespa orientalis dutch Anionen-Austauscher- 

1.5 Chromatographic tiber DEAE-Sephadex A-50. 
S/iule: 3 x 53 cm, Puffcr: Tris]HC1 0,01, pH 
8,0, Gradicnt: 2M NaC1 kontinuierlieh an- 
steigend, Mischgef~iss: 500 ml. Die proteoly- 

• tische AktivitAt wurde in optischer Dichte 
Init Casein als Substrat ermittelt. I, ATEE- 
spaltende Fraktion; II, BAEE-spaltende 

~:: Fraktion. 

O.5 ~ 

P ro t ea se  nachweisen .  Ob ih r  N i c h t v o r h a n d e n s e i n  im Zu-  
s a m m e n h a n g  m i t  dc r  b e s o n d e r e n  E rn i th rungswe i se  s t e h t  
- F u t t e r s a f t  ( ,gel~e royab>) im Gegensa t z  zu r  Pol lener -  
n i i h rung  de r  A r b e i t e r i n n e n  u n d  D r o h n e n  - ,  k a n n  n u r  ver-  
m u t e t  werden .  M6gl icherweise  i s t  das  N i c h t v o r h a n d e n -  
sein e iner  B A E E - s p a l t e n d e n  P r o t e a s e  bei  de r  K 6n i g i n  auf  
das  V o r k o m m e n  yon  f re iem A r g i n i n  u n d  Lys in  im F u t t e r -  
s a l t  zur i ickzuf i ihren ,  wi ih rend  das  Pol leneiweiss  diese 
A m i n o s ~ u r e n  g e b u n d e n  en th / i l t  6. Ve rg l e i chba re  E r g e b -  
nisse s ind j e t z t  a u c h  y o n  d e n  B i e n e n  b e k a n n t g e w o r d e n L  
A u c h  h ie r  k a n n  fiir die K 6n i g i n  ke ine  B A E E -  u n d  B A N A  
s p a l t e n d e  P ro t ea se  nachgew i e s en  werden ,  w / ih rend  die 
A r b e i t e r i n n e n  u n d  D r o h n e n  e in  solches E n z y m  bes i tzen .  

B e t r a c h t e t  m a n  die H o r n i s s e n - P r o t e a s e n  in  Abh/ ingig-  
ke i t  v o m  p H - W e r t ,  so e rg ib t  s ich  fiir be ide  ein O p t i m u m  
im a lka l i s chen  Bereich,  doch  sol l te  m a n  aus  d iesem Urn-  
s t a n d  ke inen  A n s p r u c h  auf  Homolog i e  m i t  den  en t sp re -  
c h e n d e n  S~iugerproteasen able i ten ,  wie es f rf iher  oft  ge- 
s chehen  ist. ~Vahrscb.einlich h a n d e l t  es s ich h ie r  ledigl ich  
u m  e inen  n o t w e n d i g e n  Mi l ieufak tor ,  de r  abe r  ffir eine 
scharfe  K e n n z e i c h n u n g  zu w e n i g . a u s s a g e s t a r k  ist. Die 
Moleku la rgewich te  we ichen  m i t  12500 ftir die A T E E -  
s p a l t e n d e  P ro t ease  u n d  m i t  26 000 fiir die B A E E - s p a l t e n -  
de P ro t ea se  m e h r  ode r  weniger  e rheb l i ch  yon  den  en t sp re -  
c h e n d e n  SAuger -Pro teasen  ab.  I t e m m v e r s u c h e  m i t  Phe -  
ny l~me thy l - su lphony l - f luo r id  (PMSF)  u n d  Aminos / iure-  
C h l o r m e t h a n - V e r b i n d u n g e n  ( T L C K  u n d  T P C K )  zeigen 
eine A h n l i c h k e i t  der  H o r n i s s e n - P r o t e a s e n  im H e m m v e r -  
h a l t e n  m i t  a n d e r e n  E n d o p e p t i d a s e n ,  d ie  zu ih re r  k a t a l y -  
t i s chen  "Wirkung ebenfa l l s  e inen  Serin-  u n d  H i s t i d i n r e s t  
im  a k t i v e n  Z e n t r u m  ben6 t igen .  

I m  H i n b l i c k  auf  eine m6gl iche  V e r w a n d t s c h a f t  zwi- 
sehen  den  P r o t e a s e n  e r sehe in t  die Spa l tungsspez i f i t / i t  a n  
de r  B - K e t t e  des o x y d i e r t e n  In su l in s  a m  aussages t i t rks ten .  
Die n o c h  n i c h t  endgi i l t ig  abgesch lossenen  Ver suche  zei- 
gen d u r c h  die Zah l  der  g e w o n n e n e n  E i n z e l p e p t i d e  u n d  
de ren  e l ek t ropho re t i s che r  Bewegl ichke i t ,  dass  n e b e n  iden-  
t i s chen  Spa l t s t e l l en  zwischen  den  I - Iorn issen-Pro teasen  
u n d  d e m  C h y m o t r y p s i n ,  n i c h t  d e m  T r y p s i n  de r  S~iuger, 

auch  neue  Spa l t s t e l l en  au f t r e t en ,  d ie  fi ir  e ine e twas  er- 
we i t e r t e  Spa l tungsspez i f i t / i t  gegen t ibe r  den  S~ugerp ro te -  
asen  sprechen.  Die  genaue  Spezi f i t i i t  sowie die B e s t i m -  
m u n g  de r  Mol . -Gewich te  m i t t e l s  U l t r a z e n t r i f u g e  bed t i r f en  
noch  der  Auswer tung .  

Bei  den  H o r n i s s e n - P r o t e a s e n  lassen  s ich n e b e n  de r  
H e m m b a r k e i t  a u c h  in den  k a t a l y t i s c h e n  E i g e n s c h a f t e n  
A h n l i c h k e i t e n  fes ts te l len ,  die Ri ickschl i isse  au f  den  B a u  
des a k t i v e n  Z e n t r u m s  zulassen.  D e n n o c h  k a n n  die Frage ,  
ob  diese ~ .hn l i chke i t en  au f  e iner  h o m o l o g e n  oder  e iner  
k o n v e r g e n t e n  E n t w i c k l u n g  b e r u h e n ,  h e u t e  noch  n i c h t  en t -  
sch ieden  werden.  

Summary. Two p ro t e ina se s  f rom t h e  d iges t ive  t r a c t  of 
t he  o r ien ta l  h o r n e t  l a r v a  Vespa orientalis were inves t iga t ed .  
One hydro lyzes  t he  c h y m o t r y p s i n  s u b s t r a t e s  A T E E  a n d  
A P N E ,  the  o t h e r  one t h e  t r y p s i n  s u b s t r a t e s  B A E E  a n d  
BANA.  T h e y  be long  to  t h e  ' ser ine  pro teases ' ,  a n d  sp l i t  
B -cha in  of oxidized insu l in  in  a way  s imi la r  to  t h a t  of 
ve r t eb ra t e s .  
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G l y c o p e p t i d e s  f r o m  N o r m a l  a n d  U l c e r e d  G a s t r i c  M u c o s a e  o f  P i g  

Some a n t i - i n f l a m m a t o r y  drugs,  such  as p h e n y l b u t a -  
zone, sa lyci la te ,  co r t i sone  a n d  hydrocor t i sone ,  are k n o w n  
to induce  gas t r ic  ulcers. F o r  such  drugs,  bes ides  such  ac- 
t ion,  a n  i n h i b i t i o n  of asSO]-  i n c o r p o r a t i o n  ha s  been  obser-  
v e d  for t h e  t i ssues  of t he  s t o m a c h  of h y p o p h y s e c t o m i z e d  
r a t s  1, for  t h e  gas t r ic  m u c o u s  of rats2,  for t h e  mucopo ly -  

sacchar ides  of ca r t i l age  a n d  co rnea  a a n d  for a m u c o p r o t e i n  
f r ac t ion  of sheep colonic  m u c o s a  4. Such  i n h i b i t o n  ha s  also 
been  r epo r t ed  for  r a t  s t o m a c h  a f t e r  f a s t i ng  ~. I n  t h e  pre-  
sen t  p a p e r  t he  i so la t ion  a n d  t h e  chemica l  c h a r a c t e r i z a t i o n  
of g lycopep t ides  h a v e  b e e n  ca r r ied  out ,  a f t e r  p a p a i n  di- 
ges t ion  of gas t r ic  mucosae  of pigs ' G 6 t t i n g e r  Zwerg-  


