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Aus dem Physiologisch-Chemischen und Analytischen Labor (Leiter: Dr. W. Pilg) der Argtlichen Abteilung
(Leiter: Dr. H. Harleint) der Farbenfabriken Bayer AG, Werk Leverkusen

(Eingegangen am 14. August 1969)

Als erste Mitteilung unserer Untersuchungsergebnisse iiber Pankreasenzyme werden dic Hydrolasen eines menschlichen Pankreasvoll-
homogenates beschrieben. Es wurden im einzelnen die hydrolytischen Aktivititen fiir die Tween-Sorten 20, 40, 60 und 80, fiir Maisél
(,sMazola“), Lipoproteide, Triglyceride, a-Naphthylester, f-Naphthylester, Phenylester und das Alkylphosphat E 600 untersucht. Nach
Feststellung des Optimums der Kettenlinge der Fettsdure wurde jeweils mit dem am stiirksten hydrolysierten Ester das pH-Optimum der
Hydrolyse ermittelt. AuBerdem wurde fiir alle Substrate im Optimum der Kettenlinge und im pH-Optimum die Witkung des Phosphot-
sdureesters E 600 auf die Reaktion untersucht.

Von den Tween-Sorten wird Tween 20 am stirksten hydrolysiert, das pH-Optimum (auch fiir die anderen untersuchten Tween-Sorten)
liegt zwischen pH 6,5 und pH 7. Die Hydrolyse wird durch E 600 miBig gehemmt. Die Hydrolyse von Maisé! durch Pankreasvollhomo-
genat erfolgte durch Messung der Triibungsabnahme. Die Reaktion verliuft nicht lincar, ihr pH-Optimum liegt bei pH 8,2. Die Hydro-

: lyse von reinen Triglyceriden zeigt ein deutliches Optimum beim Tricaprylsiureester, das pH-Optimum liegt bei pH 8,6, die Reaktion

wird durch E 600 (im Vergleich zu den anderen untersuchten Estern) nur schwach gehemmt, Von den a-Naphthylestern wird das Pro-
pionat am stirksten gespalten, das pH-Optimum liegt bei pH 7,7, die Reaktion ist sehr empfindlich gegen E 600. Die Variation der Ketten-
linge fiir B-Naphthylester ergab 2 Kettenlingenoptima (Buttersidure und Capronsiure), beide haben dasselbe pH-Optimum von pH 7,5,
die Reaktion wird dutch E 600 statk gehemmt. Das Optimum bei den Phenylestern liegt beim Valeriansiurephenylester das pH-Opti-
mum bei pH 8,0, die Reaktion wird ebenfalls durch E 600 sehr stark gehemmt.

Bei der Aktivitit fiir f-Naphthylester und Phenylester (beides sind sehr gute synthetische Substrate fiir die Serumarylesterasen) handelt
es sich nicht um Arylesterasen, da ein Pankreasvollhomogenat nicht in der Lage ist, die fiir Arylesterasen typische Umesterungsreaktion
zu katalysieren; auch die hohe Empfindlichkeit gegeniiber E 600 widerspricht einer Definition dieser Aktivititen als Arylesterasen.
Menschliches Pankreasvollhomogenat enthilt keine Lipoproteidlipase. Die durch die vorgelegten Befunde etklirbar gewordenen duBerst
komplizierten Reaktionsfolgen, die bei den bisher iiblichen Methoden zur Bestimmung der Pankreaslipase im Serum ablaufen, werden
ausfiihrlich diskutiert.

Hpydrolases in whole homogenate of human pancreas
Pancreatic engymes, I

The first communication in this study of pancreatic enzymes describes the hydrolases in whole homogenates of human pancreas. The
hydrolase activities for Tween-types 20, 40, 60 and 80, for maize oil (,,Mazola®), lipoproteins, triglycerides, a-naphthyl estets, f-naphthyl
esters, phenyl esters and the alkyl phosphate E 600 were studied. After determining the optimum chain length of the fatty acid, the opti-
mum pH was determined using the most actively hydrolysed ester. In addition for all substrates in the determination of optimum chain
length, and in the determination of the optimum pH, the action of the phosphate ester E 600 on each reaction was investigated.

Of the Tweens, type 20 was hydrolysed most strongly, while the optimum pH (also for the other Tweens studied) lay between 6.5 and 7.
The hydrolysis was moderately inhibited by E 600. The hydrolysis of maize oil by whole pancreas homogenate was followed by mea-

" surement of the decrease in turbidity. The reaction was not linear and the optimum pH was 8.2. The hydrolysis of pure triglycerides

showed a marked optimum at tricaprylic acid esters, with an optimum pH at 8.6; in comparison with the other ester studied, the re-
action was only weakly inhibited by E 600. Of the a-naphthyl esters. the propionate was attacked most actively; the optimum pH was
7.7 and the reaction was very sensitive to E 600. Variation of the chain length of the f-naphthyl ester substrates showed two optimum
chain lengths (butyric and caproic), both with the same optimum pH of 7.5; the reaction was strongly inhibited by E 600. For the phenyl
esters the optimum chain length lay at valeric acid, the pH optimum was 8.0 and this reaction was also strongly inhibited by E 600.

The activities for f-naphthyl esters and phenyl esters (both are very good synthetic substrates for serum aryl esterase) are not due to aryl
esterases, because pancreas whole homogenate is not able to catalyse the transesterification reactions that are typical of aryl esterases. Also

the high sensitivity towards E 600 confirms that these activities are not due to aryl esterases. . )
Human pancreas whole homogenate contains no lipoprotein lipase. The very complicated reaction sequences, that occur in the hlther{:o
usual methods for the measurement of pancreatic lipase in serum, can be explained by the present findings and they are discussed in detail.

H. WeBER (1) hat vor kurzem festgestellt, wie schwieriges  Nach unserer Kenntnis ist jedoch die Spalturfg von
ist, eine chronische Pankreatitis klinisch zu diagnosti- Olivensl durch Serum ein wesentlich komplizierterer
zieren. So wurden in der Medizinischen Klinik des Kan- Vorgang: Zunichst wird ein Teil des Olivendls durch
tonsspitals St. Gallen zwischen 1957 und 1962 20 621  das Serum in Lipoproteide verwandel't (2—4).; fliese
Patienten behandelt. Nur in 5 Fillen war es moglich, kli-  Lipoproteide werden dann von der L1poprote1dhpgse
nisch eine chronische Pankreatitis zu diagnostizieren. (clearing enzyme (2)) hydrolysiert, wodurch langkettige
Von H. WEeBER (1) stammt auch eine Methode zur Be- Fettsﬁurefl entstehen, die s?fort durch das j}rylester'ase-
stimmung der Pankreaslipase im Serum. Als Substrat system mit O-Acetyl-Tyrosin, das Bestandteil von Lipo-
witd eine Olivenslemulsion verwendet. Die nach einer 1) Die wihrend der redaktionellen Bearbeitung dieser Arbeit er-
definierten Zeit in Freiheit gesetzte Menge freier Fett-  gchienene Publikation von W. Rick (36) wird in der nichsten
siuren wird dann mit 0,055 NaOH titriert?). - Mitteilung dieser Reihe besprochen.
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proteiden ist, umgeestert werden, wobei Lipoproteide,
die langkettige Fettsiureester des Tyrosins enthalten, und
Essigsiure entstehen (5—10). Die oben beschriebene Re-
aktionsfolge kommt zum Stillstand, sobald das Aryleste-
rasesystem erschopft ist. Deshalb ist es auch verstindlich,
daB die Beziehung zwischen Lipaseaktivitit und der In-
kubationszeit (nach der Arbeitsvorschrift von H. WEBER
(1)) nicht linear ist, da zunichst die Essigsdure und an-
schlieBend die freien langkettigen Fettsduren titriert
werden; Essigsiure und langkettige Fettsiuren haben
jedoch verschiedene pK-Werte. Es ist mit der Methode
von H. WeBER daher nicht klar zu unterscheiden, wel-
cher Teil der verbrauchten NaOH der Pankreaslipase
und welcher der endogenen Lipoproteidlipase (clearing
enzyme) zuzuschreiben ist.

Dadurch werden die Resultate auch einer klinischen
Untersuchung von WEBER und STEGEMANN (11) erklir-
bar. Demnach ist eine Erhdhung der ,,Pankreaslipase‘
nicht nur bei Pankreatitis, sondern auch bei Alkoholis-
mus, benignen Gallenwegserkrankungen, Neoplasmen,
Hepatitis, Niereninsuffizienz, Vergiftungen, Infektions-
krankheiten, Myokardinfarkt und einigen anderen Er-
krankungen \gefunden worden. Es ist jedoch bekannt,
daB bei einem Teil der hier angefiihrten Erkrankungen
die Lipoproteidlipase erhoht ist.

Gegen die Verwendung von Olivendl als Substrat ist
weiterhin einzuwenden, daf3 offensichtlich keine syste-
matische Untersuchung eines menschlichen Pankreas-
homogenates durchgefiihrt wurde. Die richtige Auswahl
eines Substrates bedingt eine vorherige intensive bio-
chemische Untersuchung — im vorliegenden Fall die
des menschlichen Pankreashomogenates und mensch-
lichen Serums —, da sonst bei der praktischen Durch-
fihrung der Bestimmungsmethode unweigerlich Fehler
und MiBdeutungen auftreten kdnnen.

Eine andere Moglichkeit der Pankreasdiagnostik besteht
in der Uberwachung der exokrinen Funktion, wie sie
vor kurzem von MEYER-BERTENRATH und KAFFARNIK
(12, 13) angegeben wurde. Dabei kénnen nach Angaben
der Autoren Insuffizienzen und Uberfunktionen erkannt
werden. Es ist moglich, daB dieser Weg zu einer allge-
mein anwendbaren Methode der Messung der exokrinen
Pankreasfunktion fithrt. Allerdings wird man vorher
nach exakten und ausfiihrlichen toxikologischen Unter-
suchungen der Fluoresceindiester, Fluoresceinmonoester
und des unverinderten Fluoresceins fragen miissen.
Auflerdem wurden die entscheidenden biochemischen
Untersuchungen auBler an Pankreatin in der Hauptsache
an Lipasen aus Rhigopus arrhizus sowie Aspergillus oryzae
durchgefiihrt, deren Verhalten mit menschlichen Pankre-
asenzymen nicht unbedingt vergleichbar ist, zumindest
ist der Beweis dafiir nicht erbracht worden. Wir sind
aufgrund unserer Erfahrungen sehr skeptisch, da sich
z. B. Pankreatin (ein Priparat aus Schweinepankreas)
gegeniiber verschiedenen Substraten grundsitzlich an-
ders verhilt als ein Homogenat aus menschlichem
Pankreas (14).

Wir selbst haben Homogenate aus menschlichem
Pankreas auf ihre Fihigkeit untersucht, Ester verschie-

dener Typen zu hydrolysieren (1. Mitteilung). Spiter
wird iiber eine Auftrennung der verschiedenen Enzyme
aus menschlichem Pankreas mittels priparativer Stirke-
breielektrophorese (15) und tiber die so isolierten En-
zyme berichtet werden. Untersuchungen dieser Art wur-
den selten durchgefiihrt. Meist begniigt man sich mit
Tierorganen (z. B. L c. (16)). Ezst nach Durchfithrung
aller Vorarbeiten mit menschlichem Pankreas, iiber die
wir laufend berichten werden, besteht die Aussicht, eine
exakte und spezifische Methode (Reaktionsbedingun-
gen, Wahl des Substrates usw.) zur Bestimmung der
Pankreaslipase im menschlichen Serum angeben zu
konnen.

Material und Methoden

Menschlicher Pankreas wurde von Verkehrstoten (Hochstalter
25 Jahte), die keine organischen Schiden aufwiesen, méglichst
schnell nach dem klinischen Tod gewonnen. Der Pankreas wurde
sofort auf Temperaturen von —40° gebracht und in diesem Zu-
stand im Mixer zerkleinert. AnschlieBend wurde mit Wasser, das
Thioharnstoff im Verhiltnis 1:10000 enthielt (vgl. 15)), versetzt,
erneut homogenisiert und das so gewonnene Homogenat sofort
wieder eingefroren. Dabei stellte sich heraus, daB die in Wasser
l8slichen Pankreasproteine ein sehr hohes Emulsionsvermdégen
haben. Der frither beschriebene Wechsel in der Reaktionsge-
schwindigkeit zwischen emulgiertem Substrat und nicht emul-
giertem Substrat trat bei uns nie auf (17). Fiir manche Unter-
suchungen wurde das Homogenat durch ein hartes Faltenfilter
(Schleicher & Schiill Nr. 602h) filtriert. Es resultierte eine leicht
grau bis briunliche Flissigkeit, die nur noch etwa 1/;y der Ak-
tivitit des Ausgangshomogenates hatte; es traten jedoch keine
Unterschiede in der Spezifitit ein. Nicht filtriertes Homogenat ent-
hielt z. B. 2,45 mg Protein-N/m/, das daraus filtrierte Homogenat
nur noch 49,0 ug Protein-N/m/. Es besteht kein Zweifel, daf3 in
den abgeschiedenen Stromata sehr viel Aktivitit liegt. Diese
Aktivitit unterscheidet sich jedoch in ihrer Spezifitit in keiner
Weise von den léslichen Pankreasenzymen, wovon wir uns in
ausfiihrlichen Voruntersuchungen iiberzeugt haben: wir konnten
bei der Herstellung von etwa 40—50 verschiedenen Homogenaten
diese Tatsache immer wieder feststellen.

Allen enzymatischen Methoden gemeinsam ist die generelle
Anordnung: Die vorzulegenden Substrate unterliegen einer
starken Zeit-, Temperatur- und Volumen- abhingigen Eigenver-
seifung (18). Diese nicht enzymatische Hydrolyse 148t sich voll-
kommen ausschalten, wenn zu jedem einzelnen Bestimmungs-
ansatz und fiir jedes Substrat ein Vergleichswert mit angesetzt
und in die Berechnung einbezogen wird. Der Vergleichswert
enthilt alle Reagenzien mit Ausnahme des biologischen Materials
und hat dasselbe Ansatzvolumen wie die MeBwerte (18).

Die Aktivitit fir Triglyceride wurde durch Uberfithrung des
nicht umgesetzten Substrates mittels alkalischem Hydroxylamin
in die entsprechenden Acethydroxamsiuren und deren Reaktion
mit Eisen-(III)-Ionen in saurer Losung zu innerkomplexen Eisen-
(III)-hydroxamaten, die violett-gefirbte Losungen liefern, photo-
metrisch bestimmt. .

Dabei wurden niederkettige Triglyceride (19, 20) in wiBr. Losung *
mit Eisen-(III)-ammoniumsulfat, lingerkettige Triglyceride (21,
22) in alkoholisch-itherischer Losung mit Eisen-(III)-chlorid
umgesetzt.

Die Bestimmung der Aktivitit fiir x-Naphthylester wurde durch
Kupplung des in Freiheit gesetzten «-Naphthols mit diazotiertem
4-Amino-4’-methoxydiphenylamin (23), die fiir f-Naphthylester
durch Kupplung des in Freiheit gesetzten §-Naphthols mit dia-
zotiertem 4-Aminophenetol (24), die fiir Phenylester durch
Kondensation des in Freiheit gesetzten Phenols mit 4-Amino-
antipyrin (25) durchgeéfiihrt.

Simtliche entstandenen Farbstoffe wurden mit n-Pentanol ex-
trahiert und photometrisch gemessen.

.
»
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Wenn nicht anders angegeben, wurde stets Tris-Essigdsurepuffer
(26) der lonenstirke 0,1 verwendet.

Der Umsatz von Maisél wurde durch die Abnahme der Triibung
einer Emulsion von Mazola gemessen. Sofern die Substrate
wasserunlslich waren, wurden sie unter Zusatz von 1 m/ einer
1proz. Lésung von Gummiarabicum emulgiert (Endvolumen
150 m/). In allen Fillen war nach Beendigung der Bebriitung die
Emulsion, soweit sichtbar, unverindert.

Das als Hemmstoff verwendete E 600 wurde in jedem einzelnen
Ansatz nach der in 1. c. (27) angefithrten Methode, mit der
man sowohl E 605 als auch E 600 in gleicher Weise analysicren
kann, bestimmt. Das Prinzip der Methode ist die Hydrolyse des
Phosphorsiureesters zu p-Nitrophenol und dessen Reduktion mit
TiCl, zu p-Aminophenol in Gegenwart von Phenol; dabei ent-
steht ein Indophenol-Farbstoff, der in wiBf. Lésung photo-
metrisch gemessen werden kann (27). (Ein Vollhomogenat aus
menschlichem Pankreas hydrolysiert im Gegensatz zu mensch-
lichem Serum (35) E 600 nicht.)

QH50>"<O/- C2Hso>"'<s)/—\
7 NNo, H,0 7 N\No,
cro” ol o c, L Oomo:

Paraoxon ,,E 600 Parathion ,,E 605*¢

Von allen als Substrat verwendeten Estern wurde zunichst eine
konzentrierte Stammldsung in Alkohol hergestellt (alle anderen
Losungsmittel haben wir aufgrund fritherer Erfahrungen (24)

- nicht in Betracht gezogen). Zur Bereitung der Substrate wurde der

zu verwendende Puffer im Mixer bei hichster Drehzahl bewegt
und die gemessene Menge der SubstratstammlSsung langsam
cintropfen gelassen; die Substrate waren alle 1,33 mm. Da nach der
in 1. c. (18) angegebenen Methode zu jedem einzelnen MeBwert
ein ohne biologisches Material bebriiteter Vergleichswert mit-
analysiert wurde, ergab sich in den meisten Fillen eine Kontrolle
der Substratkonzentration. Die Eigenhydrolyse der einzelnen
Estertypen (z. B. (28)) ist uns seit kurzer Zeit fiir alle eingesetzten
Ester und alle verwendeten pH-Werte bekannt (29).

Resultate

Abbildung 1 gibt die Aktivitit eines Pankreasvollhomo-
genates fiir die Tween-Sorten 20, 40, 60 und 80 wieder.
Die Aktivitit ist fiir Tween 20 am hochsten, sinkt fiir
Tween 40 tief ab und steigt iiber Tween 60 bis zu Tween
80 wiederum an. Alle Typen haben ein pH-Optimum
von pH 7,0, mit Ausnahme von Tween 60, dessen pH-
Optitmum bei pH 6,3 liegt.

Die Aktivitit fiir Tweens war besonders interessant, da
Tweens als synthetische Substrate fiir die endogene
Lipoproteidlipase dienen kénnen (2—4).
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Abb. 2

Spaltung und pH-Optimum von Maisél (Mazola). Bestimmung als
Ferrihydroxamat (links) bzw. Triibungsmessung (rechts); eingesetzte
Homogenatmenge 1,225 mg Protein-N entsprechend

Ansatz: 10 ml Substrat (Substratkonzentration 2,66 mm, Emulgator
Gumimiarabicum) 4 5 ml biologisches Material = Ansatzvolumen
15 m!; Tris-Essigsaure-Puffer

Abbildung 2 gibt die Spaltung eines kiuflichen lang-
kettigen Triglycerides, nidmlich Mais6l (,,Mazola®)
wieder. Hier wurde die Abnahme der Triibung bei
700 nm gemessen. Aus dem Verlauf der Kurve liBt sich
vermuten, daBl es sich hierbei nicht um eine einfache
Reaktion, sondern wahrscheinlich um eine komplexe
Reaktionsfolge handelt. Das pH-Optimum liegt bei pH
8,2. In diesem Fall kann es sich nicht um eine Hydrolyse
handeln, die durch die Lipoproteidlipase bewirkt wird,
da sich aus Mazola nur in Gegenwart von Serum oder
von Leberhomogenat Lipoproteide bilden kénnen. Wir
sind nicht im Besitz von Hinweisen, daB auch Pankreas-
homogenat in der Lage wire, aus Triglyceriden Lipo-
proteide zu formieren.

Zur weiteren Klirung dieser Tatsache wurde lipimisches
Serum, das iiber 12 Stdn. bei 60°im Brutschrank vorinku-
biert wurde (zur Inaktivierung der Lipoproteidlipase),
als Substrat verwendet. Zweifellos bestand der groBte
Teil des Substrates aus Lipoproteiden (gesamte veresterte
Fettsiuren = 1263 mg/100 m/). Bei einer Inkubation
dieses Substrates mit Pankreashomogenat konnten wir
keine Spaltung feststellen; weder nahm die Triibung
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Variation der Kettenlinge und pH-Optima von § - *:,; 50 g
4 Tween-Sorten. Tween-Sorten (Monoester des 3 S >
Sorbitan-Polyithylenglykoldthers: Tween 20 =  — . e
Laurinsdureester, Tween 40 = Palmitinsaure- <% 70~ 3 £
ester, Tween 60 = Stearinsdureester, Tween 80 = § - R x
Olsdureester); Homogenatmenge 612,5 pg (links) = < —
bzw. 1,225 mg Protein-N (Mitte und rechts) ent- & I b 2
sprechend. Ansatz: 10 ml Substrat (Substratkon- > L g S
zentration 5,32 mm) + 5 ml biologisches Material S0 )
entsprechend oben angegebener Protein-N-Kon- - ~§ E
zentration = Ansatzvolumen 15 ml. Verwendete 5 = =
Puffer: Phosphat, Veronal, Glykokoll L1 L1 'l\
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ab, noch war eine Abnahme der gesamten veresterten
Fettsiuren meBbar. Damit ist eindeutig bewiesen, dal3
Pankreashomogenat nicht in der Lage ist, 'Lipoproteide
zu hydrolysieren, eine Tatsache, die fiir die weitere Be-
arbeitung der Probleme von groBler Bedeutung ist.

Abbildung 3 zeigt die Hydrolyse von reinen Triglyceri-
den. Bei einer Variation der Kettenlige ist deutlich
sichtbar, dal der Glycerintricaprylsiureester bei weitem
am stirksten gespalten wird, wihrend die langkettigen
Triglyceride (C-Zahl der Fettsduren Cy4 bis C,4) wesent-
lich schwicher hydrolysiert werden. Als Test wurde zu-
sitzlich Triolein eingesetzt (ein kommerzielles Produkt),
das von allen untersuchten Estern am schwichsten ge-
spalten wurde. Fiir die Hydrolyse des Tricaprylsiure-
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Abb. 3

Variation der Kettenlinge und pH-Optimum von Triglyceriden.
Eingesetzte Homogenatmenge entsprechend 2,45 mg Protein-N
Ansatz: 10 ml Substrat (Substratkonzentration 2,66 mm, Emulgator
Gummiarabicum) + 5 ml biologisches Material entsprechend oben
angegebener Protein-N-Konzentration = 15 m! Ansatzvolumen.
Puffer: Phosphat, Veronal, Glykokoll

25— 25—

S
T

X
I

75—

3
I

10—

Hydrolyserate [ Val/Std]

2N
I

[
I

I T I | - ] 1. 1
23456 8 10 12 % % 18 6 7 '} 9 70
Kettenlinge der Séuren pH

Abb. 4
Variation der Kettenldnge und pH-Optimum von a-Naphthylestern.
Eingesetzte Homogenatmengen: fiir Untersuchung des Kettenldngen-
optimums entsprechend 122,5 ug Protein-N; fiir Untersuchung des
pH-Optimums 61,25 ug Protein-N
Ansatz: 25 ml Substrat (Substratkonzentration 1,33 mm, Emulgator
Gummiarabicum) + 1 ml biologisches Material entsprechend der
oben angegebenen Konzentration = 26 mI Ansatzvolumen. Puffer:
Phopshat, Tris-Essigsdure

glycerinesters wurde ein pH-Optimum von pH 8,6
gefunden.

Abbildung 4 zeigt die Hydrolyse von e-Naphthylestern.
Das Optimum der Kettenlinge liegt bei der Propion-
sidure; das Acetat wird fast gleich stark gespalten. Es ist
auffallend, daB beim Capronsiuereester ein zweiter Peak
besteht, was wahrscheinlich macht, daf bei der Hydro-
lyse von «-Naphthylestern mindestens 2 voneinander
verschiedene Enzyme beteiligt sind. Das pH-Opti-
mum wurde mit dem «-Naphthylpropionsiuerester
untersucht und liegt bei pH 7,7.

Abbildung 5 zeigt die hydrolytische Aktivitit eines
Pankreasvollhomogenates fiir §-Naphthylester. Es ist
auch hier wahrscheinlich, da es sich um zwei Enzyme
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Abb. 5

Variation der Kettenlinge und pH-Optima von g-Naphthylestern.

Eingesetzte Homogenatmengen: zur Variation der Kettenlingen ent-

sprechend 122,5 pg Protein=N; zur Untersuchung der pH-Optima fiir

g-Naphthylbutyrat 12,25 ug Protein-N und fiir g-Naphthylcapronat
24,5 ug Protein-N entsprechend

Ansatz: 25 ml Substrat (Substratkonzentration 1,33 mm, Emulgator

Gummiarabicum) + 1 ml biologisches Material der oben angegebenen

Konzentration entsprechend E2'6 ml Ansatzvolumen. Puffer: Tris-
ssigsdure

handelt, wobei die Optima der Kettenlingen bei der
Buttersiure und Capronsiure liegen. Die Ester beider
Kettenlingen haben jedoch dasselbe pH-Optimum bei
etwa pH 7,5.

B-Naphthylester sind ein ausgezeichnetes synthetisches
Substrat fiir Arylesterasen (6—10). Wir untersuchten
daher, ob Buttersiure-f-naphthylester oder Capronsiure-
p-naphthylester in Gegenwart von Pankreashomogenat
zu Umesterungen entsprechend L c. (6, 8) in der Lage
sind. Wir konnten in keinem Fall Anzeichen fiir Um-
esterungsreaktionen finden. Allerdings ist das noch kein
endgiiltiger Beweis, daB3 es sich hierbei nicht doch um
Arylesterasen handelt, da z. B. bei einem Vollhomogenat
aus menschlicher Leber ebenfalls keine Umesterungs-
reaktion im oben beschriebenen Sinne zu erreichen ist;
erst nach Auftrennung der wasserléslichen Proteine
konnte eine Fraktion mit sehr hohem Umesterungsver-
mogen isoliert werden (8).

Ein weiteres sehr gutes synthetisches Substrat fiir die
Arylesterasen sind Phenylester (5). Abbildung 6 zeigt
die hydrolytische Aktivitit eines Pankreasvollhomo-
genates fiir Phenylester. Wie ersichtlich, liegt das Opti-
mum der Kettenlinge bei der Valeriansiure, das pH-
Optimum bei pH 8,0. Aus der Variation der Ketten-
linge ist (ihnlich wie bei den g-Naphthylestern) zu

*
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Abb. 6

Variation der Kettenlinge und pH-Optimum von Phenylestern.

Eingesetzte Homogenatmengen: fiir Untersuchung des Kettenlingen-

optimums entsprechend 12,25 ug Protein-N. Zur Untersuchung des
pH-Optimums entsprechend 24,5 ug Protein-N

Ansatz: 25 ml Substrat (Substratkonzentration 1,33 mm, Emulgator

Gummiarabicum) + 1 m! biologisches Material der oben angegebenen

Konzentration entsprechend = 26 ml Ansatzvolumen. Puffer: Phos-
phat und Tris-Essigsdure

vermuten, daB es sich um 2 Enzyme handelt (hohe Akti-
vitit auch beim Phenylcarpylsiureester). Eine Entschei-
dung kann auch hier erst nach einer Auftrennung der
einzelnen Enzyme und deren Reingewinnung erwartet
werden.

Zur Prisfung auf ein fiir Arylesterasen typisches Verhal-
ten wurde untersucht, ob Phenylvaleriansiureester und
Phenylcaprylsiureester in Gegenwart von Pankreasvoll-
homogenat und langkettigen oder kurzkettigen Fett-
siuren in der Lage sind, umzuestern. Es ist aufgrund
theoretischer Uberlegungen durchaus méglich, daB in
diesem Falle eine Umesterung sowohl zu kurzkettigen
als auch zu langkettigen Estern erfolgen kann. Experi-
mentell war es nicht moglich, derartige Umesterungs-
reaktionen (analog (6, 8)) zu erreichen. Trotzdem gilt
auch fiir die Phenylester das fiir die §-Naphthylester
Gesagte (vgl. (8)).

Die Abbildungen 7—10 zeigen das Verhalten eines
Pankreasvollhomogenates fiir verschiedene Substrate

100 700
B Tween 20 L‘ Tween 80
80 80—
Lagm]
& B
_g 60 60 ~
N L
=
w0 -
Q
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] 1 1
0 100

A ) 1
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Abb. 7
Wirkung von E 600 auf die Hydrolyse von Tween 20 (linke Kurve)
und Tween 80 (rechte Kurve) (vgl. Abb. 1). Eingesetzte Homogenat-
mengen: entsprechend 2,45 mg Protein-N
Ansatz: 1 ml biologisches Material der oben an egebenen Konzen-
tration entsprechend + 1 ml wéBr. L&sun% von E (Konzentration
siehe Abb.g, 30 Min. préinkubiert, + 10 mi Substrat (Substratkonzen-
tration 5,32 mm), im pH.-OptImlum (vgl. Abb. 1) =12 ml Ansatz-
- volumen
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Abb. 8

Wirkung von E 600 auf die Hydrolyse von Tricaprylsiureglycerin-
estern. Eingesetzte Homogenatmenge entsprechend 2,45 mg Protein-N.

Ansatz: 1 ml biologisches Material der oben angegebenen Konzen-

tration entsprechend + 1 m! wiBr, Lésung von E 600 (Konzentration

siehe Abb.), 30 Min. prainkubiert, + 10 m! Substrat (Substrat-

konzentration 2,66 mM, Emulgator Gummiarabicum) im pH-Optimum
(vgl. Abb. 3) = 12 ml Ansatzvolumen
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Abb. 9

Wirkung von E 600 auf a-Naphthylpropionat. Eingesetzte Homo-
genatmenge entsprechend 49,9 ug Protein-N
Ansatz: 1 m! biologisches Material der oben angegebenen Konzen-
tration entsprechend + 1 ml waBr. Losung von E 600 (Konzen-
tration siehe Abb.) 30 Min. pridinkubiert, 4+ 25 ml Substrat (Substrat-
konzentration 1,33 mm, Emulgator Gummiarabicum) im pH-Optimum
(vgl. Abb. 4) = 27 ml Ansatzvolumen

(jeweils im Optimum der Kettenlinge und im pH-Opti-
mum untersucht) in Gegenwart verschiedener Mengen
von B 600. Auf diese Weise ist es hdufig moglich,
Enzyme bzw. Enzymtypen auch in Vollhomogenaten
zu differenzieren.

Abbildung 7 gibt das Spaltungsvermogen fiir Tween 20
und Tween 80 (die beiden Optima der Kettenlingen)
wieder. Es ist zu beachten, daB bei Zugabe von 1 nMol
E 600 noch 100%, Spaltung stattfindet. Noch deutlicher
ist diese Tendenz beim Tricaprylsiureglycerinester
(Abb.8), w0 0,1 Mol E 600 je Ansatz kaum eine Stérung
der Hydrolyse bewirkten. Dagegen beginnt die Hem-
mung beim a-Naphthylpropionat bereits bei 10 pMol
(Abb. 9). Von den beiden synthetischen Substraten fiir

12
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Abb. 10

Wirkung von E 600 auf g-Naphthylbutyrat, g-Naphthylcapronat und

Phenylvalerianat. Eingesetzte Homogenatmengen: bei A-Naphthyl-

butyrat und Phenylvalerianat entsprechend 24,5 ug Protein-N, bei
p-Naphthylcapronat entsprechend 49 ug Protein-N

Ansatz: 1 ml biologisches Material der oben angegebenen Konzen-

tration entsprechend + 1 ml wéBr. Lésung von E 600 (Konzentra-

tion siehe Abb.) 30 Min. prédinkubiert, + 25 ml.Substrat (Substrat-

konzentration 1,33 mm, Emulgator Gummiarabicum) im pH-Optimum
(vgl. Abb. 5 und Abb. 6) = 27 ml Ansatzvolumen

die Arylesterase liegt bei den pB-Naphthylestern der
Beginn der Hemmung bei 1 nMol E 600, wihrend er bei
Phenylvalerianat bereits bei 10 pMol eintritt (Abb. 10).
Gerade dieser Befund 1iB8t es moglich erscheinen, daf3
im Pankreasvollhomogenat ein Arylesterasesystem ent-
halten ist, das wohl f-Naphthylester als synthetische
Substrate bevorzugt, wihrend im Unterschied zum
menschlichen Serum (5—10) Phenylester nicht brauch-
bar sind. Wenn sich dieser Befund bestitigt, wiirde es
sich um ein Arylesterasesystem ganz neuen Typs han-
deln, das von den bis jetzt aufgefundenen Arylesterasen
(5—10) entscheidend differiert. Eine endgiiltige Klirung
kann erst nach einer Auftrennung des Vollhomogenates
und einer Isolierung der einzelnen Enzyme getroffen
werden.

Diskussion

Es ist uns bekannt, daBl derzeit an mehreren Instituten
verschiedene Wege zu einer einfachen und sicheren
Pankreasdiagnostik beschritten werden. Wir halten des-
wegen die Diskussion so kurz wie méglich, um jede
unnétige Polemik zu vermeiden. Wie dringend das
Problem einer exakten Pankreasdiagnostik ist (wobei
es sich hauptsichlich um chronische Pankreopathien
handelt), zeigt z. B. eine Leserzuschrift (30).

Es scheint uns besonders wichtig zu sein, daB} ein Voll-
homogenat aus menschlichem Pankreas keine Lipopro-
teidlipase enthilt. Diese Feststellung konnte getroffen
‘werden, da Charakterisierung und Analysenmethoden
tiir die Lipoproteidlipasen inzwischen sehr weit gediehen
sind (2—4, 31—34). Dafiir spricht auch die Hydrolyse
von verschiedenen Tween-Typen, die zwar der Ketten-
linge entsprechend sehr wohl durch eine Lipoproteid-
lipase bedingt sein konnte; die Beachtung der entspre-
chenden pH-Optima schlieft jedoch die Interpretation
‘der T'weenspaltung als durch Lipoproteidlipase bedingt
aus.

Weitgehend ungeklirt bleibt die Spaltung von Maisdl,
insbesondere die unregelmifige Abnahme der Triibung.
Kontrollversuche mit Triolein und Olivendl ergeben
fast gleiche Resultate. Eine Erklirung hierfiir wird erst
nach Auftrennung der einzelnen Enzyme moglich sein.
Vollig unerwartet ist bei der Hydrolyse von Triglyceri-
den das Optimum der Kettenlinge von Cq. Die auBer-
dem hohe Spaltung von Tributyrin diirfte auf a-Chymo-
trypsin zuriickzufiihren sein. AuBerdem zeigt sich, da
Triolein nicht optimal gespalten wird. (Olivensl und
Mazola werden noch etwas weniger als reines Triolein
hydrolysiert.) Diese langkettigen Triglyceride eignen
sich demnach wenig als Substrate.

Die Hydrolyse der a-Naphthylester (insbesondere die
Variation der Kettenlinge der Fettsiure) lift.auf min-
destens 2, wenn nicht 3 Enzyme schlieBen; auch hier
kann erst nach einer Auftrennung der Enzyme und deren
Isolierung entschieden werden, um welchen Enzymtyp
es sich handelt. Die Hydrolyse fiir f-Naphthylester und
Phenylester wurde bereits im vorhergehenden Kapitel
erliutert; weitere Aussagen sind nach den bisher vor-
liegenden Resultaten nicht zu machen.

Die Hemmversuche mit E 600 werden vor allem fiir eine
Charakterisierung der einzelnen Enzyme nach der Tren-
nung mit Hilfe der priparativen Stirkebreielektropho-
rese von hohem Interesse sein. Eine Differenzierung
im Vollhomogenat war auf diesem Weg nicht moglich.
Bemerkenswert ist nur die Tatsache, daB} die Spaltung
von Triglyceriden, speziell des Tricaprylsiureglycerin-
esters durch E 600 vergleichsweise wenig gehemmt
wird. Dadurch unterscheidet sich die Hydrolyse von
Triglyceriden durch ein Pankreashomogenat von allen
anderen bisher im menschlichen Organismus gefundenen
Enzymen dieses Typs.

Fur die Praxis einer Pankreasdiagnostik folgt aus der
Tatsache, daB Pankreas keine Lipoproteide spaltet,
immerhin die Moglichkeit, die Hydrolyse eines dem
Serum 2zugesetzten Triglycerides zu verfolgen. Ent-
sprechend unseren Untersuchungen eignet sich dazu
Tricaprylsiureglycerinester am besten, da er am' stirk-
sten gespalten wird. Selbstverstindlich darf man nicht
mit Titrationeén arbeiten, da sonst Fehlinterpretationen
durch das im Serum immer anwesende Arylesterase-
system auftreten. Es besteht lediglich die Mdglichkeit,
die Esterbilanz zu Beginn und nach Beendigung der
Bebriitung nach den L. c. (21, 22) angefiihrten Methoden
zu messen. Alle anderen Methoden sind von vornherein
als fehleranfillig abzulehnen. : )
Wir haben mit den Methoden 1. c. (21, 22) eine groBe
Anzahl von Patienten der mittleren Altersklasse unter-
sucht, indem wir deren Serum eine gemessene Menge
emulgierten Tricaprylsiureglycerinesters zusetzten, in
dem Wert 1 die Gesamtsumme des zugesetzten Esters
und der veresterten Fettsiuren im Serum maBen
und nach der Bebriitung dieselbe Operation wieder-

holten.

Nach unserer bisherigen Kenntnis finden dabei folgende
Reaktionen statt:

te
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1. Im Serum sind immer Lipoproteide vorhanden.

2. Ein Teil der Tricaprylsiureglycerinester-Emul-
sion, die als Substrat verwendet wird, wird vom
Serum mit hoher Geschwindigkeit in Lipoproteide ver-
wandelt.

3. Die im Serum zu Beginn der Reaktion bereits vor-
handenen, sowie die aus dem Substrat Tricaprylsiure-
glycerinester neu gebildeten Lipoproteide werden vom
clearing enzyme (Lipoproteidlipase) (2) zwar langsam,
aber deutlich meBbar hydrolysiert.

4. Der nicht zu Lipoproteiden umgesetzte Anteil des
Tricaprylsiureglycerinesters wird rasch, die natiitlichen
Triglyceride des Serums werden langsam von der
Pankreaslipase hydrolysiert, sofern dieses Enzym im
Serum anwesend ist.

5. Bei den Reaktionen 3. und 4. entstehen freie lang-
kettige Fettsiuren, die sofort enzymatisch durch das
Arylesterasesystem mit O-acetyliertem Tyrosin, das
Bestandteil eines intakten Lipoproteids sein mufl (9),
umgeestert werden, wobei freie Essigsiure entsteht.
Diese Reaktion liuft nur so lange ab, bis etwa 80%, des
geeigneten O-Acetyltyrosins umgeestert ist (5—10).
Dann werden die weiter entstehenden langkettigen freien
Fettsiduren an Albumin adsorbiert. Papierchromatogra-
phische Untersuchungen nach derin L. c. (4) angegebe-
nen Methode zeigten einwandfrei, daf3 unmittelbar nach
Zugabe des Substrates Essigsiure, Caprylsiure und
langkettige Fettsduren in veresterter Form votlagen;
nach 2stdg. Bebriitung waren nur noch langkettige
Fettsiuren und Caprylsdure als Ester nachweisbar.

6. Daraus ergibt sich folgende Situation (Zustand nach
Bebriitung):

a) Es liegen (an Albumin adsorbierte) freie Essigsiure,
freie Caprylsiure und freie langkettige Fettsduren vor;

b) Die Bildung der in a) erwihnten freien Siuren erfolgt
durch eine Hydrolyse von Lipoproteiden durch das
clearing enzyme (2, 3); ist zusitzlich Pankreaslipase vor-
handen, wird der vom Serum nicht in Lipoproteide ver-
wandelte Teil des Substrates (Tricaprylsdureglycerin-
ester) gespalten. Durch eine maBanalytische Bestimmung
der entstandenen Fettsiuren oder durch eine photometri-
sche Messung (21, 22) der Esterbilanz vor und nach der
Reaktion kann nicht zwischen beiden Enzymen untet-
schieden werden. Hier liegt ein auBerordentlich schwie-
riges analytisches Problem vor.

) Eine maBanalytische Bestimmung des Gemisches aus
freier Essigsiure und freien langkettigen Fettsiuren

scheidet fiir exakte Analysen aus (vgl. Einleitung und.

L c. (1)). Wir werden in Kiirze eine Methode bekannt-
geben, mit deren Hilfe die Pankreaslipase spezifisch
bestimmt wird, ohne daB eine Stérung durch das
clearing enzyme (Lipoproteidlipase) eintritt.

Wir konnten feststellen, da der zugesetzte Tricapryl-
sdureglycerinester vom Serum einer groBeren Anzahl
von Patienten gespalten wird. Eingehende Recherchen
in den Krankenblittern der Patienten ergaben aus-
nahmslos ein oder mehrmals die Bemerkung ,,unklare
Oberbauchbeschwerden. Wahrscheinlich handelt es
sich in diesen Fillen um chronische Pankreopathien.
Wir geben dieses klinische Resultat lediglich bekannt,
weil wir zeigen wollen, daBl -man bereits mit Hilfe einer
exakten Anylase des Vollhomogenates aus mensch-
lichem Pankteas zu Methoden kommen kann, die fiir
die Pankreaslipase spezifisch sind. Alle weiteren Befunde
werden wir demnichst publizieren.
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