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170. Uber die Diamin-oxydase der Smegmabazillen 
von F. Roulet und E. A. Zeller. 

(12. IX. 45.) 

W .  Franke und A .  SchiZZinger beschrieben vor kurzem den Abbau 
>-on Histamin und Putrescin durch Mycobac te r ium l ac t i co la l ) ,  
womit der erste Hinweis auf die Existenz der Diamin-oxydase (DO) 
in saurefesten Bakterien gegeben war. Schon vorher wurde dieses 
Enzym in mehreren Bakterien wie P s e u d o m o n a s  pyocyanea2) ,  
B. coli3), B. proteus3) usw. nachgewiesen. Die DO ist in der Natur 
sehr weit verbreitet4) und findet sich ausser in Bakterien in Organen 
von Saugern, Viigelnj), Reptilien6), Pilzen3) und in den Wurzeln von 
hohern Pflanzen'). Sie wurde 1938 in der Schweineniere entdeckt8) 
und als identisch mit der Histaminase ( B e s t j 9 )  erkannt10). Ihre 
Eigenschaften, besonders der Spezifitatsbereich und verschiedene 
Hemmungsreaktionen, wurden in einer Reihe von Publikationen 
genauer erforschtll). 

Wir stellten uns die Aufgabe, eine Bakterien-DO in Sihnlich ein- 
gehender Weise wie die Sauger-DO zu priifen und die Ergebnisse 
mit den friiheren zu vergleichen. Es sollte damit die Frage beant- 
wortet werden, ob die beiden Fermente - ,,Siiuger"- und ,,Bak- 
terien"-DO - sich je nach ihrer Herkunft gleich oder verschieden 
verhalten. 

Als geeignetes Illaterial fur unsere Untersuchungen erwies sich 
das My c o b a c t . s m e g m a t i s , das eine betriichtliche DO-AktivitSit 
aufweist, auf synthetischen Nahrboden leicht zu ziichten ist und in 
reichlicher Nenge zur Verfiigung stand. 

l) 111. Franke und A.  Schillmger, Bioch. Z .  316, 313 (1944). 
2, E. F. Gale, Biochem. J. 36, 64 (1942). 
3, E. Werle, Bioch. Z. 309, 61 (1941). 
4, Zusammenfassungen : a) E. A. Zeller: Diamin-oxydase. Advanc. in Enzymol. 

(New Pork) 2, 93 (1942). b) E. Werle: Histaminase = Diamin-oxydase, Fermentf. 17, 
125 (1943). 

5 ,  E. 9. Zeller, H .  Birkhiiuser, H .  J f i s l i n  und ..U. W e n k ,  Helv. 22, 1381 (1939). 
6, Unveroffentlichte Versuche von E. A. Zeller und A. -Mar& uber die DO der 

') B. 2'. Cromwell, Biochem. J. 37, 722 (1943). 
s, E. 8. Zeller, Natunviss. 26, 252 (1938). 
9, C. H. Best, J. Physiol. 67, 256 (1929). 

lo) E. A. Zeller, Helv. 21, 850 (1938). 
11) 10. Wtteilung uber den enzymatischen Abbau von Polyaminen: E. A.  Zeller, 

Ringelnatterleber und -niere. 

Helv. 24, 539 (1941). 
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31 e t h o d i  k . 
Die Sniegmabazillen wurden auf Sauton-Losung gezuchtet, auf der sie in Form von 

trockenen Schichten rasch gediehen. Diese wurden abgehoben, zwischen Filtrierpapier 
getrocknet und gewogen. J e  40 mg dieses Materials wurden in 1 om3 m/l5-Phosphat- 
puffer, pH 7,2,  suspendiert. Substrate und Inhibitoren wurden im gleichen Puffer gelost 
und der Ansatz auf 2 cm3 erganzt. Ale  Konzentrationsangaben beziehen sich auf dieses 
Volumen. Sauerstoffverbrauch und Kohlendioxydbildung wurden in mit Sauerstoff durch- 
stromten Warburg-Manometern, die Ammoniakproduktion in den Conway-units gemessen. 

I n  den eben beschriebenen Versuchsansatzen trat auch ohne Zugabe eines Substrats 
ein Sauerstoffverbrauch auf, der je nach dem Alter der Kultur, der die Bakterien ent- 
nomnien wurden, verschieden gross war und pro Stunde 5-100 mm3 betrug. Wurde ein 
geeignetes Substrat wie Putrescin- und Cadaverin-dihydrochlorid, Agmatinsulfat, Sper- 
minphosphat, Histamin-dihydrochlorid') zugesetzt, so nahm der Sauerstoffverzehr 
gegenuber den jedesmal mitgefdhrten Kontrollansatzen betrachtlich zu. -Weitere metho- 
dische Einzelheiten finden sich in den folgenden Sbschnitten. 

Eryehnisse. 

1. A b h a n g i g k e i t  d e r  D i a m i n - o x y d a s e  \-om A l t e r  d e r  
BzLk t e r i e n k u l t u r .  

Wenn w-ir von einer Smegmabazillen-Hultur vom 3.  Tag an alle 
zwei Tage Proben entnehmen und diese auf ihre Fzihigkeit prufen, 
Diamine zu ouydieren, so stellen wir fest, dass diese standig und 
filr alle Substrate in ungefahr derselben Weise abnimmt (Figur 1). 

606 

30( 

Fig. 1. 
A h h a n g i g k e i t  d e r  D O -  

A k t i v i t a t  vom A l t e r  
der B a k t e r i e n k u l t u r .  

Abszisse: Alter der Kultur. 
Ordinate: Sauerstoffver- 
brauch nach 5 Stunden in 
Kubikmillimetern. Pro An- 
satz werden 40 mg Bak- 
terienbrei und 1 mg Sub- 
strat verwendet. Kurve I: 
Kontrollversuch, Kurve 11: 
Cadaverin, Kurve I11 : Ag- 

2 6 10 14 18 22 Tuge matin,KurveIV: Putrescin. 

l) Fur die f'berlassung der Substrate sind wir der Firma F .  Hoffmann-La Roche 
& Cie.  S.G., Basel, zu grossem Dank verpflichtet. 
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Der am 8. Tag erfolgende Unterbruch der Kurven ist weniger auf die 
eigentliche DO-Reaktion als auf die spater zu behandelnden Sekundar- 
oxydationen zuruckzufuhren. 

Aber nicht nur die Oxydation der Amine, sondern auch der 
durch die Bakterien allein bedingte Sauerstoffverbrauch folgt der 
gleichen Gesetzmassigkeit. Sie lasst sich hier in besonders einfacher 
Weise darstellen, wenn die Oxydationsgeschwindigkeit a1s Loga- 
rithmus in ein Koordinatensystem aufgetragen wird. Dann nimmt 
die Zeit-Aktivitats-Kurve fur die Zeit vom 2. bis 10. Tag verhaltnis- 
massig genau die Form einer Geraden an (Figur 2). 
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2 4 6 8 10 Tage 
Fig. 2. 

A b h a n  g i glc e i t  d e r -4 t m u  n g s g e s c ii w i n  d i g k e i t  v o n S m e g ma b a z i l le  n vo m A1 t e r  
d e r  B a k  t e r i e n k u l t u r  . 

Abszisse : Alter der ICultur. Ordinate : Logarithmus des Sauerstoffverbrauchs nach 5 Stun- 
den. Pro Ansrttz werden 40 mg Bakterienbrei verwendet. 

Die in Figur 1 dargestellte Kurve entspricht der einer mono- 
molekularen Reaktion. Doch handelt es sich mohl sicher um einen 
wesentlich komplizierteren Vorgang, der zufallig einen Verlauf zeigt, 
wie er haufig in der Fermentkinetik gefunden wirdl). 

Bei den Bakterienproteasen wurden schon fruher ahnliche Ver- 
haltnisse bekannt. Manche Peptidasen ,,verschwinden fast plotzlich 
oder allmiihlich entweder ganz oder teilweise wieder aus der Kultur"2). 

l) D. D. vanSlyke: The Kinetics of Hydrolytic Enzymes and their Bearing onMethods 

2, E. Maschnimm: Bakterien-Proteasen, Ergebn. Enzymf. (Leipzig) 9, 155 (1944). 
for Measuring Enzyme Activity. $dvanc. in Enzymol. (SemYork) 2, 33 (1942). 
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Der Einblick in diese Verhaltnisse gestattet es, die gimstigste 
Zeitspanne fur die DO-Versuche zu wiihlen. Wie &us der Figur 1 ohne 
weiteres hervorgeht, umfasst diese die Zeit vom 6. bis 8. Tag, wahrend 
welcher die Leer- im Vergleich zu den Substratwerten verhiiltnis- 
massig klein sind. 

2 .  S p e z i f i t a t  d e r  D i a m i n - o x y d a s e  d e r  Smegmabazi l len .  
I n  Gegenwart der ,,Saiuger"-DO wird u. a. die Oxydation der 

Di- und Polyamine Putrescin (Tetramethylen-diamin (I)), Cadaverin 
(Pentamethylen-diamin (TI)), Histamin (~-[Imidazyl-4-(5)]-iithyl- 
amin (HI)), Agmatin ( IV)  und Spermin (V) 

IV: H,N.C( :NH).NH.CH2.CH2-CH,.CH,.?iH, 
V: H2N.(CH,),.PU'H.(CH,)(.9H,(CH,),.SH, 

beschleunigt, also yon Stoffen, die mindestens 2 basische Gruppen 
aufweisenl). Von diesen werden I, 11, IV und V auch in Gegenwart 
der Smegmabazillen von Sauerstoff leicht mgegriffen (Fignr 3 ) .  

Fig. 3. 
E n z y m a t i s c h e r  A b b a u  von D i a m i n e n  u n d  S p e r m i n  d u r c h s m e g m a b a z i l l e n .  
Es werden je 40 mg Bakterienbrei verwendet. Substrate 0,005-m. Dauer des Versuchs 

4 Stunden. 

Hier stossen wir auf einen ersten deutlichen Unterschied zwischen 
der ,,Smegma"- und ,,Sauger"'-DO : WLhrend bei der letztern Cada- 
verin und Histamin hinsichtlich der Oxydationsgeschwindigkeit ap 
erster Stelle stehen, finden sie sich bei der ,,Smegma"-DO an letzter. 
Die h d e r u n g  der Cadaverinkonzentration zmischen 0,08--3,01-m. 
brachte keine Steigerung der Abbaugeschwindiglieit. 

I )  E. A. ZeZZer, Helv. 21, 880 (1938) ; vgl. auch znsarnmenfassende Darstellungen 
uber die Diamin-oxydase, 1. c. 

-___ 

84 
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Einen weiteren Unterschied zwischen den beiden Fermenten 
brachte der Vergleich der Histaminoxydationen zutage. Wahrend 
Histamin durch die ,, Sauger"-DO mit einer eher grosseren Ge- 
schwindigkeit wie Putrescin angegriffen wird, sofern nicht iiber- 
optimale Konzentrationen verwendet werdenl), setzt in der Mehrzahl 
der Faille der Zusatz von Histamin den Sauerstoffverbrauch der 
Bakteriensuspensionen nicht herauf, sondern herab, und zwar um so 
mehr, je grosser die Histaminkonzentration gewahlt wurde (Tabelle 11). 
Immerhin konnte mehrmals eine eindeutige Steigerung des Sauer- 
stoffverzehrs registriert werden. So verschwanden beispielsweise 
nach Zusatz von 0,5 x Mol Histamin in 5 Stunden 42 mm3 
Sauerstoff und wurden 8 y Ammoniak-Stickstoff (11 yo des Amino- 
Stickstoffs) frei. Aber auch in den Versuchen, in denen Histamin 
scheinbar keine Veranderung erleidet, lasst sich im Konkurrenz- 
versuch mit andern Substraten eine gut messbare Affinitat des- 
selben zur ,,Smegma"-DO nachweisen. 81s Beispiel findet sich in 
der Tabelle I eine hetrachtliche Hemmung des Putrescin-Abbaues 
tlurch eine aquimolure Histaminkonzent'ration. 

__ 
Bazillen allcin , . . . . 115 mm3 - 

Bazillen+Putrescin . . 1120 ,, 1005 mm3 
Bazillen+Histamin . . 120 ,, 

Baz. + Hist.+ Putr. . . . 

I- 

l) f$. A.  Zeller, B. SeAiir und 8. Staehlin, Helv. 22, 837 (1939), Figuren 5 und 6. 
2 )  E. F. Gale, 1. c. 

845 ,, 
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Tabelle 11. 
E i n f l u s s  d e s  H i s t a m i n g e h a l t s  d e r  NBhr losung auf  d e n  H i s t a m i n - A b b a u .  
Smegmabazillen werden auf gewohnlicher und histaminhaltiger (0,002-m.) Sauton- 
Losung 6 Tage lang geziichtet. Pro Ansatz wurden 40 mg Bazillen verwendet. Dauer des 
Versuchs 5 Stunden. d bedeutet die Differenz gegenuber den Ansatzen ohne Histamin. 

Sauerstoffverbrauch 

total 
-___ 

- 198 mm3 - 195 mm3 
0,005-m. 192 ,, - 6 mm3 256 ,, 
0,Ol -m. 191 ., 250 ,* 
0,02-m. 184 ,, 240 ,, 
0,l-m. 184 ,, -14 ,. 197 ,, 2 1 ,  

~~~~~ ~ 

Sfit steigender Histaminkonzentration nimmt die Oxydationsgeschwindigkeit ab (Ta- 
helle 11, letzte Spalte). Wie bei der ,,Sauger"-DO liegt auch hier die Erscheinung eines 

Optimums der Histaminkonzentration Tor1). 

I m  ersten Abschnitt wurde dargelegt, (lass die Fahigkeit zum 
Abbau von Diaminen mit zunehmendem Alter der Kultur abnimmt. 
Wenn hingegen der Nahrlosung Putrescin zugesetzt wird, dann ist die 
Putrescin- u n d  Agmatinoxydation wesentlich grosser als die der 
ohne Putrescin kultivierten Bakterien. Wenn wir der Nahrlosung 
Agmatin zufugen, so wird weder Putrescin noch Agmatin rascher 
osydiert (Tabelle 111). 

Tabelle 111. 
E i n f l u s s  d e r  Z u s a m m e n s e t z u n g  d e r  N a h r l o s u n g  auf  d e n  D i a m i n - A b b a u .  
Es wurden 3 parallele Iculturen angelegt, Sauton-Losung I ohne Zusatz, Losung I1 mit 
1 mg Putrescin.:! HC1 pro cm3, Losung I11 mit 1 mg Agmatinsulfat pro cm3. Es werden 
jc 40 mg Bakterien und 1 mg Substrat verwendet. Dauer des Versuchs 6 Stunden. 

Nahrlosung 
- ________ 

I n o r m a l .  . . . 

I1 mit Putr. . . 

I11 mit Agmat. . 

Substrat 
___- -. 

- 
Putr. 
Agmat . 

Putr. 
Agmat. 

Putr. 
Agmat. 

- 

- 

Sauerstoffverbrauch 
A 

Wenn alle diese Ergebnisse zusammengefasst werden, so kann 
mit Sicherheit daraus geschlossen werden, dass auch die Smegma- 

l) E. A. Zeller, B. Schur und S. Staehlin, 1. c., Figur 6. 
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bazillen die Oxydation von Histamin zu beschleunigen vermogen ; 
nur ist die Geschwindigkeit oft so klein, dass sie bei dem verhaltnis- 
massig grossen Sauerstoffverbrauch durch die Bakterien nicht immer 
nachweisbar ist (vgl. Diskussion der Ergebnisse). Durch Steigerung 
der DO-Aktivitat durch Zusatz eines geeigneten Diamins zur Nahr- 
losung wird auch der Histaminabbau deutlicher. Doch scheint es 
sich nicht um eine spezifische Reaktion f i i r  Histamin wie bei Ps.  
pyocyanea l )  zu handeln, da bei diesem das zur Niihrlosung hin- 
zugefugte Histamin im wesentlichen nur eine Oxydationssteigerung 
fur Histamin bewirkt. Wir konnen also bei den Smegmabazillen im 
Gegensatz zu den Pyocyaneusbakterien den Histaminabbau als 
adaptativen Enzymvorgang nic  h t von der Diamin-Oxydation im 
engern Sinn als konstitutivem Prozess abtrennen2). 

Nachdem nun gezeigt worden ist, dass die Smegmabazillen die 
wichtigsten Substrate der DO zu ovydieren vermogen, muss die 
Frage entschieden werden, ob es sich beim Abbau aller erwahnten 
Amine um ein und dasselbe Ferment hsndelt. Hinweise fiir die Iden- 
titM aller in Frage kommenden Enzyme liefern schon mehrere der 
bisher angefiihrten (vgl. z. B. Figur 1, Tabelle 111) und in den niich- 
sten Abschnitten (z.  B. die Hemmungsreaktion) dargestellten Ver- 
suche. Am leichtesten lasst sich das Problem mit Hilfe der iiblichen 
Konkurrenzversuche losen, auch wenn darauf hingewiesen werden 
muss, dsss diese auch positiv ausfallen konnen, wenn die zwei zu 
vergleichenden Fermente zwar verschieden sind, aber gemeinssme 
Komponenten aufweisen, wie z. B. Dehydrasen, die den Wasser- 
stoff an die gleichen Pyridin- oder Flavinfermente zum Weitertrans- 
port abgeben. 

Tabelle IV. 
Konkurrenz ierungsversuche  m i t  verschiedenen  Diaminen  u n d  S p e r m i n .  
Es werden je 40 mg Bakterienbrei venvendet. Alle Substrate 0,Ol-m. Dauer der Versuche 
5 Stunden. A bedeutet die Differenz gegenuber den Versuchen ohne Substrat, 2 die 

Werte, die durch Summation der Einzelwerte entstehen mdssten. 

~ Sauerstoffverbrauch 1 NH,-Bildung 
I total 1 A I 2’ 1 SH,-;Y 1 2 
I I I I I =====I 

Substrate 

920 mm3 
170 ,, 
410 ,, 
625 ,, 

1100 ,, 

Putrescin . . . . 
Cadaverin. . . . 
Spermin . . . . 
Putr.+Cad. . . . 
Putr.+Sper. . . 

1090 mm 
1330 ,, 

- I  

~ 

l) E. F. Gale, 1. c.  
2, H .  Karstrom: Enzymatische Adaptation bei Mikroorganismen, Ergebn. Enzymf. 

7, 350 (1938). 
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Alle Konkurrenzversuche fiihrten nicht zu einer Summations- 
wirkung, sondern zu einer Konkurrenzierung der verschiedenen 
Substrate um das Ferment. Ein Beispiel ist in der Tabelle IV an- 
gefuhrt. 

Aus in Abschnitt 4 I1 naher erorterten Griinden wurden gleich- 
artige Versuche auch in Gegenwart von Natriumazid durchgefiihrt, 
die wiederum zu den gleichen Ergebnissen fiihrten (Tabelle V). 

Tabelle V. 
K o n k u r r e n z v e r s u c h e  i n  G e g e n w a r t  von N a t r i u m a z i d .  

SsN, 0,01-m., die ubrigen Angaben genau wie bei Versuch Tahelle 4 .  

Sauerstoffverbrauch 
Substrat I 

ohne  N a N ,  

Putrescin . . . . 
Cadaverin. . . . 
Putr.+Cad. . . . 
mit  N a N ,  

Putrescin . . . . 
Cadaverin. . . . 
Putr.i-Cad. . . . 

- 

- 

total 

180 inm3 
1160 ,, 
395 ,) 
975 ,, 

1 355 nim3 
555 1 ,  

405 ,, 

d r: 

Alle Resultate lassen sich am einfachsten mit der Annahme er- 
klaren, d a s s  d ie  ange f i ih r t en  S u b s t r a t e  d u r c h  e in  einziges  
F e r m e n  t o x y d ie  r t ( u n d d e s a m  i n i  e r t ) we r d e n . 

3 .  Ver l su f  d e r  e n z y m a t i s c h e n  Dinmin-oxyda t ion .  
Die Oxydation der Diamine in Gegenwart der ,, 8auger"-DO ver- 

Iauft nach folgender Gleichung 
(1) 

In  Gegenwart von Katalase wird das Peroxyd zersetzt und an Stelle 
der Gleichung (1) tritt die Gleichung (2).  

(2) 

Wenn Diamine wie z. B. das Putrescin vollstandig oxydiert werden, 
wie das bei P s .  p y o c y a n e a  der Fall istl), dam gilt die Gleichung ( 3 )  

(3) 

I. Desamin ie rung .  Die Oxydation der Diamine ist in Gegen- 
wart der ,,SBuger"- wie der ,,Smegma"-DO ausnahmslos mit einem 
Freiwerden von Ammoniak verknupft. (Tabellen IV, VI, VIII.)  

R-CH,-NH,+ H,O = 0xyd.prod. + H,O,+ KH3 

R. CH,. NH,+ O,@ = 0xyd.prod. + SH, 

C,H,,N,+ 11 0 = 4 CO, + 2 NH;+ 3 H,O 

l) i?. F.  Gale. 1. c. 
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Die Desaminierung erfolgt ungefshr parallel der Grosse des Sauer- 
stoffverbrauchs. Wird dieser durch einen Inhibitor (vgl. Abschnitt 4) 
verkleinert, dann nimmt auch die Ammoniak-Bildung ab. Natrium- 
azid, das nicht die eigentliche DO-Reaktion als vielmehr die weitere 
Oxydation des Produktes der DO-Reaktion hemmt, iibt einen geringen 
Einfluss auf die Desaminierung aus. 

Eine genauere Ubereinstimmung zwischen Sauerstoffverzehr 
und Ammoniakbildung ist nicht moglich, weil nach der Desaminierung 
das Reaktionsprodukt mit einer fur die verschiedenen Substrate ab- 
weichenden Geschwindigkeit weiter oxydiert wird. 

Wenn die Reaktion mehrere Stunden lang in Gang gehalten 
wird, dann finden wir neben der Desaminierung, die der eigentlichen 
DO-Reaktion zugeschrieben werden muss, und die bei den Diaminen 
wie Putrescin und Cadaverin nur die Halfte des Aminostickstoffes 
betrifft (Tabelle V I ) ,  noch eine weitere. Diese ist suf die oben er- 
wahnten sekundaren Oxydationen und beim Agmatin auf den Abbnu 
der Guanidingruppe zuruckzufithren. 

Tabelle VI. 
Geschwindigkei t  von O x y d a t i o n  u n d  D e s a m i n i e r u n g  clcr P o l y a m i n e  d u r c h  

S m e g m a b a z i l l e n .  
Pro Ansatz 40 mg Bakterienbrei. Substrate 0,005-m. Q0, resp. Q,,, geben den pro nig 
Bnkterienmasse und 1 Stunde verbrauchten Sauerstoff in mill3 resp. gebildetes Ammoniak 

in y an. 

Substrat 
Substrat 

- __ 

Histaniin . . . . 
Cadaverin. . . . 0,28 
Spermin . . . . 0,7S 

Putrescin . . . . 0.60 

I 
Agmatin . . . . 0,90 

11. B i l d u n g  v o n  P e r o x y d .  F-iir den Xachweis yon Peroxyd 
als Reaktionsprodukt der DO und fur die Entscheidung, welche der 
Gleichungen (1) oder ( 2 )  einzusetzen ist, ist die Gegenwart oder Ab- 
wesenheit Ton Katalase von ausschlaggebender Bedeutung. In  den 
von uns verwendeten Stammen aus Mycobact. smegmatis l&sst sich 
dieses Ferment sehr leicht feststellen und quantitativ bestimmen. 
Wenn im Manometergef siss die ubliche Bakteriensuspension zu einer 
Wasserstoffperoxyd-Losung gekippt wird, d a m  erfolgt ein ausser- 
gewohnlich rascher Druckanstieg, der schon nach einer Minute sein 
Maximum erreicht hat. Durch Erhitzen abgetotete Bakterien iiben 
keine derartige Wirkung aus (Figur 4). 
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Bis zur 7.  Ninute entspricht der Verlauf rler Reaktion recht gut 
dem einer monomolekularen. Die Reaktionskomponente k schwankt 
zwischen 0.066 und 0.069. Sie kann somit zur quantitativen Erfas- 
sung der Katalase dienenl). Das hier angegehene Verfahren stellt 
somit eine ausserordentlich einfache Katalasebestimmung dar. 

200 

100 

0 

200 

100 

0 

10 20 30 40 j0 60 Minitten Minitten 

Fig. 4. 

Ze r s e t z u n g v o n Was se r s t o f f p e r o x y d d u  r c h S ni eg ni a b a z i l le  n . 
Pro Ansatz werden 4 mg Bakteriensuspension verwendet, die zu einer ca. 0,Ol-m. H,O,- 
Losung (Endkonzentration) gekippt werden. Es konnen ca. &I01 0, maximal in 
Freiheit gesetzt werden. Kurve I bezieht sich auf iebende Bakterien, Kurve 11 suf solche, 
die durch 15 Minuten dauerndes Kochcn abgetotet worden sind. Die entsprechenden 
Lcerversuche ohne Peroxyd, deren Kurven sich praktisch vollstandig mit Kurve I1 

decken, haben wir der obersichtlichkcit halber weggelassen. 
Abszisse: Zeit, Ordinate: Menge des ge b i l d e t e n  Sauerstoffs 

Der Nachweis von Peroxyd nehen einer so aktiven Katalase 
kann auf direktem Wege kaum durchgefiihrt werden. Durch Heran- 
ziehung der Sekundiiroxydation (coupled oxidation) 15lsst sich aber 
die Bildung von Peroxyd dennoch zeigen. Dazu verwendeten wir, 
wie es seinerzeit mit der ,,Sauger"-DO geschah2), Athylalkohol, der 
durch das entstehende Peroxyd oxydiert wird. Die Katalase sol1 
bei diesem Vorgang eine peroxydatische Funktion ausiiben3). Der 
erwartete Mehrverbrauch an Sauerstoff ist sehr gross (Tabelle VII),  
weil offenbar nicht nur bei dor ersten Osydationsstufe, sondern 
such bei den folgenden Peroxyde entstehen. 

l) K. Zeile: Katalase, Die Methoden der Fermentforschung. Leipzig 1941, S. 2615. 
2, E. A. ZeZZer, Helv. 21, 880 (1938). 
3, D. KeiEin. und E. F. Hnrtree, Proc. Roy. SOC. [B] 119, 114 (1936). 



ohne Substrat . 
Cadaverin. . . . 
-4lkoho1, ohne Cad. 
Cad.+Alkohol . 

111. B i l d u n g  von  K o h l e n d i o x y d .  V7enn die Diamine in 
Gegenwart der DO aus Schweinsnierenextrakten osydiert werden, 
dann werden im allgemeinen pro Molekel Substrat 2-3 Atome Sauer- 
stoff verbraucht. Eine wesentliche Kohlendiovydbildung ist dabei 
nicht zu finden. Mit den Smegmabazillen geht der Sauerstoffverbraucli 
weit iiber diese Menge hinaus und erreicht 7 und mehr Atome Sauer- 
stoff (Tabelle VIII). Bei diesem grossen Ausmass der Oxydation ist die 
Bildung von Kohlendioxyd zu erwarten, was in einfacher Weise nach- 
gewiesen werden kann, wenn in den Nanometergefassen die Lauge 
zur Adsorption des Kohlendioxyds weggelassen wirdl). Die Druck- 
abnahme ist in denselben vie1 weniger gross als in den andern mit, 
Lauge versehenen Gefassen. Aus der Differenz lasst sich unter Be- 
riicksichtigung der Adsorptionskoeffizienten fiir Rohlendioxyd und 
Sauerstoff die gebildete Kohlendioxydmenge berechnen. In  weniger 
als einer Stunde beginnt schon eine messbare Rohlendiouydpro- 
tlnktion. 

Gegen diese Art der Bestimmung von Kohlendioxyd kann der 
Einwand erhoben werden, dass die beiden Systeme nicht ohne wei- 
teres vergleichbar sind. I n  dem einen wird das Rohlendioxyd absor- 
hiert und somit aus dem Reaktionsgleichgewicht entfernt, im andern 
nicht. Mit Hilfe der Isotopen-Methodik wurde in den letzten Jahren 
festgestellt, dass die C0,-Bildung bei Bakterien einen reversiljlen 
Vorgang darstellt. Die Eliminierung des Kohlendioxyds miisste 
demnach den Oxydationsprozess beschleunigen. I n  unsern Versuchen 
scheint aber dieser Effekt nicht messbar zu sein, weil die Ammoniak- 
bildung in beiden Fallen innerhalb der Fehlergrenze dieselbe ist; im 
Gefass, in dem das Hohlendioxyd nicht absorbiert wurde, war sie 
zufalligerweise sogar etwas grosser (Tabelle VIII). Zum gleichen Er- 
gebnis fuhrten alle andern entsprechenden Versuche. 

1 Sauerstoff - Sauerstoff - 
verbrauch verbrauch 

nach 2 Std. nach 5 Std. 
~ ___- 

A total A 
___ total 

50 mm3 
70 ,, 60 mni3 
3.5 ., 

255 ,, 220 ,, 7 7 0  615 ,, 

l) N. A. ZeEler und A..Yaritz, Helv. 27, 1888 (1944). 
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Tabelle VIII. 
K o h l e n d i o x y d  u n d  A m m o n i a k b i l d u n g  b e i m p u t r e s c i n a b b a u  d u r c h  Smegma- 

baz i l len .  
40 m g  Bakterienbrei, Mol Putrescin (0,005-m.). Die Ausbeute wird in Prozent der 
nach Gleichung (3) moglichen Menge und in No1 pro No1 Substrat angegeben. Alle Werte 

wurden doppelt bestimmt. 

I<o h 1 e n d  io  x y d b i Id u ng 
- 241 mms 

239 ,, 
Putrescin . 577 ,, 

606 ,, 

Ammonia  k b i 1 d u n g  
- 3,2 y 

Putrescin . 200 ^J 

2,s r*) 

208 y * )  

~ _ _ _  

337 mm3 3976 
l ,55 3101 

I 

201 y 7296 
1 , i  3101 

4. I n h i b i t o r e n  d e r  ,,Smegma"-Diaminoxydase. 
Von den vielen untersuchten Inhibitoren der ,,Sauger"-DO 

wurrlen hauptsachlich die fiir dieses Enzym sehr charakteristische 
Gruppe der Carbonylreagenzien gepriift. 

I. Carbony l reagenz ien .  Alle Stoffe, die mit Cnrbonylgruppen 
z u  reagieren vermogen, besitzen einen hemmenden Einfluss auf die 
,, Sauger"-D01)2). Unter ihnen ragt das Semicarbazid durch seine 
besonders hohe Inhibitorwirkung hervor, die das Vielfache derjenigen 
von Hydroxylamin betragt. Auch die ,,Pyocyanea"-DO mird durch 
dieses Agens im gleichen Sinn beeinflusst. Alle bisher gepruften Stoffe 
clieser Gruppe erw-eisen sich auch als Inhibitoren der ,,Smegma"- 
DO. Aus vielen Beispielen ist in Figur 5 die Hemmung des Spermin- 
abhaues durch verschiedene Inhibitoren dargestellt. 

An dem in vorstehender Figur dargestellten Versuch fallt auf, 
dass Hydroxylamin vie1 starker hemmend wirkt als Semicarbazid, 

l) E. A. Zeller, Helv. 21, 880, 1645 (1938). 
%) E. WerEe, Bioch. Z. 304, 201 (1940). 
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was im Gegensatz zu den Verhaltnissen bei der ,,Siiuger"-DO steht. 
Das gilt nicht nur fur das Spermin, sondern fur alle andern Substrate. 

2 3 Sfunden 1 

Fig. 5. 
H e m  m u n g  d e s  e n z y  m a  t is  c h e n  S p e r m i n a  b b a u e s  du  r c h C a r b o n  y l reagenz  ie 11. 

40 mg Bakteriensuspension, Sperrninphosphat, Dimedon (Dimethyl-cyclohexan-dion) 
0,01-m., Semicarbazid und Hydroxylamin 0,001-m., Sub3trate je 1 mg. Abszisse : Zeit.. 

Ordinate: Sauer3toffverbrauch. 

Eine 0,001-m. Konzentration von Hydroxylamin schaltete den 
enzymatischen Abbau von Agmatin vollstandig Bus, und selbst die 
zehnfach kleinere Honzentration blockierte die ,,Smegma"-DO fast 
ganzlich (Putrescin 0,Ol-m.). Erst nach 2 Stunden begann der Abbsu 
deutlich zu werden, der dann nach 4 Stunden fast die normale Ge- 
schwindigkeit erreichte. Dieser Vorgang hangt offensichtlich mit den1 
friiher beschriebenen Abfangen des Carbonylreagens durch das 
primare Reaktionsprodukt der DO zusammenl) . 

Einige Werte, die BUS vielen Versuchen zusammengestellt wur- 
den, sind in der Tabelle IX vereinigt. 

Tabelle IX. 
H e m  mu n g  d e  s D i a m  i n a  b b a ue  s d u  r c h Car  b on  y l r  e age n z ie n . 

40 mg Bakteriensuspension, Substrate 0,01-m. Ergebnis nach 4-5 Stunden Reaktions- 
dauer abgelesen. Die Zahlen geben die Hemmung in Prozenten an. 

Semicarbazid 
Substrat I Dimedon 1 ~-Hydroxylamin 

Putrescin . . 1 23% 1 ;;g 1 62% 1 >go% I )90%=1 
Agmatin . . . 74y0 >9o"/u )90% 

0,0001-m./ 0,001-m. 0,0001-m./ 0,001-m. 

l) E. A. ZeEZer, Helv. 23, 1418 (1940). 
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Da es sich bei der Desaminierung um einen primaren Vorgang 
der DO-Reaktion handelt, muss sie durch diese Inhibitoren in gleichem 
Masse wie der Sauerstoffverzehr betroffen verden, was, wie BUS 
dem Versuch der Tabelle X hervorgeht, auch wirklich eintrifft. 

Tabelle X. 
H e m m u n g  der  D e s a m i n i e r u n g  d u r c h  Carbongl reagenzien .  
Bakteriensuspension 40 mg, Putrescin 0,Ol-m. Dauer 5 Stunden. 

Hydroxyl- 
amin 

Substrat 

- 
Putrescin . 

Putrescin . 
Putrescin . 
Putrescin . 

- 

- 
- 

0,Ol-m. 
0,Ol-m. 
0,001-ni. 
0,0001-ni. 

1,2 0,02 
5,0 1,18 
1,3 0,07 
1,3 0,07 
1,2 0,06 
1,s 0,22 

- 

- 

- 

0,01-m. 
0,001-m. 
0,0001-m. 

0,005 
1 , l O  

0,15 

1,13 

- 

Es besteht somit kein Zweifel, dass Carbonylreagenzien anch 
auf die , , Smegma"-DO einen hemmenden Einfluss ausiiben, uncl 
dass auch bei dieser eine Carbonylgruppe vermutet werden kann, 
die fur den Reaktionsablauf notwendig ist. 

Diese eben beschriebene Reaktion kann verwendet werden, um 
zu erfahren, ob die DO fur die Smegmabazillen lebenswichtig ist. 
Es wurde den Sauton-NBhrlosungen Hydroxylamin zugesetzt. Bei 
einer Konzentration von 0,Ol-m. trat  fiw 5 Tage eine vollstandige 
Hemmung des Wachstums ein. Dann begann dieses deutlich zu wer- 
den, um schliesslich nach weitern 5-6 Tagen die Kontrollansatze 
einzuholen. Die Konzentrationen von 0,001-m. hatte eine Wachs- 
tumsverzogerung fur einen Tag, 0,0001-m. uberhaupt keine zur 
Folge. Die Uberwindung der Wachstumshemmung hangt moglicher- 
weise mit dem eben erwahnten Mechanismus zusammen : Die wenigen, 
der Blockierung entgangenen DO-Teilchen bilden aus Diamin kleine 
Mengen von Aldehyden, die sich mit dem Hydrosylamin verbinden. 
Damit ist die Moglichkeit fur eine autokatalytische Ausschaltung 
desselben gegeben. 

11. N a t r i u m a z i d  u n d  Na t r iumf luor id .  Bei der ,,Sauger"- 
DO ubt Natriumazid nur einen geringen hemmenden Einfluss aus, 
der erst nach einiger Zeit zutage tritt. Er ist damit nicht auf die 
eigentliche DO xu beziehen, sondern auf sekundiire Oxydations- 
vorgange. Wir hofften, die gleiche Wirkung bei der ,,Smegma"-DO 
zu finden, um die in vielen Fallen die Auswertung storende Weiter- 
oxydation auszuschalten. Tatsachlich kann mit 0,Ol-m. NaN, die 
Smegma-DO gehemmt werden, ohne die Ammoniakbildung, wie 
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erwahnt, wesentlich zu vermindern. Der Sauerstoffverbrauch iiber- 
schreitet wahrend mehrerer Stunden nicht den Wert yon ungefahr 
einem Atom pro Molekel Substrat. Spater allerdings kommt es zu 
einer machtigen Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit, so dass 
die Ansatze mit Natriumazid diejenigen ohne Inhibitor ubertreffen. 
Es ist dann auch Kohlendioxydbildung trotz der Anwesenheit von 
YaN, festzustellen. Offenbar kommt es zu einer Aufspaltung und 
damit Enthemmung von Fermentsystemen. Es  sei in diesem Zu- 
sammenhang an die bekannte Tatsache erinnert, class die Schwer- 
metallatmung die schwermetallfreie Respiration bremst, und dass 
Natriumazid mehrere HBminf ermente hemmt. 

Diese Schwierigkeit, verbunden mit einer Steigerung der Leer- 
atmung, verhinderte eine vollige Erfiillung unserer Hoffnung, dass 
mit Hilfe des Natriumazids die DO von den Fermenten, die die 
Produkte der DO-Reaktion weiter abbauen, abgeschirmt werden 
konne. Immerhin gelingt das bis zu einem gemissen Grade, wie der 
Versuch der Tabelle X zeigt. 

Natriumfluorid (0,001-m.) verandert weder bei der ,,Sauger"- 
noch bei der ,, Smegma"-DO die Reaktionsgeschwindigkeit. 

Diskussion der Ergehnissc. 

Fur den Abbau der verschiedenen Di- und Polyamine unter der 
Einwirkung von My cobac t .  smegmat i s  ist ein einziges Ferment, 
die ,,Smegma"-DO, verantwortlich zu machen. Zu dieser Schluss- 
f olgerung fiihren nicht nur die Konkurrenzversuche, sondern auch 
die Ergebnisse zahlreicher snderer Esperimente wie Einfliisse von 
Inhibitoren, Verlauf der Oxydation, Art der Reaktionsprodukte, 
Zusammenhange zwischen Alter der Kulturen und der DO-Aktivitat 
usw. Diese ,,Smegma"-DO weist alle wesentlichen Eigenschaften auf, 
die yon der DO der Saugetiere bekannt geworden waren. Genaue 
Snalyse und Vergleiche weisen aber auf einige sehr deutlich ausge- 
pragte Unterschiede hin. So oxydiert das eine Ferment nur sehr 
schwer Substrate, die vom andern leicht angegriffen werden, uncl 
umgekehrt. Ebenso ist die Grosse der Inhibitorwirkung von Hydro- 
xylamin und Semicarbazid bei beiden Fermenten vertauscht. ,,Smeg- 
ma"- und ,,SBuger"-DO sind also nicht gleich im Sinne einer chemi- 
schen Identitat. D ie  Beze ichnung  D i a m i n - o x y d a s e  i s t  s o -  
m i t  e in  Gruppenbegr i f f ,  wie das fiir krystallisierte Proteasenl) 
und fur die Serum-ChE2j schon friiher bekannt geworden ist. 

l) J .  H .  Xorthrop: Crystalline Enzymes. New York 1939, S. 31. 
2, E .  A. Zeller, Helv. 25, 216 (1942), Fig.4: Helv. physiol. pharmacol. acta 2, C, 23 

(1944). Zur Vermeidung von Verwechslungen sei noch erwahnt, dass hier nicht der Unter- 
schied zwischen e- und s-Cholinesterase (,,Pseudo"- und ,,echte" Cholinesterase), bei der 
es sich eigentlich um 2 voneinander abzugrenzende Fermente handelt, gemeint ist, son- 
dern die Differenzierungen innerhalb der s-Cholinesterase. 
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Es wird nicht selten ein Ferment, das mehrere Substrate an- 
greift, nur nach einem einzigen derselben benannt, wie gerade die 
Diamin-oxydase, die teilweise immer noch als Histaminase bezeichnet 
wird. Es zeigt sich bei diesen, wie ungunstig eine solche Formulierung 
sich auswirken kann, weil es nicht logisch ware, das Smegmaferment, 
das Clas Elistamin von allen untersuchten Substraten am langsamsten 
umsetzt, als Histaminase zu klassieren. Das miisste aber geschehen, 
wenn fur das Saugerferment dieser Name beibehalten wurde, da beide 
Fermente nsch den Resultaten der vorliegenden Arbeit die gleiche 
Bezeichnung erhalten miissen. 

Die Oxydationsgeschwindigkeit der Diamine unter der Ein- 
wirkung der Smegmabazillen ist verhaltnismassig gross ( Qo, = O,l-5), 
reicht aber nicht an die von Ps .  p y o c y a n e a  heran, deren Qo, unge- 
fahr funf- bis zehnmsl so gross ist. Es muss in diesem Zusammen- 
hang darauf hingewiesen werden, dass die Substrate in die Bazillen 
eindringen mussen, wofur die Bedingungen bei Nycobac t .  smeg-  
m a t  i s  mit seinem Lipoidreichtum und bei den Polyaminen mit 
ihren elektrisch geladenen Gruppen nicht besonders gunstige sind. 
I n  die Kulturfliissigkeit wird keine DO abgeschieden, so dass die 
Diffusion in die Bazillen hinein unumgiinglich notwendig ist. 

Die Analyse der ,,Smegma"-DO war in mancher Hinsicht schwie- 
riger als die der ,,SBuger"-DO, weil die Smegmabazillen das Pro- 
dukt der DO-Reaktion rasch weiter- und teilweise bis zu Kohlen- 
dioxyd oxydieren. Ein grosserer und fiir die verschiedenen Substrate 
sehr wechselnder TeiI des gemessenen Sauers toffverbrauchs nnd der 
Ammoniakbildung ist daher nicht auf die eigent,liche DO-Reaktion 
zuruckzufiihren (vgl. Tabelle 7-1). Besonders leicht fallt Putrescin 
und das Putrescinderivst Spermin diesen sekundaren Osydationen 
snheim. Die Untersuchung der Reaktion unmittelbar nach dem Start, 
wenn noch wenige dieser Zwischenprodukte gebildet worden sind, 
die Heranziehung der Ammoniakmessung und die Verwendung des 
Natriumazids haben es schliesslich doch erlaubt , zu eindeutigen 
Schlussen zu gelangen. 

Eine Erschwerung fur die Deutung mancher Versuche bildete 
weiterhin der gelegentlich hohe Sauerstoffverbrauch (vgl. Figur l), 
cler durch die Bakterienatmung auch ohne Zusatz eines Substrates 
verursacht wurde. Viele bei solchen Experimenten gewonnene Erfah- 
rungen fuhrten uns zu der Annahme, dass an dieser ,,Leer"-Atmung 
auch Substrate der DO beteiligt sind. 

Zusammenf  a s sung  
1. Die Bakterien des in der vorliegenden Arbeit verwendeten 

Stammes von Mycobact .  s m e g m a t i s  oxydieren Putresch, Agma- 
tin, Spermin, Cadaverin und Histamin. Die Oxydationsgeschwindig- 
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keit nimmt in der angegebenen Reihenfolge ab. Als Reaktionsprodukte 
entstehen Ammoniak, Peroxyd und Kohlendioxyd. 

2. Die oxydative Desaminierung wird durch Hydroxylamin, 
Semicarbazid und Dimedon gehemmt. Besonders stark wirkt Hydro- 
xylamin, das noch bei einer Konzentration von 0,0001-m. den enzy- 
matischen Vorgang fast vollstandig blockiert. Natriumazid redu- 
ziert anfanglich den Sauerstoffverbrauch, beeinflusst aber nur wenig 
die Desaminierung. 

3. Die Fahigkeit der Oxydation von Polyaminen nimmt mit 
zunehmendem Alter der Kultur, der sie entnommen wurden, ab. 

4. Die Oxydation der angefuhrten Amine wird durch ein einziges 
Ferment, das als ,, Smegma"-Diamin-oxydase bezeichnet wird, kata- 
lysiert. 

5. Die ,,Smegma"-Diamin-oxydase stimmt in allen wesentlichen 
Eigenschaften mit der Diamin-oxydase der Siiugerorgane iiberein. 
Sie unterscheidet sich aber von derselben durch die Reihenfolge der 
Abbaugeschwindigkeiten der Substrate und der Hemmungswirkung 
der Inhibitoren. 

6.  I m  M y c o b a c t e r i u m  smegmat i s  findet sich weiterhin 
eine Katalase, fur deren Messung ein einfaches manometrisches Ver- 
fahren angegeben wird. 

Die Durchfuhrung der Arbeit wurde durch die Unterstutzung der 6. R. Gezgy L - G . ,  
Basel, ermoglicht. Wir sind dor Firma zu grossem Dank verpflichtet. Wir danken Frl. 
€1. TVydZer fur ihre wertvolle Mitarbeit bei der Durchfuhmng der Versuche. 

Pathologisch-anatomische Anstalt 
der Universitiit Basel. 

171. Uber Steroide. 

Totalsynthese der raeemisehen Bisdehydro-doisynolsauren. 
Uber oestrogene Carbonsauren IV 

von J. Heer, J. R. Billeter und K. Miescher. 
(12. IX. 45.) 

I n  den beiden letzten Mitteilungen dieser Reihe2) 3, berichteten 
wir iiber den Abbau von Oestron und Oestradiol, sowie Equilenin 
und Dihydro-equilenin rnit schmelzendem Alkali und zeigten, dass die 

43. MitteilungI). 

42. Mitteilung siehe Helv. 28, 1252 (1945). 
z, J .  Heer und K.  Miescher, Helv. 28, 156 (1945). 
3, J .  Heer, J. R. Billeter und K. Miescher, Helv. 28, 991 (1945). 




