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gewaschen und schliesslich mit Ather-Eisessig 10:1 eluiert. Durch diese Andcrungen lasst
sich die chromatographische Reinigung bedeutend kiirzen und vereinfachen.

Die in der fritheren Vorschrift angegebene Fillung des Farbstoffes als Natriumsalz
fiel weg. Statt dessen wurde nun das nach der Adsorption in Methanol iibergefithrte Kon-
zentrat in einer durch Evakuieren entlifteten Ampulle eingeschmolzen und 2 bis 3 Wochen
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dabei krystallisierte der Farbstoff zusammen
mit grosseren Mengen Fettsauren aus. Letatere wurden durch Waschen mit Petrolither
entfernt. Bei raschem Arbeiten blieb so der Farbstoff ungelést und lag nach dem Aus-
kochen mit Methanol und Petrolither schon ziemlich rein vor. Die Ausbeuten liessen sich
durch die beschriebenen Anderungen auf ca. 3—5 mg pro kg Hefebrei steigern.

Trotz mehrmaligem Umkrystallisieren aus Benzol-Methanol konnte das freie To-
rularhodin nicht aschefrei erhalten werden. Doch zeigten die Analysen von 3 Priiparaten
mit verschiedenem Aschegehalt ziemlich gute Ubereinstimmung:

C;;H,;s0, Ber. C 84,66 H 9,24%
Gef.1) ,, 84,66; 84,55; 84,88 ., 9,37; 9,23; 9,749

Mikrohydrierung: 2,30 ing verbrauchten bei 18,6° und 732 mm 1,265 cm® Wasser-
stoff. Fir 12 Doppelbindungen berechnen sich 1,310 cm?.

Torularhodin-methylester.

28 mg roher Farbstoff wurden in 20 em® Benzol gelost und mit 1,5 Mol Diazo-
methan in Ather versetzt. Nach 2 Stunden wurde im Vakuum verdampft und der Riick-
stand aus Benzol-Methanol umgelést. Dunkelrote Nadelchen, Smp. 172—173% unkorr.

CysH;00, Ber. C 84,71 H 9,36 OCH, 5,75%,
Gef. ,, 84,74 ,, 9,98 »  5,83%
Die Verbindung war aschefrei.
Absorptionsspektren in: Schwefelkohlenstoff 581 541 502 mpu

Benzol 554 517 484 mpu
Benzin 533 498 468 mp
Pyridin 560 519 485 myu
Alkohol 533 496 464 mu

Zirich, Chemisches Institut der Universitét.

104. Zur Kenntnis des Abbaues der Aminosduren im tierischen
Organismus.

6. Die Funktion der Aminosiuren und Eiweisskorper als
Effektoren des oxydativen Abbaues der Aminosiuren
von S, Edlbacher und 0. Wiss.

(18. V. 45.)

In einer Reihe von Mitteilungen haben wir itber den enzymati-
schen Abbau der Aminosduren berichtet?) und gezeigt, dass bei Wahl
geeigneter Versuchsbedingungen die optischen Antipoden der Amino-
siuren diesen Abbau hemmen koénnen. Diese antipodische Hemmung
zeigt deutlich, dass zwischen dem Stoffwechsel der I- und d-Formen

1) Nach Abzug des Aschegehaltes.
2) Helv. 27, 1824, 1831 (1944).
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Beziebungen bestehen, denen moglicherweise eine grosse physio-
logische Rolle zufdllt. Schon in der letzten Mitteilung!) haben wir
darauf hingewiesen, dass alle diese Ergebnisse, die wir bisher nur bei
Verwendung von Organschnitten, Organbrei und nativen Extrakten
erzielten, unter Anwendung von Reinenzymen gepriift werden
mussen.

Wir haben nun in der vorliegenden Arbeit die von O. Warburg
und Christian?) beschriebene d-Aminosiure-oxydase nach dem vou
Negeletn und Bromel®) angegebenen Verfahren weitgehend gereinigt,
indem wir diese Reinigung bis zur Spaltung des Symplexes in Protein
und Coferment durchfiihrten. In den meisten Fillen wurde als Cofer-
ment der iber die Phenolextraktion gereinigte Hefekochsaft ver-
wendet. In einzelnen Fillen jedoch gelangte das reine, krystallisierte
Bariumsalz des Dinucleotids zur Anwendung. Es ergab sich dabei,
dass das rohe Coferment aus Hefephenolextrakt und das reine Dinu-
cleotid in gleicher Weise wirken. Lisst man nun eine konzentrierte
Losung der gereinigten, reaktivierten d-Aminosiure-oxydase mit
d-Alanin reagieren, so wird die oxydative Desaminierung des d-
Alanins durch verschiedene l-Aminosduren antipodisch gehemmt.
Die antipodische Hemmbarkeit ist somit nicht an die Gegenwart
von Begleitstoffen gekniipft, sondern eine Eigentiimlichkeit der reinen
d-Aminosaure-oxydase. Lisst man jedoch die gereinigte d-Aminoséure-
oxydase in geringer Konzentration auf d-Aminosiduren einwir-
ken, so verwandelt sich der Hemmungseffekt durch zuge-
setzte andere Aminosdurenin eine Aktivierung. Es gelingt so,
eine durch Verdiinnung fast vollstdndig inaktive Losung der d-Amino-
sdure-oxydase durch Zugabe anderer Aminosiduren zu ca. finfzig-
facher Aktivitdt zu steigern. Es zeigte sich weiter, dass der oxydative
Abbau der d-Aminosduren durch das verdiinnte Reinferment nicht
nur durch l-, sondern auch durch d-Aminosiduren aktiviert werden
kann.

Da dieser Aktivierungseffekt der d-Aminosdure-oxydase nicht
nur beim oxydativen Abbau des d-Alanins, sondern auch bei einer
grossen Zahl anderer d-Aminosduren eintritt, und da andererseits die
Mehrzahl der d- und I-Aminosiduren als Aktivatoren wirken kénnen,
lasst sich das ganze Problem in den einfachen Satz zusammenfassen:
Die I- und d-Aminoséuren sind positive oder negative Effektoren des
oxydativen Abbaues der d-Aminosduren. Es hingt nur von der
Enzymkonzentration ab, ob eine Hemmung oder Aktivierung statt-
findet. Uber die physiologischen Konsequenzen dieser Tatsache wird
am Schluss dieser Abhandlung noch gesprochen werden. Die ein-
zelnen I- und d-Aminosduren wirken verschieden stark als Akti-

1) Helv. 27, 1824, 1831 (1944). 2) Bioch. Z. 298, 150 (1938).
3) Bioch. Z. 300, 225 (1939).
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vatoren. Von allen untersuchten Aminosiduren erwiesen 8ich I- und
d-Histidin bei weitem am wirksamsten.

Diese Untersuchungen wurden auch auf Amine ausgedehnt.
Diese zeigen im allgemeinen keinen Aktivierungseffekt, nur durch
Histamin liess sich die d-Aminosiure-oxydase zu betrichtlicher
Aktivitit steigern. '

Einfache Peptide, sowie Peptone, Protamine und komplizierter
zusammengesetzte Proteine erweisen sich auch als Effektoren.
Weiterhin liess sich nachweisen, dass der Histidingehalt dieser Stoffe
die Aktivierungsgrosse entscheidend beeinflusst.

Intraprotein gebundenes Histidin zeigt demnach dieselbe spezi-
fische Wirkung wie die freie Aminosiure.

Methoden.

Als Ausgangsmaterial fiir gereinigtes Fermentprotein dienten Schweinenicren, da
Hammelnieren nicht erhiltlich waren. Die Priparation erfolgte nach der Vorschrift von
Negelein und Brimell). Urspringlich wurde die Priaparation, ausgehend von Schweine-
nieren-Acetontrockenpulver, die bis zur Abtrennung des Cofermentes getrieben wurde,
tiglich frisch vorgenommen. Spiter bereiteten wir uns in einem grosseren Ansatz ca.
3 g eines Dauerpriparates dieser Reinigungsstufe durch Trocknung bei 0° iiber Phosphor-
pentoxyd im Vakuum. Im Verlauf von 3 Wochen war keine erhebliche Abnahme der
Enzymaktivitiat festzustellen. Das Trockenpulver liess sich — wéahrend einer halben Stunde
bei 38° mit Phosphatpuffer pyg == 8,0 extrahiert — nur teilweise wieder auflosen. Von dem
Riickstand wurde abzentrifugiert, so dass eine wasserklare Losung resultierte. Den nativen
Ratten-Nierenextrakt bereiteten wir wie frither durch Verreiben der frisch entnommenen
Nieren mittels Seesand. Als Coferment diente durch Phenolextraktion gereinigter Hefe-
kochsaft?) oder das reine Bariumsalz des Dinucleotids.

Zur Messung des Sauerstoff-Verbrauches und der Ammoniak-Bildung verwendeten
wir die Methoden von Warburg und Conway, wie wir sie in friheren Mitteilungen be-
schrieben haben. Das Substrat, d. h. die d-Aminoséure wurde bei dem Warburg-Versuch
nach einer Temperatur-Ausgleichsperiode von %, Stunde eingekippt, wahrend die Aktivie-
rungssubstanz oder der Hemmkoérper zu Beginn des Versuchs in den Hauptraum gegeben
wurden. Die Gesamtfliissigkeit betrug in allen Fillen 3 cm?®. Die Brenztraubensiure wurde
nach der Salicylaldehyd-Methode nach Straub?®) bestimmt.

Hemmung und Aktivierung der d-Alaninoxydase durch [-Lcucin.

Die natiirlichen Aminosiuren hemmen den d-Aminosiureabbau bei variierter Sub-
stratkonzentration und konstanter Reaktionsgeschwindigkeit immer um den gleichen
Betrag, d. h. die Aktivititskurve erleidet eine Parallelverschiebung, wie diese in der 5.
Mitteilung?) beschrieben wurde. Daraus folgt, dass die prozentuale Hemmung des d-
Amiinoséure-Abbaues vor allem bei Verwendung kleiner Substratkonzentrationen in Er-
scheinung tritt. Unter geeigneten Bedingungen lisst sich so zeigen, dass der d-Alanin-
Abbau bei Verwendung von gereinigtem Ferment auch durch sehr kleine I-Leucin-Kon-
zentrationen (m/200) hemmbar ist.

1

) Bioch. Z. 300, 225 (1939).

?) Bioch. Z. 298, 150 (1938).

3) Z. physiol. Ch. 244, 117 (1936).
)

4) Helv. 27, und zwar S. 1838 (1944).
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Tabelle 1.

5 g Acetontrockenpulver wurden bis zur Ammoniumsulfat-Fallung verarbeitet und
der Niederschlag in 22 c¢cm® Phosphatpuffer gelost. Davon wurde 1,5 cm® pro Ansatz
eingefiillt, pg = 7,0, Versuchsdauer 10 Minuten.

d-Alanin l-Leucin 7n nm? Prozent
Yy 0,-Verbrauch
Mol. Mol. A Hemmung
abziigl. Leerwert
m/200 — 40 —
m/200 m/50 15 629,
m/200 m/100 21 489,
m/200 /200 23 429,

Bei Verwendung kleinerer Enzymkonzentrationen hingegen verringert sich
der Hemmungseffekt. Bei noch weiterer Verdiinnung der Enzymlésung erscheint das
{-Leucin als Hemmkorper inaktiv, um schliesslich in extrem verdiinnten Enzymlosungen
als Aktivator in Erscheinung zu treten, wie das aus Fig. 1 hervorgeht.

0,
mm? " Iz
/

270+t

200

150+
Al
v

100
90+
80
70r
60
50+
40
3
20r1
10

2 i Il

10 20 30 40 50 60 Zeit in Minuten 90
Pig. 1.

— — — mit Leucin.

ohne Leucin.
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Die Kurvenpaare I, IT und III zeigen den d-Alaninabbau bei verschiedenen Enzym-
konzentrationen mit und ohne Il-Leucinzusatz. 5 g Acetontrockenpulver aus Schweine-
niere wurden bis zur Abtrennung des Cofermentes verarbeitet, und die letzte Fillung in
20 cm?® Phosphatpuffer py = 8 geldst (= Losung A). Die Reaktivierung des Enzyms
erfolgte durch Zusatz des Cofermentes aus Hefephenolextrakt?!). Die d-Alanin-Endkon-
zentration betrug in allen Ansdtzen m/50, die I-Leucin-Endkonzentration war immer m/40.

Enzymkonzentration I und I’ = 0,125 cm® Losung A 4 0,0125 cm® Hefeextrakt.
Enzymkonzentration II und II" = 0,25 cm® Losung A + 0,025 cm® Hefeextralkt.
Enzymkonzentration III und III' = 1,0 em? Loésung A + 0,1 cm® Hefeextrakt.

Bei zeitlicher Beobachtung des Reaktionsablaufes zeigte sich, dass zugesetztes
I-Leucin unter allen Bedingungen den d-Alaninabbau beeinflusst. Die Abbaukurven
konnen wohl einzelne Partien gemeinsam haben, der Reaktionsablauf ist jedoch grund-
legend gedndert.
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mm? Il m{100 d-Alanin
+m/40 [-Leucin

70t
! /

60 [ mf100 d-Alanin

50k /

40+ /

30r /
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— L L 1

10 20 30 40 50 60 Zeitin Minuten
Fig. 2.

Kurve I der Fig. 2 zeigt den Abbau von m/100 d-Alanin. (Enzymkonzentration
0,18 cm?® Losung A 4 0,018 cm® Hefeextrakt). Das Absinken der Reaktionsgeschwindig-
keit kommt offensichtlich durch Erschopfung des Enzyms zustande, da das Substrat in
grossem Uberschuss vorhanden ist. Zugesetztes I-Leucin beeinflusst den Reaktionsablauf
80, dass der Abbau mit konstanter Reaktionsgeschwindigkeit verlduft (Kurve II, Fig. 2).
Anfinglich resultiert eine Hemmung, die sich allmihlich in eine Aktivierung umkehrt.
I-Leucinzusatz wirkt sich also folgendermassen aus: Bei hoher Enzymkonzentration tritt
Hemmung ein. Bei mittlerer Enzymkonzentration tritt zuerst Hemmung und spéter
Aktivierung ein. Bei niedriger Enzymkonzentration tritt Aktivierung ein.

Aktivierung durch andere I-Aminosduren.

In Erweiterung dieser Beobachtungen haben wir eine grosse Anzahl anderer [-
Aminosiuren hinsichtlich ihrer Effektorenwirkung auf die d-Aminosdure-oxydase unter-
sucht. Dabei zeigte sich, dass alle untersuchten l-Aminosiuren eine steigernde Wirkung
auf die d-Alanin-oxydase ausiiben (Tab. 2 a—g).

1) Helv. 26, 864 (1943).
51
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Tabelle 2.
a)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
mm?3 | mm?
- 1 7
d-Alanin Zusatz Mol. 0,-Verbrauch 0,-Verbrauch
Mol. briiol. Leery d. Aktivierung
abzigl. Leerwert bedingt
m/50 — - 15 E —
m/50 I-Valin m/100 89 i 74
m/50 I-Leucin m/100 127 ‘ 112
m/50 « | I-Isoleucin m/160 80 ! 65
m/50 I-Phenylalanin m/160 86 ] 71
m/50 | I-Asparaginsiure | m/1C0O 264 ‘ 249
m/50 {-Glutaminsiure m/100 134 ‘ 119
m/30 Glykokoll m/100 122 | 107
m/50 I-Tryptophan m/100 142 | 127
b)

Als Coferment wurde reines Bariumdinucleotid verwendet.
Versuchsdauer: 1 Stunde.

i mm? \ ,mms
d-Alanin Zusatz Mol. 0,-Verbrauch | Oy Verbrauch
Mol. : ~ | d. Aktivierung
abziigl. Leerwert } bedingt
m/50 - - 5 K —
m/50 | Il-Histidin m/100 340 l 335
m/50 | {I-Lysin m/100 83 : 78
m/50 | !-Ornithin /100 107 ] 102
m/50 [-Citrullin m/100 127 i 122
m/50 | I-Arginin m/100 101 5 96
c)
Versuchsdauer: 2 Stunden.
. mm?® mm?
d-Alanin Zusatz Mol. O.-Verbrauch 0,-Verbrauch
Mol. 2 d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/50 — — 18 —

— I-Cystin m/150 11 —

— {-Tyrosin m/200 9 —

— [-Dijodtyrosin | m/200 7 —
m/50 | I-Cystin m/150 241 212
m/50 {-Tyrosin m/260 139 112
m/50 | [-Dijodtyrosin | m/260 76 51
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d)
Versuchsdauer: 2 Stunden.
. mm? mm?
d-Alanin Zusatz Mol. 0,-Verbrauch Oz-VeI:bl_‘a.uch
Mol. b 2 LL d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/50 — —_ 21 _
— d, {-Methionin m/100 94 —
m/50 d,l-Methionin m/100 290 175
e)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
. mm? i Ymma
d-Alanin Zusatz Mol. 0,-Verbrauch | 0,-¥ e[:bl:a.uch
Mol. bzigl. L "+ d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/50 — — 15 —
_ [-Prolin m/100 0 —
— d, {-Serin m/100 4 —
m/50 I-Prolin m/100 78 63
m/50 d,1-Serin m/100 123 104
1Y)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
. mm3 mm?
d-Alanin Zusatz Mol. Q,-Verbrauch Orvel:bFa'UCh
Mol. 2 d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/50 — — 14 —
— [-Cystein m/100 8 —
m/50 [-Cystein m/100 130 108
g)
Versuchsdauer: 2 Stunden.
l s mm? mm? mm?
! mm O,-Verbr. | Ny NH,-
d-Alanin | Zusat Mol 0,-Verbr.| durch Bild 3 Bildung
Mol. usatz °" labziglich | Aktivie- | -8 | Aktivie-
| Leerwert | rung |3°%U8HC rung
| bedingt | Leerwert | bedingt
*m/100 —_ — 0 — 10 —
* — [-Histidin m/50 3 — - 46 —
*m/100 I-Histidin m/50 489 136 803 639
m/100 — — 0 — - —
— I-Glutaminsdure | m/50 5 — - 17 —
m/100 [-Glutaminsaure | m/50 235 230 274 294

* Als Coferment wurde reines Bariumdinucleotid verwendet.
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In einzelnen Versuchen haben wir statt des durch Phenolextraktion gereinigten
Hefekochsaftes, pro Ansatz 10 o reines Bariumdinucleotid verwendet. Bei den einzelnen
Versuchen findet sich ein entsprechender Vermerk. Es zeigte sich kein Unterschied be-
ziiglich des Aktivierungseffektes.

Als Enzym wurde das oben beschriebene Trockenpriparat verwendet. Es wurden je
8 mg Pulver mit einem cm?® Phosphatpuffer py = 8,0 wihrend einer halben Stunde bei
380 extrahiert. Pro Ansatz wurden 0,5 cm?® Hefeextrakt zugegeben. In vielen Kontroll-
versuchen haben wir uns vergewissert, dass keine der untersuchten I-Aminosduren unter
den hier gewahlten Bedingungen einen zusétzlichen Sauerstoff-Verbrauch bewirkte, wenn
keine d-Aminosdure an der Reaktion beteiligt war. Aus Grinden der Platzersparnis haben
wir nur einzelne dieser Versuche hier mitgeteilt.

Die Bestimmung des gebildeten Ammoniaks haben wir nur in einzelnen Versuchen
durchgefiihrt. Pro Mol Sauerstoff-Verbrauch liess sich ein Mol Ammoniak nachweisen.
Fiir den Desaminierungsvorgang allein wird pro Mol Ammoniak nur 1% Mol Sauerstoff
verbraucht. Das oben angefithrte Verhaltnis erklirt sich durch die Abwesenheit der
Katalase bei Verwendung gereinigter Enzymldsungen.

Aktivierung der d-Alaninoxydase durch d-Aminosiuren.

Die Wirksamkeit der d-Aminoséure-oxydase ist durch streng optische Spezifitit
ausgezeichnet. Es war deshalb von Interesse festzustellen, ob die Effektorenwirkung nur
den optischen Antipoden, d.h. den natirlichen Formen der Aminosduren zufalle. Es
zeigte sich jedoch, dass die d-Aminosduren in gleicher Weise wie ihre optischen Antipoden
als Aktivatoren des d-Alaninabbaues wirken (Tab. 3).

Tabelle 3.
Versuchsdauer: 1 Stunde.
2-Alani mm? i o er;)ls
-aanin Zusatz Mol. 0,-Verbrauch | 2,1 F rauch

Mol. abriial. Leery d. Aktivierung

abzugl. Leerwert bedingt

m/50 — — 15 l —

— l-Leucin m/100 0 —

— d-Leucin m/100 86 —

— [-Asparaginsidure | m/100 1 —

— d-Asparaginsgure | m/1G0 51 —

— [-Arginin m/100 | 1 —

— d-Arginin m/100 3 —
m/50 I-Leucin m/100 115 100
m/50 d-Leucin m/100 162 61
m/50 l-Asparaginsiaure | m/100 247 231
m/50 d-Asparaginsdure | m/100 287 221
m/50 [-Arginin m/100 73 57
m/50 d-Arginin m/100 95 77

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.
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Spezifische Wirkung des I- und d-Histidins.

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, erwies sich das I-Histidin als wirksamster Aktivator
des d-Alaninabbaues. Die Fortfilhrung dieser Untersuchungen ergab das auffallende Re-
sultat, dass I-Histidin noch in dusserst geringer Konzentration wirksam ist. So gelingt es,
durch Konzentrationen von m/100000 [-Histidin, d. h. mit ca. 1,5y [-Histidin pro cm?,
noch eine deutliche Aktivierung zu erzielen. Die unnatiirliche Form des Histidins erwies
sich in genau gleicher Weise wirksam. Keine der iibrigen untersuchten Aminosiuren
zeigte eine ahnliche spezifische Wirksamkeit. Zuin grossen Teil erwiesen sie sich schon
in m/1000-Konzentration als unwirksam (Tab. 4).

Tabelle 4.
Als Coferment wurde reines Bariumdinucleotid verwendet.
) Lo | mm? mm?
d-Alanin [-Histidin d-Histidin 0.-Verh h 0,-Verbrauch
Mol. Mol. Mol. 2 le"Lm“‘f d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
Versuchsdauer: 2 Stunden.

m/50 — — 19 —
— m/100 — 13 —
— —_ m/100 50 —

m/50 m/100 — 864 8§32

m/50 — m/100 848 779

Versuchsdauer: 1 Stunde.

m/50 — — 14 —
_ — m/12500 -1 —
— — m/25000 b3 —

m/50 — n1/12500 127 114

m/50 —_ m/25000 84 65

m/50 m/12500 — 198 184

m/50 m/25000 — 38 74

m/25 — — 12 -

m/25 — m/50000 64 52

m/25 — m/100000 40 28

m/25 m/50000 — 80 68

m/25 m/100000 — 40 28

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.

Effektorenwirkung von Derivaten der Aminosiuren.

Im Zusammenhang mit Untersuchungen, die der Abklirung des Aktivierungs-
mechanismus dienen sollten, haben wir verschiedene Amine und andere Derivate der
Aminoséuren untersucht. Keto- und Oxysiuren zeigten keinen aktivierenden Einfluss auf
die d-Aminosiure-oxydase (Tab. 5a, b).
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Tabelle 5.
a)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
. mm? mm?
d-Alanin Zusatz Mol. Q,-Verbrauch Og-Ver‘br..'a.uch
Mol. b 2 | Leerwert d. Aktivierung
abzugl. Leerwerc bedingt
|
m/50 — — 14 —
m/50 Ketoglutarsdure m/100 18 4
m/50 Brenztraubensiure | m/100 16 2
m/50 Oxalessigséiiure m/100 16 2
b)

Versuchsdauer: 2 Stunden.
Als Coferment wurde reines Bariumdinucleotid verwendet.

. mm? mm?
d-Alanin Zusatz Mol 0.-Verbrauch 0,-Verbrauch
Mol. o], Loerws d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/50 — — 19 —
— {-Histidin m/100 13 —
— {-Imidazol-
milchsdure m/100 7 —
m/50 [-Histidin m/100 864 332
m/50 [-Imidazol-
milchsiure /100 ! 85 59
m/50 — i — 21 —
— [-Histidin m/100 5 —
— d-Imidazol-
milchsdure /100 5 —
m/50 [-Histidin m/100 696 670
m/50 d-Imidazol-
milchséure m/100 70 44
|
m/100 — — 0 —
— Milchsaure m/50 13 —
m/100 | Milchsdure m/50 22 9

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.

Von den zahlreich untersuchten Aminen erwies sich nur das Histamin als wirksam.
Wenn auch seine Effektorenwirkung bedeutend kleiner ist als diejenige des Histidins, so
ist der Effekt doch eindeutig nachweisbar (Tab. 6).
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Tabelle 6.
Als Coferment wurde reines Bariumdinucleotid verwendet.
Versuchsdauer: 2 Stunden.

d-Alanin ' mm? e
-Alanin | . ‘ 5 0,-Verbrauch
Mol | Auwsatz Mol | OpVerbrauch | 4 ¥y} 4iviorung
k ‘ abziigl. Leerwert bedingt
m/50 — — 1 19 —
— I-Histidin m/100 13 —
— Histamin m/100 2 —
m/50 [-Histidin m/100 864 832
m/50 | Histamin | m/L00 107 386
m/50 | — - 18 —
—_ I.Tyrosin ' m/200 9 —
— Tyramin m/200 14 —
m/50 [-Tyrosin m/200 139 112
m/50 Tyramin m/200 8 -24
m/50 — — 20 —
— l-Lysin m/100 17 —
— Cadaverin m/100 -2 —_—
— Arcain m/100 4 _—
— Agmatin m/100 -4 —
— Putrescin m/100 4 —
m/50 | L-Lysin m/160 | 120 83
m/50 | Cadaverin m/100 3 -15
m/50 Arcain m/100 4 -12
m/50 Agmatin m/100 5 -19
m/50 Putrescin m/100 14 -10
m/50 | — — 25 _
— I-Alanin m/100 -3 —
—_ Athylamin m/100 -2 —
m/30 {-Alanin m/160 199 177
m/50 | Athylamin m/100 16 -7
m/50 — - 47 —
— I-Phenylalanin m/100 | 4 —
— Phenylathylamin m/100 ] 1 —
— I-Leucin m/100 4 —
— {-Iscamylamin m/100 i 8 —
m/50 | I-Phenylalanin m/100 ‘ 270 219
m/50 Phenylithylamin m/100 16 - 32
m/50 l-Leucin m/100 256 205
m/50 Isoamylamin m/100 3 - 52

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.
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B-Alanin zeigte keine aktivierende Wirkung auf die d-Aminosiure-oxydase:

Tabelle 7.

Versuchsdauer: 2 Stunden.

mm? mm?
d-Alanin B-Alanin 0..Verbrauch 0,-Verbrauch
Mol. Mol. z- v erbrauc d. Aktivierung
abziigl. Leerwert hedingt
m/50 — 18 —
— m/100 7 —
m/50 m/100 14 -11

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.

Weiterhin haben wir methyl- und benzoylsubstituierte Aminosauren auf ihre akti-
vierende Wirkung gepriift. Es zeigte sich, dass die Einfithrung einer Methylgruppe die
Aktivitit ganz erheblich herabsetzt, wihrend die mit Benzoyl substituierten Amino-
sduren sich als vollstindig inaktiv erwiesen:

Tabelle 8.
a)
Als Coferment wurde reines Bariumdinucleotid verwendet.
Versuchsdauer: 2 Stunden.

. mm? mm?
d-Alanin Zusatz Mol. Q,-Verbrauch Oz-Ver.bya.uch
Mol. b 2 L1 ’ d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/50 — — 19 —

— [-Histidin m/100 13 —

_ «-Benzoyl-histidin | m/100 5 —
m/50 {-Histidin m/100 864 832
m/50 «-Benzoyl-histidin m/100 22 - 2

b)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
mm?3
dAlanin | I-Histidin | Methyl- mm? 0,-Verbrauch
histidin 0O,-Verbrauch A
Mol. Mol. Mol batial. Leerw d. Aktivierung
ol. abziigl. Leerwert bedingt

m/50 — _— 14 —

m/50 m/100 — 341 327

m/50 m/1000 — 317 303

m/50 —_ m/100 129 115

m/50 — m/1000 24 1¢
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e)
Versuchsdauer: 1 Stunde.

. mm3 mm?
d-Alanin Zusatz Mol. Og-Verbrauch | OwVerbrauch
Mot. b 2 | Leerwert d. Aktivierung
a0zugl. Leerwer bedant’

m/50 — — 21 —

m/50 [-Asparaginsiure m/100 258 237

— Benzoyl-asparaginsiure m/100 0 —

m/50 Benzoyl-asparaginsiure m/100 33 12

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.

Ohne aktivierenden Einfluss waren folgende Substanzen: Thyroxin, Harnstoff,
Betainchlorid, Glycocyamin, Urocaninsiure, Kreatin, Guanidin, Nicotylamid, Natrium-
chlorid.

Wirkungsweise der Peptide.

Peptide erwiesen sich im Prinzip in gleicher Weise aktiv wie die einzelnen Amino-
séduren:

Tabelle 9.
a)
Versuchsdauer: 1 Stunde.

. mm? mm?
d-Alanin I-Histidin Carnosin O,-Verbrauch
0O,-Verbrauch L e

Mol. Mol. Mol. | . d. Aktivierung

abziigl. Leerwert bedingt

m/50 — — 14 —

m/50 m/1000 — 317 303

m/50 m/10000 — 91 77

m/50 — m/1000 204 190

m/50 — m/10000 84 70

b)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
- mm?3 mm?
d-Alanin Zusatz Mol. 0,-Verbrauch Oz-VeI:bl.‘a.uch
Mol. 2 d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/50 — — 14 —_—

— Glyeyl-glycin m/100 -1 —
m/50 Glykokoll m/100 93 79
m/50 Glykokoll m/50 173 159
m/50 Glyceyl-glycin m/100 173 160

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.
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Wirkungsweise der Protamine und anderer Proteine.

Untersuchungen hinsichtlich der aktivierenden Wirkung von Proteinen bestitigen
die in Tabelle 9 angefiihrten Ergebnisse. Auch zu langeren Peptidketten vereinigte Amino-
sauren zeigen die typische Effektorenwirkung. Weiterhin liess sich nachweisen, dass die
Intensitit der Wirkung vom Histidingehalt abhangig ist. Minimale Konzentrationen
histidinhaltiger Eiweisskérper aktivieren dementsprechend in spezifischer Weise. Wihrend
die histidinfreien Protamine Clupein, Esocin, Coregonin, Scombrin nur bis m/1000-Kon-
zentration aktivieren, aktiviert das histidinreiche Sturin bei viel niedrigeren Konzentra-
tionen (unter m/5000) noch dusserst stark. Besonders sei auch auf die starke Wirkung des
an Histidin reichen Globins und der Globinalbumose hingewiesen:

Tabelle 10.

a)

Versuchsdauer: 1 Stunde.

. . o mm3 mm?
d-Alanin I-Histidin S:ourm 0.-Verbrauch 0O,-Verbrauch

Mol Mol. Konz. o . d. Aktivierung

abziigl. Leerwert bedingt
w/25 — — 39 —
m/25 m/100 — 460 421
m/25 m/1000 — 449 410
/25 m/5000 — 377 338
m/25 m/50000 — 117 78

— — (m/100) 5 —

—_ — (m/1000) 5 —

— — (m/5000) 2 —

— — (m/50000) - 4 —
m/25 — (m/100) 196 152
m/25 — (m/1000) 388 344
m/25 — (m/5000) 328 287
m/25 — (m/50000) 50 15

b)
Versuchsdauer: 1 Stunde.

. \ . mm3 mm®
d-Alanin Sturin Scombrin 0.-Verh h 0,-Verbrauch
Mol. Konaz. Konz. eV er rauc{ d. Aktivierung

abziigl. Leerwert bedingt

m/25 — — 26 —

m/25 (m/500) — 349 323

m/25 (m/10000) — 157 131

m/25 (m/30000) — 53 27

m/25 — m/500) 186 160

m/25 — (m/10000) 42 16

m/25 — (m/30000) 34 8
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e)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
‘ . mm3 mm?
d-Alanin Zusatz Konz. O,-Verbrauch | OwVerbrauch
Mol. 2 d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/25 — — 28 _—
— | Coregonin (m/100) + -—
m/25 | Coregonin (m/100) 51 19
— | Scombrin (m/100) 0 —
m/25 | Scombrin (m/100) 263 235
—_ Esocin {m/100) -2 —
m/25 | Esocin (m/100) 56 30
m/25 — _— 27 —
— Esocin {m/500) 3 —
m/25 Esocin (m/500) 49 19
— Coregonin (m/500) 3 —
m/25 | Coregonin (m/500) 36 6
)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
mm? mm?
d-Alanin Clupein 0O.-Verbrauch 0,-Verbrauch
Mol. Konz. 27V erbra d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/25 — 39 —
— (m/100) -2 —
— (m/1000) 0 —
— (m/5000) - 4 —
— (m/50000) 2 —
m/25 (m/100) 132 95
m/25 (m/1000) 131 92
m/25 (m/5000) 33 - 2
m/25 (m/50000) 28 -13
Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.
Tabelle 11.
a)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
| 3
At mm? mim
d-Alanin Zusatz Konz. | 0,.Verbrauch | Oz Yerbrauch
Mol. 2 LL " d. Aktivierung
abziigl. Leerwer bedingt
m/25 — — 27 —
— Seidenpepton | (m/500) | 4 —
m/25 Seidenpepton (m/500) | 353 322
m/25 — — 24 —
— Seidenpepton | (m/5000) - 6 —
m/25 Seidenpepton (m/5000) 249 231
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b)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
) mm? mm?
d-Alanin | Globinalbumose 0,-Verbrauch
0,-Verbrauch A
Mol. Konz. . d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/25 — 42 —
-— (m/500) -1 —
— (m/5000) 0 —
— (m/20000) 5 —
m/25 (m/500) 489 448
m/25 (m/5000) 491 449
m/25 (m/20000) 535 488
Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.
Tabelle 12.
a)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
. mm3 mm?
d-Alanin Zusatz Konz. 0.-Verbrauch O,-Verbrauch
Mol. 2. 1. Leerw d. Aktivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/25 — — 27 —
m/25 Casein (m/500) 163 136
— Gliadin (m/500) -1 —
m/25 Gliadin (m/500) 32 6
m/25 — — 24 —
m/25 Casein (m/5060) 37 13
— Gliadin (m/5000) - 6 —
m/25 Gliadin (m/5000) ‘ 42 24
b)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
mm?3
d-Alanin Globin*) 0 er{)ls h 0,-Verbrauch
Mol. Konz. 27 Y erbrauchl 4 "Aptivierung
abziigl. Leerwert bedingt
m/25 — 50 —
— (m/500) 9 —_—
— (m/5000) 5 —_
m/25 (m/500) 346 287
m/25 (m/5000) 103 48

*} Aus Rinderblut.
Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.
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Die angegebenen Konzentrationen der Protamine, Peptone und Proteine sind in
folgender Weise zu interpretieren: Bei den histidinhaltigen Eiweisskorpern bezieht sich
die angegebene Molaritdt auf den Histidingehalt. Die iibrigen Eiweisskérper wurden,
sofern das Molekulargewicht bekannt war, in gleicher molarer Konzentration zugesetzt,
sonst wurde die dem histidinhaltigen Eiweisskorper entsprechende Konzentration ver-
wendet.

Hinsichtlich der unter Tabelle 10 und 12 angefiihrten Ergebnisse handelt es sich
lediglich um Resultate einiger orientierender Versuche. Es hat sich immerhin gezeigt,
dass mehrere gleichzeitig zugesetzte Aminosauren sich in komplexer Weise gegenseitig
beeinflussen, und dass die Konzentrationsverhaltnisse von entscheidender Bedeutung
sind. Da sich daraus eine sehr grosse Anzahl von Kombinationsméglichkeiten ergibt,
werden weitere ausgedehnte Untersuchungen zur Abklirung dieser Zusammenhinge
notig sein.

Abhéngigkeit der Aktivierungsgrosse von der d-Alanin-Konzentration.

Die Tatsache, dass Zusatz einer d-Aminosédure zur d-Aminosiure-oxydase bei Gegen-
wart einer l-Aminosiure eine Steigerung des Sauerstoff-Verbrauchs und der Ammoniak-
Bildung bewirkt, beweist noch nicht, dass nur die d-Aminosidure vom Abbau betroffen
wird. Der Steigerungseffekt minimaler Histidinkonzentrationen lidsst sich jedoch nur
durch deren Katalysatorwirkung erkliren. In Analogie war deshalb anzunehmen, dass
l-Aminosduren, in grosserer Konzentration zugesetzt, in gleicher Weise als Katalysatoren
wirken. Im gleichen Sinn sprechen auch Abbauversuche bei Zusatz verschiedener Kon-
zentrationen von d-Alanin. Es zeigte sich nidmlich, dass die Abbaugrosse in typischer
Weise von der d-Alaninkonzentration abhangt. Ausserdem wird im folgenden Absatz
gezeigt, dass beim Abbau von d-Alanin immer unter den gegebenen Bedingungen Brenz-
traubensaure entsteht, wihrend beim Abbau von d-Leucin, welches durch Enzym abge-
baut wird, das durch I-Alanin aktiviert wurde, keine Brenztraubensiure nachweisbar ist.
Y Verein mit der oben erwithnten Tatsache, dass Spuren von Histidin den d-Amino-
siureabbau zu aktivieren vermogen, lasst sich wohl schwerlich eine andere Deutung
finden als die, dass die d-Aminoséure abgebaut wird, und die !-Aminosiure
als Aktivator funktioniert.

Tabelle 13.

Versuchsdauer: 2 Stunden.

mm?® [ mm? mm?® mm?
d-Alanin |I-Histidin Oz-Verbrauch’Og-Verbrauch NH,-Bildung |NH,-Bildung
Mol. Mol. abziiglich |d. Aktivierg.| abaziiglich |d. Aktivierg.
Leerwert bedingt Leerwert bedingt
— m/300 0 — -14 —
m/25 — 130 — 179 —
m/50 | — 38 — 64 —
m/100 — 16 — 38 —
m/25 m/300 508 3178 566 401
m/50 m/300 324 286 394 344
m/100 | m/300 186 170 227 203

Die Praparation des Enzyms erfolgte wie im Kommentar zu Fig. 1 beschrieben ist.
Pro Ansatz wurde 0,18 cm? Proteinlésung und 0,036 cm?® Hefeextrakt verwendet.
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Nachweis der Ketonsiuren.

In cinzelnen Fillen haben wir die Ketosiuren nachgewiesen. Wird die d-Amino-
siure-oxydase in gereinigter Form verwendet, so wird die entstehende Ketosfiure nach
Holleman durch das bei der oxydativen Desaminierung entstandene Wasserstoffperoxyd
zu der um ein C-Atom drmeren Fettsiure decarboxyliert. Um die Ketosauren nachweisen
zu koénnen, muss dementsprechend Katalase zugesetzt werden, welche das entstandere
Wasserstoffperoxyd sofort zersetzt. Wir verwendeten als Katalace hamolysierte Ratten-
Erythrocyten. Es zeigte sich aber, dass dadurch schon eine Aktivierung der d-Amino-
sdure-oxydase zustande kommt. Dieser Effekt war von vornherein zu erwarten, nachdem
wir oben zeigen konnten, dass auch nur durch Globinzusatz der Abbau der d-Aminosédure
stark gesteigert wird. Bel Zusatz von Katalase, d-Alanin und I-Histidin zur d-Aminosaure-
oxydase liessen sich betrachtliche Mengen Brenztraubensdure nachweisen. Wurde jedoch
der d-Leucinabbau durch I-Alanin aktiviert, so konnte keine Brenztraubensiure nach-
gewiesen werden. Wie die Verhaltnisse liegen, wenn die Aktivierung durch eine d-Amino-
sidure erfolgt, muss in weiteren Untersuchungen abgeklirt werden:

Tabelle 14.

Katalasezusatz: Ein abgemessenes Volumen Ratten-Citratblut wurde dreimal
mit dem zehnfachen Volumen Ringer-Losung ausgewaschen. Das urspriingliche Volumen
wurde mit der fiinfzehnfachen Puffermenge versetzt und das in der Tabelle angegebene
Volumen verwendet. Enzym: Pro Ansatz wurde 0,18 cm?® Proteinlésung und 0,036 cm?®
Hefe-Extrakt verwendet:

a)
Versuchsdauer: 2 Stunden.
s mm? s mm?
% mm 0,-Ver- mm NH;-
Katalase | d-Alanin |!-Histidin O.-Ver- | brauch NHf Bildung Pyruvinat
em® | Mol Mol brauch durch | Bildung | durch Mol
J ) " |abgziiglich | Aktivie- |abziiglich | Aktivie- o
‘ Leerwert rung | Leerwert | Iung
| bedingt bedingt
0,1 | m/100 — 110 — 183 — m/587
01 | — m/50 4 — 21 — 0
0,1 | m/100 | m/50 271 157 415 211 m/228
b)
Versuchsdauer: 2 Stunden.
mm? mm?
mm? 0,-Ver- I{lma NH;-
Katalasc | d-Leucin | I-Alanin | O Ver- | brauch | NHy- | Bildung Pyruvinat
em?® Mol. | Mol brauch durch | Bildung | durch Mol
T " labziiglich | Aktivie- |abziiglich | Aktivie- oL
Leerwert rung | Leerwert rung
bedingt bedingt
S - ———— S
0,1 m/50 — 120 — 184 | — 0
01 | — m/100 8 — -3 — 0
01 | m/50 | m/1co 175 | 4T 264 83 | o
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Aktivierung des Abbaues verschiedener d-Aminosiuren durch !-Histidin.

Die bisher beschriebenen Aktivierungsversuche wurden im wesentlichen am Beispiel
des d-Alaninabbaues durchgefithrt. Wir haben aber auch eine Anzahl anderer d-Amino-
siuren in entsprechender Weise untersucht. Dariiber werden wir in einer spateren Mit-
teilung berichten. Wir wollen lediglich die Tatsache vorwegnehmen, dass sich die d-Amino-
siuren in zwei Gruppen einteilen lassen: Der Abbau der ersten Gruppe von d-Amino-
siuren lasst sich durch andere Aminosiuren stark aktivieren, bei einer zweiten Gruppe
ist der Aktivierungseffekt geringfiigig oder nicht nachweisbar. Soweit sich die Verhiltnisse
beim gegenwirtigen Stand der Untersuchung iuberblicken lassen, finden sich in der ersten
Gruppe die Monoamino-monocarbonsduren, wihrend die zweite Gruppe aus Vertretern
der Monoamino-dicarbonsduren und der basischen Aminosduren besteht:

Tabelle 15.

a)
Versuchsdauer: 2 Stunden.

!‘ s mm? s mm?
Y 2-Ver- rauc NH;- ildung
P sedin Zusatz Mol | brauch | durch | Bildung | durch”
abziiglich | Aktivie- abziiglich Aktivie-
Leerwert rung Leerwert rung
bedingt bedingt
— d-Alanin m/50 21 — 22 —
— d-Valin m/50 11 — 20 —_
— d-Leucin m/50 13 — 20 —
— d-Isoleucin m/50 7 — 18 —
— d-Phenylalanin m/50 38 — 40 —
— d-Histidin m/50 13 — 12 —
— d-Asparaginsiure | m/50 92 — 112 —
— d-Glutaminsiure m/50 13 — 18 —
m/100 — —_ 5 — 6 —
m/100 | d-Alanin m/50 696 670 917 889
m/100 | d-Valin m/50 | 519 503 834 808
m/100 | d-Leucin m/50 | 306 288 507 481
m/100 | d-Isoleucin m/50 805 793 1064 1040
m/100 | d-Phenylalanin m/50 559 546 744 698
m/100 | d-Histidin m/50 69 51 61 43
m/100 | d-Asparaginsiure | m/50 126 29 — —
m/100 | d-Glutaminsiure m/50 24 6 9 -15
b)
Versuchsdauer: 1 Stunde.
 Histidi , o mm?3 me3
-Histidin - .
Mol. Zusatz: Mol. | aXféEﬁi%"h d?ﬁk?iggﬁffg
; Leerwert bedingt
— d-Arginin m/25 1 12 —_
m/100 ‘ d-Arginin m/25 1 31 19

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.
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Aktivierung von Rohfermenten.

In cinigen orientierenden Versuchen haben wir festgestellt, dass auch in ungerei-
nigten Enzymlésungen die Aktivierung nachweisbar ist. Da in solchen Lésungen also
Aminosiduren, Peptide und Proteine gleichzeitig auf das Enzym einwirken, kommt es zur
Aushildung komplizierter Gleichgewichte, die auch zur Hemmung der Enzymreaktion
fiihren kénnen. Es war deshalb von vornherein anzunehmen, dass bei Verwendung un-
gereinigter Enzymlosungen der Aktivierungseffekt in viel geringerem Masse in Erschei-
nung treten wird.

Tabelle 16.

Rattennieren wurden mit feinem Seesand verrieben, mit der fiinffachen Menge
Phosphatpuffer py = 8,0 versetzt und zentrifugiert. Pro Ansatz wurde 1 cm?® des Ex-
traktes verwendet.

Versuchsdauer: 1 Stunde.

! mm? mm? mm? mm?
d-Alanin l-HiﬁtidiniOZ-Verbmuch 0,-Verbrauch| NH,-Bildung| NH,-Bildung
Mol. Mol. abziiglich |d. Aktivierg.| abziiglich |d. Aktivierg.
‘ Leerwert bedingt Leerwert bedingt
m/50 ‘ 113 — 227 —
— m/lOO 8 — -1 —
/50 m/100 ] 140 19 274 48

Tabelle 17.

Acetoutrockenpulver von Schweinenieren wurde wiahrend einer halben Stunde bei 38°
mit dem zwanzigfachen Volumen Phosphatpuffer py = 8 extrahiert und davon 0,3 em?
pro Ansatz verwendet.

Versuchsdauer: 21, Stunden.

o mm? ‘ mm?
d-Alanin I-Histidin O,-Verbrauch | O,-Verbrauch
Mol. Mol. abzliglich | d. Aktivierung
Leerwert | bedingt
}
m/100 - 11 T —
— m/40 3 ‘ —
m/100 m/40 50 ‘ 36

Schliesslich haben wir in einigen Kontrollversuchen gepriift, ob die zugesetzten
I-Aminosduren anstelle des Cofermentes oder Apofermentes wirken konnten. Wie zu er-
warten war, hat sich gezeigt, dass nur bei Gegenwart des spezifischen Cofer-
mentes und Apofermentes das Enzym wirksam ist.

Besprechung der Ergebnisse.

Aus den hier mitgeteilten Tatsachen ergibt sich, dass sich die
verschiedenartigsten Aminosfduren beim oxydativen Abbau gegen-
seitig beeinflussen konnen. Wirkt das Ferment in hoher Konzen-
tration, so beobachtet man sowohl beim Roh- als auch beim Rein-
ferment die ,,antipodische Hemmung‘, wie sie in den vorange-
gangenen Mitteilungen?!) ausfiithrlich beschrieben wurde. Wirkt das

1) Helv. 27, 1824, 1831 (1944).
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Ferment jedoch in niedriger Konzentration, so beobachtet man nun
eine eminente Aktivierung des oxydativen Abbaus der d-Amino-
sauren. Diese Aktivierung wird nun sowohl durch d- als auch durch
I-Aminosiduren bewirkt. Der Aktivierungseffekt ist umso grésser, je
weiter die Reinigung der d-Aminosidure-oxydase getrieben ist. Man
kann in Bezug auf diesen Aktivierungseffekt die einzelnen Amino-
sduren in zwei Gruppen zusammenfassen:

Die erste Gruppe dieser Aminosiuren umfasst diejenigen, deren
I-Formen durch Schnitte, Hackbrei und Extrakte nur in minimalem
Masse abgebaut werden. Der Abbau der d-Formen dieser Amino-
sduren-ist nun durch I- und d-Aminosiuren dusserst stark aktivierbar.
Zu dieser Gruppe gehéren alle untersuchten Monoaminomonocarbon-
sduren wie Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin. -

Die zweite Gruppe der Aminosduren umfasst solche, deren I-
Formen durch sehr stark wirkende, spezifische Enzyme in den ver-
schiedenen Organen abgebaut werden. Zu dieser gehdren: I-Histidin
(durch Histidase), I-Arginin (durch Arginase), I-Glutaminsiure (durch
Glutaminsiure-dehydrase), I-Asparaginsiure, die durch ein Enzym
abgebaut wird, welches sich héchst wahrscheinlich von den iibrigen
Aminosiure-oxydasen unterscheidet, wie der Eine von uns gemeinsam
mit H. Grauver in der 2. Abhandlung?!) durch die spezifische Hemm-
barkeit nachgewiesen hat. Diese zweite Gruppe von Aminosiuren
verhilt sich so, dass der Abbau ihrer d-Formen durch die Gegenwart
anderer /- und d-Aminosiuren wohl prinzipiell auch aktiviert werden
kann, dass diese Aktivierung jedoch nur ganz minimal ist. Uber-
raschenderweise wirken jedoch Aminosiuren dieser zweiten Gruppe
als die stiarksten Aktivatoren des Abbaues der d-Monoamino-mono-
carbonsiduren und zwar wirkt I- und d-Histidin am allerstirksten, so
dass wenige Gamma dieser Aminosdure pro cm? geniigen, um in
manchen Fillen eine zwanzigfache Aktivierung herbeizufiihren.
Nach der Stirke des Aktivierungseffekts ordnen sie sich zu der fol-
genden Reihe: I- und d-Histidin - I- und 4-Asparaginsaure - [- und
d-Glutaminsidure - I- und d-Arginin.

Die Versuche mit verschiedenen Proteinen und Peptiden zeigen
weiterhin, dass der Histidingehalt der einzelnen Proteine fur die
Aktivierung des oxydativen Abbaues der d-Monoamino-monocarbon-
sduren integrierend ist. Sie zeigen also, dass nicht nur freje Amino-
sduren den oxydativen Abbau der einfachen Aminosduren ent-
scheidend beeinflussen, sondern dass auch das intraprotein gebundene
Histidin die gleiche Wirkung hat. Durch diese Beobachtung wird
nun auch in anderer Hinsicht ein Ausblick erdffnet. Es ist wahr-
scheinlich, dass die von F. Miescher zuerst beobachtete Liquidation
des Xorpereiweisses bei der Protaminbildung durch derartige Phéno-

1) Helv. 27, 928 (1944).
52
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mene gesteuert wird. Die spezifische Auswahl der Eiweissbausteine,
die bei diesem Umbau von Kérpereiweiss stattfindet, indem gewisse
Aminosduren dem oxydativen Abbau anheimfallen und andere,
besonders die Hexonbasen, gespeichert werden, ist wahrscheinlich
durch derartige Aktivierungsvorginge erklirbar. Wenn z.B. im
Protamin Clupein sich nur die Aminosiduren Arginin, Alanin, Serin,
Valin und Prolin vorfinden, wihrend Steudel und Swuzukil) in der
Hoden-Zwischenfliissigkeit Leucin, Tyrosin, Lysin, Histidin, Cystein
und Tryptophan fanden, so ist es wohl héchst wahrscheinlich, dass
eine derartige spezifische Auswahl von Eiweissbausteinen durch ein
Regulations-System bewirkt wird, welches im Prinzip auf der von
uns beobachteten Effektorenwirkung einzelner Aminosduren und
Eiweisskorper beruht. Im speziellen miisste das natiirlich noch unter-
sucht werden.

Es ist weiterhin bemerkenswert, dass auch das Decarboxy-
lierungsprodukt des Histidins, das Histamin, wie wir oben gezeigt
haben, gegeniiber allen anderen Aporrhegmen eine Vorzugsstellung
einnimmt, indem es das einzige biogene Amin ist, welches den oxy-
dativen Abbau der d-Aminosduren stark zu aktivieren vermag.

Alle diese Tatsachen dringen zu der Frage nach der Bedeutung
der d-Aminosidure-oxydase fiir den Eiweisstoffwechsel. Die bisherigen
Vorstellungen, die besonders durch die bekannten Arbeiten von
Kogl und vieler anderer entwickelt wurden, setzen als biologische
Funktion der d-Aminosidure-oxydase die Aufrechterhaltung der
optischen Reinheit der Proteine. Auf Grund unserer Beobachtungen
méochten wir hier aber noch auf eine weitere Mdglichkeit hinweisen.
Die gewaltige Aktivitit der d-Aminosiure-oxydase im Gegensatz
zu der minimalen Abbaugrésse der I-Monoamino-monocarbonsiuren
héitte keinen physiologischen Sinn, wenn tatsichlich nur Spuren von
d-Aminosduren im Stoffwechsel auftreten wiirden. Wenn man aber
die Annahme macht, dass der Abbau der Aminosiuren in der Weise
erfolgt, dass durch stédndige Aminierungen und Umaminierungen im
Sinne von F. Knoop, sowie von Braunstein und Kritzmann?) der ganze
Eiweiss-Stoffwechsel so stattfindet, dass der Abbau der Amino-
sduren iber die d-Formen geht, indem bei der Neubildung von
Aminosduren sich immer solche d-Formen intermediir bilden, so
wiirden diese von uns mitgeteilten Beobachtungen eine Klirung
iiber den Weg dieses Abbaues bringen. Dies ist natiirlich zunichst
nur eine Hypothese. Aber gewisse Andeutungen in den Arbeiten von
Braunstein weisen darauf hin, dass die Umaminierungsreaktionen
nicht streng optisch spezifisch verlaufen. Wir werden deshalb in
dieser Hinsicht Untersuchungen durchfilhren.

1) Z. physiol. Ch. 127, 1 (1922).
2) Enzymol. 2, 129, 138 (1937), 7, 25 (1939).
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Green') berichtet iiber Versuche, die zur Isolicrung einer 16s-
lichen [-Aminosiure-oxydase gefithrt haben. Da uns diese Arbeit nur
im Referat zuginglich ist, k6nnen wir die Aktivitit seines Enzyms
nicht mit unseren Versuchen vergleichen. Auch se1 hicr in diesem
Zusammenhang auf die interessanten Untersuchungen von A. Zeller?)
hingewiesen, der im Sechlangengift eine &usserst aktive Ophio-I-
Aminosidure-oxydase gefunden hat. Es sei hier ausdriicklich hervor-
gehoben, dass wir nicht annehmen, dass im Siugergewebe gar keine
spezifischen I-Aminosiure-oxydasen existieren. Die eminente Ak-
tivitit der d-Aminosdure-oxydase ldsst sich aber zunichst nur mit
der Vorstellung des von uns vermuteten Reaktions-Schemas er-
kliren. Die Zeller’sche Ophio-I-Aminosiure-oxydase, die bei den
Reptilien auftritt, stellt einen wichtigen Spezialfall eines Enzyms
dar, der selbstverstindlich nicht ohne weiteres mit den Stoffwechsel-
vorgidngen im Sidugerorganismus verglichen werden kann. Ihre grosse
Aktivitit zeigt, dass auf phylogenetischer und 6kologischer Grund-
lage Enzymsysteme sich zu maximaler Leistungsfihigkeit ent-
wickeln konunen.

Die beschriebene Effektorenwirkung gewisser Aminosduren und

Eiweisskorper erdffnet einen Weg zur Klirung der spezifisch-
dynamischen Wirkung der Aminosiuren.

Zusammenfassung.

1. Es werden Versuche itber die Hemmung und Aktivierung der
d-Aminosidure-oxydase mitgeteilt.

2. Gereinigte d-Aminosidure-oxydase in niedriger Konzentration
wird durch alle untersuchten d- und l-Aminosduren aktiviert.

3. Die oxydative Desaminierung der d-Moncamino-monocarbon-
sduren wird am stirksten durch I- und d-Histidin aktiviert und zwar
wirkt diese Aminosiure schon in Gammakonzentrition pro cm3.

4. Je weiter die Reinigung der d-Aminosdure-oxydase getrieben
wird, desto stirker ist der Aktivierungseffekt.

5. Diejenigen Aminosduren, deren I-Formen durch spezifische.
Enzyme abgebaut werden, wie Histidin, Asparaginsdure, Glutamin-
sdure, Arginin wirken entsprechend der angegebenen Reihenfolge als
besonders starke Aktivatoren.

6. Proteine wirken ebenfalls als Aktivatoren der d-Aminosiure-
oxydase. Je reicher an Histidin sie sind, desto stirker wirken sie.

Frl. Frieda Nebiker hat bei den Versuchen wertvolle Hilfe geleistet.

Physiologisch-chemisches Institut der Universitit Basel.

1) J. Biol. Chem. 148, 461 (1943).
?) Helv. 28, 365 (1945).





