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gewaschen und schliesslich niit Ather-Eisessig 10: 1 eluiert. Durch diese Anderungcn Iasst 
sich die chromatogrsphische Reinigung bedeutcnd kurzen und vereinfachen. 

Die in der friiheren Vorschrift angegebene Fallung des Farbstoffes als Natriumsalz 
fie1 weg. Statt dessen wurde nun das nach der -4dsorption in Xethanol iibergefiihrte Kon- 
zentrat in einer durch Evakuieren entliifteten Ampulle eingeschmolzen und 2 bis 3 Wochen 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dabei krystallisierte der Farbstoff zusammen 
rnit grosseren Xengen Fettsauren aus. Letztere wurden durch Waschen mit Petrolather 
entfernt. Bei raschem Arbeiten blieb so der Farhstoff ungelost und lag nach dem Bus- 
kochen init Nethanol und Petrolather schon ziemlich rein vor. Die Ausbeuten liessen sich 
durch die beschriehenen Anderungen auf ca. 3-5 mg pro kg Hefehrei steigern. 

Trotz mehrmaligem Umkrystallisieren am Benzol-Methanol konnte das freie To- 
rularhodin nicht aschefrei erhalten werden. Doch zeigten die Bnalysen von 3 Praparaten 
init vcrschiedenem Aschegehalt zienilich gute Ubereinstimmung : 

C,,H.,,O, Ber. C 84,66 H 9,24”/, 
Gef.’) ,, 84,66; 84,55; 84,85 ., 9,37; 9,23; 9,74% 

Mikrohylrierung: 2,30 mg verbranchten bei 18,6O und 732 m m  1,265 cm3 Wasser- 
stoff. Fur 12 Doppelbindungen berechnen sich 1,310 em3. 

Tor  ul a r h o d i n  ~ met  h y le s t c r. 
28 ing rohrr Farbstoff wurden in 20 cnin Benzol gelost uncl niit 1,s 3101 Diazo- 

methan in Ather versetzt. Nach 2 Stunden wurde im Vakuum verdanipft und der Ruck- 
stand aus Benzol-Methanol umgelost. Dunkelrote Nadelchen, Smp. 172-173O unkorr. 

Cn8Hj002 Ber. C 84,71 H 9,36 OCH, 5,75%, 
Gef. ., 84,74 ,, 9,9S ,, 5,83”/0 

Die Verhindung war aschefrei. 
Absorptionsspektren in: Schwefelkohlenstoff 581 641 502 nip 

Benzol 554 517 484 m p  
Benzin 633 498 465 m,u 
Pyridin 560 519 485 m p  
Alkohol 533 496 464 m p  

Ziirich, Chemisches Institut der Universitiit. 

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

Effektoren des oxydativen Abbaues der Aminosauren 

(18. v. 45.) 

6. Die Funktion der Aminosauren und Eiweisskorper als 

von S. Edlbaeher und 0. Wiss. 

In  einer Reihe von Mitteilungen hsben mir iiber den enzymati- 
when Abbau der Amiaosauren berichtetz) und gezeigt, dass bei Wahl 
geeigneter Versuchsbedingungen die optischen Antipoden der Amino- 
sauren diesen Abbau hemmen konnen. Diese antipodische Hemmung 
zeigt deutlich, dass zwischen dem Stoffweehsel der Z- und d-Formen 

l) Nach Abzng des Aschegehaltes. 
2,  Helv. 27, 1824, 1831 (1944). 
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Beziehcrigen bestehen, denen moglicherweise eine grosse physio- 
logische Rolle zufallt. Schon in der letzten Mitteilungl) 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 0. Wus'bt~ry 
unci C'h~ist imn~) beschriebene d-Aminosaure-oxydase nach dem von 
NegeZein und BrOmeZ3) angegebenen Verfahren weitgehend gereinigt, 
indem wir diese Reinigung bis zur Spaltung des Symplexes in Protein 
unrl Coferment durchfuhrten. In  den meisten Fallen wurde als Cofer- 
ment der iiber die Phenolevtraktion gereinigte Hefekochsaft ver- 
wendet. I n  einzelnen Fallen jedoch gelangte das reine, krystallisierte 
Bariumsalz des Dinucleotids zur Anwendung. Es ergab sich dabei, 
dass rlas rohe Coferment aus Hefephenolextrakt und das reine Dinn- 
deotid in gleicher Weise wirken. L a s t  man nun eine konzentrierte 
Losung der gereinigten, reaktivierten d-AminosBure-oxydase niit 
d-Alanin reagieren, so wird die oxydative Desaminierung des cl- 
Blenins durch verschiedene 2-Aminosauren antipodisch gehemmt. 
Die antipodische Hemmbarkeit ist somit nicht an die Gegenwart 
von Begleitstoffen geknupft, sondern eine Eigentiimlichkeit der reinen 
d-Aminosiiure-oxydase. Lasst man jedoch die gereinigte d-Aminosaure- 
ovydase in g e r i n  g e r R o n z e n t r a t i o n auf d-Aminosauren einwir- 
ken, s o  ve rwande l t  s ich de r  Hemmungse f fek t  ciurch zuge-  
se t z t e  ande re  A m i n o s a u r e n i n  e ine  Ak t iv i e rung .  Esgelingt so, 
eine durch Verdknung fast vollstandig inaktive Losung der &Amino, 
siiure-oxydase durc,h Zugabe anderer Aminosauren xu ca. fiinfzig- 
facher Aktivitat zu steigern. Es zeigte sich weiter, (lass der oxydative 
Rbbau der d-.~4minos%uren durch das verdiinnte Reinferment nicht 
nur durch I-, sondern auch durch d-Aminosauren aktiviert werden 
kann. 

Da dieser Aktivierungseffekt der d-ilminosa,ure-oxycfase nicht 
nur beini oxydativen Abbau des d-Alanins, sondern auch bei einer 
grossen Zahl anderer d-Aminosauren eintritt, und da andererseits die 
Mehrzahl der d- und Z-Aminosiiuren als Aktivatoren wirken konnen, 
lasst sich das ganze Problem in den einfachen Satz zusammenfassen: 
Die Z- und cl-Aminosauren sind positive oder negative Effektoren des 
oxydativen Abbaues der d-Aminoshren. Es hiingt nur von der 
Enzymkonzentration ah, oh eine Hemmung oder Aktivierung statt- 
findet. Uber die physiologischen Eonsequenzen dieser Tatsache wird 
am Schluss dieser Abhandlung noch gesprochen werden. Die ein- 
zelnen 2- und d-Aminosiiuren wirken verschieden stark als Akti- 

1) Helv. 27, 1824, 1831 (1944). 
3, Bioch. Z. 300, 225 (1939). 

*) Bioch. Z. 298, 150 (1938). 
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vatoren. Ton allen untersuehten Aminosauren erwiesen sich Z- iind 
&Histidin bei weitem a m  wirksamsten. 

Diese Untersuchungen wurden auch auf -4mine ausgedehnt. 
Diese zeigen im allgemeinen keinen Akti-vierungseffekt, nur durch 
H i s t a m i n  Liess sich die d-Aminosaure-osyclase zu betrachtlicher 
Aktivitat steigern. 

Einfache Peptide, sow-ie Peptone, Protarnine und komplizierter 
zusammengesetzte Proteine erweisen sich anch als Effektoren. 
Weiterhin liess sich nachweisen, dass der Histidingehalt dieser Stoffe 
die Aktivierungsgrosse entscheidend beeinflusst. 

Intraprotein gebundenes Histidin zeigt deninach tlieselbe spezi- 
fische Wirkung wie die freie Aminosaure. 

Methoden .  

Als Ausgangsmaterial fur gereinigtes Fermentprotein dientcn Schweinenieren, da 
Hammelnieren nicht erhiiltlich waren. Die Priiparation erfolgte nach der Vorschrift von 
Negeleiri und Rrb'meP). Urspriinglich wurde die Praparation, ausgehend von Schweine- 
nieren-Acetontrockenpulver, die bis zur Abtrennuny des Cofermentes getrieben wurde, 
tiiglich frivch vorgenommen. Spiiter bereiteten wir uns in einem grosseren Ansntz cn. 
3 g eines Dauerpraparates dieser Reinigungsstufe durch Trocknung bei Oo iiber Phouphor- 
pentoxyd im Vakuum. I m  Verlauf von 3 Wochen war keine erhebliche Abnahme der 
Enzyniaktivitat festzustellen. Das Trockenpulver liess sich - wahrend einer halben Stunde 
bei 38O mit Phosphatpuffer pH = 8,O extrahiert - nur teilweise wieder auflosen. Von dem 
Riickstsnd wurde abzentrifugiert, so dass eine wasserklare Losung resultierte. Den nativen 
Ratten-Nierenextrakt bereiteten wir wie friiher durch Verreiben der frisch entnommenen 
Nieren mittels Seesand. Als Coferment diente durch Phenolextraktion gereinigter Hefe- 
kochsaft2) oder das reine Bariumsalz des Dinucleotids. 

Zur Messung des Sauerstoff-Verbrauches und der Ammoniak-Bildung verwendetrn 
wir die Methoden von Warburg und Conzuay, wie wir sie in fru%eren Mitteilungen be- 
schrieben haben. Das Substrat, d. h. die d-Aminosaure wurde bei dem Warburg-Versucli 
nach einer Temperatur-Ausgleichsperiode von % Stunde eingekippt, wahrend die Aktivie- 
rungssubstanz oder der Hemmkorper zu Beginn des Versuchs in den Hauptraum gegebeii 
wurden. Die Gesamtfliissigkeit betrug in sllen Fiillen 3 cm3. Die BrenztrmbensBurc wurdt: 
nach der SaIicylaldehyd-Methode nach Straztb3) bestimmt. 

H e m m u n g  u n d  A k t i v i e r u n g  d e r  d -  Alnninoxydnsc d u r c h  l -Zcucin .  

Die natiirlichen Aminosiiuren hemmen den d-Aminosaureabbau bei variierter Sub- 
stratkonzentration und konstanter Reaktionsgeschwindigkeit immer um den gleichen 
Betrag, d. h. die Aktivitatskurve erleidet eine Parallelverschiebung, wie diese in der 5. 
Mitteilung4) beschrieben wurde. Daraus folgt, dass die prozentuale Hemmung des d- 
Aminosiiure-Abbaues vor allem bei Venvendnng kleiner Substratkonzentrationen in Er- 
scheinung tritt. Unter geeigneten Bedingungen liisst sich so zeigen, dass der d-Alanin- 
Abbau bei Verwendung von gereinigtem Ferment auch durch sehr kleine I-Lcucin-Kon- 
zentrationen ( 4 2 0 0 )  hemmbar ist. 

I )  Rioch. Z. 300, 225 (1939). 
2, Bioch. Z. 298, 150 (1938). 

Z. physiol. Ch. 244, 117 (1936). 
4, Helv. 27, und zwar S.1838 (1944). 
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d-Alanin 
Xol. 

m/200 

Tabelle 1. 
5 g Acetontrockenpulver wurden bis zur Ammoniumsulfat-Fallung verarbeitet und 
der Niederschlag in 22 cm3 Phosphatpuffer gelost. Davon wurde 1,5 cm3 pro Ansatz 

eingefiillt, pE = 7,0, Versuchsdauer 10 Minuten. 

Prozent nun3 l-Leucin 
0,-Verbrauch Hemnlung 

Mol' abzugl. Leerwert 

- 40 - 
m/50 15 62 yo 
m/100 21 48Y" 
m/200 23 420,; 

Bei Verwendung klc  i ner  e r  E nz y mlr onze n t r a  t i one n hingegen verringert sich 
der Hemmungseffekt. Bei noch weiterer Verdunnung der Enzymlosung erscheint das 
I-Leucin als Hemmkorper inaktiv, urn schliesslich in extrem verdiinnten Enzymlijsungrn 
nls Aktivator in Erscheinung zu treten, wie dns %US Fig. 1 hervorgeht. 

2 76 

LOG 
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100 
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70 
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40 
30 

I / 
I I f 

/ 11' 

Pig. 1. 
_ - -  mit Leucin. - ohne Leucin. 
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Die Rurvenpaare I, I1 und 111 zeigen den d-Alaninabbau bei verschiedenen Enzym- 

konzentrationen mit und ohne I-Leucinzusatz. 5 g Acetontrockenpulver aus Schweine- 
niere wurden bis zur Abtrennung des Cofermentes verarheitet, und die letzte Fallung in 
20 cm3 Phosphatpuffer pH = 8 gelijst (= Losung A). Die Rsaktivierung des Enzyms 
erfolgte durch Zusatz des Cofermentes aus Hefephenolextrakt’). Die d-Alanin-Endkon- 
zentration betrug in allen Ansatzen m/50, die Z-Leucin-Endkonzentration war immer m/40. 

Enzymlronzentration I und I’ = 0,125 em3 Losung 9 + 0,0125 cm3 Hefeextrakt. 
Enzymkonzentration TI und 11’ = 0,25 om3 Losung A + 0,025 cm3 Hefeextralrt. 
Enzymkonzentration I11 und 111’ = 1,0 cm3 Losung A $- 0,1 om3 Hefeextrakt. 

Bei zeitlicher Beobachtung des Reaktionsablaufes zeigte sich, dass zugesetztes 
E-Leucin unter allen Bedingungen den cl-Alaninabbau beeinflusst. Die Abbaulcnrven 
konnen wohl einzelne Partien gemeinsam haben, der Reaktionsablauf ist jedoch grund- 
legend geandert. 

- 

/-  

11 ml1OO d-Alanin 
/ frnI40 l-Leucin 

/ 
/ 

in Minuten 

Fig. 2. 

Iiurve I der Fig. 2 zeigt den Sbbau von m/100 d-Alanin. (Enzymkonzentration 
0,18 cm3 Losung A + 0,018 cm3 Hefeextrakt). Das Absinken der Reaktionsgeschwindig- 
keit kommt offensichtlich durch Erschopfung des Enzynis zustande, da das Substrat in 
grossem fjberschuss vorhanden ist. Zugesetztes Z-Leucin beeinflusst den Reaktionsablauf 
so, dass der Abbau mit konstanter Reaktionsgeschwindigkeit verlauft (Kurve 11, Fig. 2). 
Anfanglich resultiert eine Hemmung, die sich allmahlich in eine Aktivierung umkehrt. 
l-Leucinzusatz wirkt sich also folgendermassen aus: Bei hoher Enzymkonzentration tritt 
Hemmung em. Bei mittlerer Enzymkonzentration tritt zuerst Hemmung und spater 
Aktivierung ein. Bei niedriger Enzymkonzentration tritt Aktivierung ein. 

A k t i v i e r u n g  d u r c h  a n d e r e  I -  Aminosauren.  

I n  Erweiterung dieser Beobachtungen haben wir eine grosse Anzahl anderer Z- 
Aminosiiuren hinsichtlich ihrer Effektorenwirkung auf die d-Aminosaure-oxydase unter- 
sucht. Dabei zeigte sich, dass alle untersuchten I-Aminosauren eine steigernde Wirkung 
auf die d-Alanin-oxydase ausiiben (Tab. 2 a-g). 

l) Helv. 26, 864 (1943). 
51 
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- 
m/100 
m/100 
mil00 
ni/100 
m/lCO 
m/100 
mil00 
n1/100 

Tabelle 2. 
a) 

Versuchsdauer: 1 Stunde. 

abzhgl. Leerlr-ert 
- __ 

15 
59 

137 
89 
S6 

264 
131 
122 
112 

Zusatz I- Alanin 
Mol. 

m/50 
m/50 
m/50 
m/50 
m/5O 
m/50 
m/SO 
m/5O 
m/SO 

- 
I-Valin 
/-Leu& 
I-Isoleucin 
I-Phenylalanin 
I-Asparaginsaure 
I-Glutaminsaure 
Glykokoll 
l-Tryptophan 

mmx 
0,-Verbrauch 
I. Aktivierung 

bedingt 

- 
74 

112 
65 
71 

849 
119 
107 
127 

b) 
Als Cofernient wurde reines Bariumdinuclcotk? verwendet. 

Versuchsdauer: 1 Stuncte. 

’ 0,-Verbrauch 0,-Verhrauch 1 d. Aktivierung mm3 I n1m3 

I sbziigl. Lcerwert j bedinat 

5 1  - 
340 335 

107 102 

96 
13; 
101 

83 I 78 

i 122 1 
- I 

Vcrsuchsdauer: 2 Standen. 

mm3 
d-Alanin 1 zusatz I . O,-Vtrbmuch ‘t1ni3-l d. 0,-Verbrauch A4ktivierung 

sbzuql. Leerwert bedjnet 3101. 
_____ _____ 

-. I -  IS  
I-Cpstin I m,/150 ll 
l-Tyrosin ~ n1/200 9 

r I-Dijodtyrosin 1 m/200 

I-Tyrosin j m/?CO 139 1 112 
z;;; 1 I-Cj-stin ! ni/150 211 312 

m/50 ~ I-Dijodtyrosln 1 m/2CO iG 1 51 



803 - - 
d) 

Versuchsdauer: 2 Stunden. 

Zusatz d- Alanin 
Mol. 

- 

0,-Verbrauch 
0,-Verbrauch d. Aktivierung mm3 I mm3 

abziigl. Leenvert bedingt 

e) 
Versuchsdauer: 1 Stunde. 

Zusatz d-Alanin 
Mol. 

_..______-_ 

mj50 - 
- I-Prolin 
- d,  I-Serin 

m/50 I-Prolin 
m/50 d,  I-Serin 

0,-Verbrauch 
0,-Verbrauch ! d. Aktivierung mm3 I 1111113 

abziigl. Leerwert ~ hecling, 

- 
- 

15 

m/100 78 i 63 
104 m/100 123 

- 
m/100 0 
m/100 - 

i 

i 
f) 

Versuchsdauer: 1 Stunde. 

Zusatz 3rd. 
1 

L= 

d- Alanin 
Mol. ~ 

- 
m/100 
m/100 

m i  1 0,-Verbrauch m~ i 
0,-Verbrauch d. Aktivienlng 

abziigl. Leerwert bedingt 

- 
130 108 

d-Alanin i Zusatz 3101. , "01' 

*m/100 - 
I-Histidin 

*m/100 * -  I l-Histidin 

0,-Verbr. 
abziiglich 
Leerwert 

mm3 
0,-Verbr. 

durch 
Aktivie- 

rung 
hedingt 
____ ____ 
- 
- 

456 

mm3 

Bildung 
ibniiglich 
Leerwert 

10 
- 46 

603 

NH,- 

- 3  
- 17 

274 

Bildung 
Aktivie- 

rung 
bedingt ___ 
- 
- 

639 

- 
* Als Cofernient wurde reines Bariumdinucleotid rerwendet. 
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In  einzelnen Versuchen haben wir statt des durch Phenolextraktion gereinigten 
Hefekochsaftes, pro Ansatz 10 y reines Bariumdinucleotid rem-endet. Bei den einzelnen 
Versuchen findet sich ein entsprechender Vermerk. Es zeigte sich kein Unterschied be- 
ziiglich des Alitivierungseffektes. 

A19 Enzym nurde das oben beschriebene Trockenpraparat rerwendet. Es wurden je 
8 mg Pulver mit einem em3 Phosphatpuffer pH = 8,0 wahrend einer halben Stunde bei 
38O extrahiert. Pro Ansatz wurden 0,5 cm3 Hefeestrakt zugegeben. I n  vielen Ilontroll- 
versuchen haben wir uns vergewissert, dass keine der untersuchten LAminosauren unter 
den hier gewahlten Bedingungen einen zusatzlichen Sauerstoff-Verbrauch bewirkte, wenn 
keine d-Aminosaure an der Reakt,ion beteiligt war. Aus Griinden der Platzersparnis haben 
wir nur einzelne dieser Versuche hier mitgeteilt. 

Die Bestimniung des gebildeten Ammoniaks hahen wir nur in einzelnen Versuchen 
durchgefiihrt. Pro Mol Sauerstoff-Verbrauc~i liess sich ein 3101 Xnimonialr nachweisen. 
Fur den Desaminierungsvorgang allein wird pro 3101 Xinnioniali nur 3101 Sauerstoff 
verbraucht. Das oben angefiihrte Verhaltnis erkliirt sich durch die Abwesenheit der 
Iiatalase bei Verwendung gereinigter Enzymlosnngen. 

LArginin 
d- Arginin 

Ak t iv ie  r u n g  d e r  d - A1 a n in  o x y d a s e d u r c h (1 - Amino s ii u r e n. 
Die Wirksanikeit der c2--4niinosbure-osydase ist durc~h streng optische Spezifitiit 

ausgezeichnet. Es mar dcshalb von Interesse festzustellen, oh die Effcktorenwirkung nur 
den optischen Ant>ipoden, d. h. den natiirlichen Fornien der lriiinosauren zufalle. Es 
zeigte sich jedoch, dass die d-Aminosiiuren in gleicher Weise \vie ihre optischen Antipoden 
als Aktivatoren des d-Alaninabbaucs wirlien (Tab. 3). 

ni/1OO 1 1 I - 

m/100 I 3 1 -  

Tabelle 3. 
Versachsdnuer: 1 Stundc. 

d- Alanin 
Mol. 

m/50 

I 
- 

- 

- 
- 

- 
- 

m/50 
m/50 

m/50 
m/50 

m/50 

- 
2-Lencin 
d-Leucin 

15 
m/100 0 

- I -  m/lOO S6 

LAsparaginsaure 1 m/100 1 247 1 231 
&-4sparaginsaure I m/100 1 287 1 221 

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2. 
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Spezif ische W i r k u n g  d e s  I -  u n d  rl-Histidins. 

\Vie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, erwies sich das I-Histidin als wirksamster Aktivator 
des d-Alaninabbaues. Die Fortfiihrung dieser Untersuchungen ergab das auffallende Re- 
sultat, dass I-Histidin noch in ausserst geringer Konzentration wirksam ist. So gelingt es, 
durch Konzentrationen von m/100000 l-Histidin, d. h. iuit ca. 1,5 y I-Histidin pro cm3, 
noch eine deutliche Aktivierung zu erzielen. Die nnnatiirliche Form des Histidins erwies 
sich in genau gleicher Weise wirksam. Keine der iibrigen untersuchten Aminosauren 
zeigte eine ahnliche spezifische Wirksamkeit. Zum grossen Teil erwiesen sie sich schon 
in m/lOOO-Konzentration als unwirksam (Tab. 4). 

i n1m3 

' abziigl. Leerwert i 

~I-~4lanin I-Histidin d-Histidin 
Mol. Mol. 3101. I oz-Verbraueh 

Tabelle 4. 
Als Coferment wurde reines Bariumdinucleotid vervvendet. 

nimR 
0,-Verbrauch 

d. Aktivierung 
,,cdingt 

mi50 
- 
- 

m/50 
m/5O 

Versuchsdnuer: 2 Stunden. 

13 
- 19 - 

- - I  m/100 - 

mI100 - 
- ni/100 

- m/100 50 I -  
S32 

S I S  579 

m/50 
- 
- 

mi50 
m/SO 

m/5O 
m/50 

! mi25 - - 
m/25 1 1 m/50000 
m/25 m/100000 i 

i 

I 

- - 14 - 
- mil 2500 -1 - 
- m/25000 - 3 

- ni/12500 12; 114 
- m/25000 S I  65 

m/12500 
m/25000 88 54 

12 
64 
40 

- 
52 
28 

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2. 

E f f e k t o r e n w i r k u n g v o n D e r i v a t e n d e r B m i n o s u r e n I 

Im Zusammenhang mit Untersuchungen, die der Abklarung des Aktivierungs- 
mechanismus dienen sollten, haben wir verschiedene -&nine und andere Derivate der 
Aminosauren untersucht. Keto- und Oxysauren zeigten keinen aktivierenden Einfluss auf 
die d-Aminosaure-oxydase (Tab. 5a, b). 
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m/100 

m/100 

Tabelle 5. 
a) 

Versuchsdauer: 1 Stunde. 

m/100 
- 

mn13 
Zusatz d. 0,-Verbrauch Sktivierung 

abzugl. Leerwert heclinRt 

I I --I 

- ‘ - 1  13 0 1 -  
MilchsSure m/50 

mm3 0,-Verbrauch 

- - 
Ketoglutarsaure m/100 
Brenztraubensaure m/100 
Oxalessigsiiure mil00 

14 
IS 
16 
16 

b) 
Versuchsdauer : 2 Stunden. 

Xls Coferment wnrde reines Bariurndinucleotid verwendet. 

- 1 I-Imidazol- 1 1 milchsaure R l / 1 0 0  1 c I -  
m/5O 
m/50 

I-Histidiu 1 SG1 

55 
l-Imidazol- 

milchshur- 

532 

59 

m/50 
m/50 

- 
2-Histidin 
d-Imidazol- 
milchsaure 

21 
5 

5 

I-Histidin 696 
d-Imidazol- 

milchsaure 
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Tabelle 6. 

-41s Cofernient wurde reines Bariunidinucleotid verwendet . 
Versuchsdaner: 2 Stunden. 

270 
16 

256 
3 

219 
- 32 

205 
- 52 

rl-Alanin 
3101. 

m/50 
- 
- 

Zusatz 3101. 

- 
m/100 
m/100 

1 n - 
I 

- 19 
13 

2 
- 
- 

- 
l-Histidin 
Histamin 

m/50 
m!50 

I-Histidin 
Histamin 

mj100 
m/100 

- 
1-Tyrosin 
Tyraniin 

- 
m/200 
m/200 

m/2OO 
ml200 

m/50 
m/50 

1-TyrosiIi 
Tyramin 

112 
8 1 - 2 4  

- 
1-Lysin 
Cadaverin 
Arcain 
Agmatin 
Putrescin 

- 
m000 
m/100 
nil100 
m/100 
mil00 

mi50 
m/50 
m/50 
m/50 
m/50 

I-Lysin 
Cadaverin 
Arcain 
Agmat in 
Putrescin 

m/100 
m/100 
m/100 
m!100 
m/100 

3 - 15 

- 19 
4 1 -12 

14 I -10 

- 
m/100 
mil00 

- 
I-Alanin 
&hylarnin 

I-Alanin 
&hylsmin 

- 
E-Phenylalanin 
Phenylathylaniin 
1-Leucin 
1-Isoamylaniin 

199 1 177 
16 i -  7 

- 
mil 00 
m/100 
m/100 
mil 00 

m/50 
m/50 
m/50 
m/50 

m/100 
m/100 
m/100 
m/100 

1 -Phenylalanin 
Phenylathylsniin 
1-Leucin 
Isoamylamin - 

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.  
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d- Alanin ,8- Alanin 
Mol. Mol. 

- 
m/100 

mi50 mi100 

mn13 mm3 i 0,-Verbrauch 
oz-Verbrauch d. Aktivierung 

I 
abzugl. Leerwert 1 bedingt 

- 
- i 

I 
14 ~ 

1s 
7 

i 
- 11 

Weiterhin haben wir methyl- und benzoylsubstituierte Aminosauren auf ihre akti- 
vierende Wirkung gepruft. Es zeigte sich, dass die Einfuhrung einer Methylgruppe die 
Aktivitat ganz erheblich herabsetzt, wahrend die mit Benzoyl substituierten Amino- 
sauren sich als vollstiindig inaktiv erwiesen : 

m/50 I -  
- 

mi50 
m/5O 

Tabelle 8. 

a) 
Als Coferment wurde reines Bariumdinucleotid vermendet. 

'Jersuchsdauer: 2 Stunden. 

- - 19 - 
I-Histidin m/100 13 - 

a-Benzoyl-histidin mi100 5 

rx-Benzoyl-histidin mi100 22 - 2  

- 

I-Histidin m/100 6 64 S32 

mm3 
d-Alanin Zusatz 1101. 0,-Verbranch I Mol. 1 

d-Alanin 
Mol. 

mj50 
mi50 
mi50 

m/50 I 4 5 0  

mm3 
d-Alanin 0,-Verbranch 

I 

Methyl- ~ mm3 ~ mm3 
histidin 0,-Verbrauch d. 

Mol. abzugl. Leerwert beding, 

- - 14 - 
m/100 - 341 327 
m/1000 - 317 303 

- m/100 129 115 

Laistidin 0,-Verbrauch 
Mol. 

- m/1000 24 1 C  

b) 
Versuchsdauer : 1 Stunde. 
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e) 
Versuchsdauer: 1 Stunde. 

- - I m/50 ' - I m/50 I-Asparaginsaure 
- Benzoyl-asparaginsiure 

m/50 Benzoyl-asparaginsaure 

d-Alanin I Mol. 1 I 
- 

m/100 
m/100 
mil00 

Zusatz 

21 
258 

0 
33 

- 
237 

1 2  
- 

tnm3 
mm3 1 0,-Verbrauch 

oz-Verbrauch d. A%ktivierung 
abziigl. Leerwert hedinet 

- 
mm3 mm3 

0,-Verbrauch Zusatz Mole 0,-Verbrauch d. Aktivierung 
d- Alanin 

Mol. abziigl. Leerwert bedin@ 
- 

- 14 - - m/50 
- Gly cyl-gly cin m/100 - 1  - 

m/50 Glykokoll m/100 93 79 

I n$5 

Ohne aktivierenden Einfluss waren folgende Substanzen: Thyroxin, Harnstoff, 
Betainchlorid, Glycocyatnin, Urocsninsiure, Kreatin, Guanidin, Nicotylamid, Xatriutn- 
chlorid. 

Wirkungsweise  d e r  Pept ide .  
Peptide enviesen sich im Prinzip in gleicher Weise aktiv wie die einzelnen Amino- 

sauren: 

Glykokoll m/50 173 159 
Gly cyl-glycin m/100 173 160 

Tabelle 9. 
a) 

Versuchsdauer: 1 Stunde. 

d- Alanin 
Mol. 

m/50 
m/50 
m/50 

mJ50 
m/50 

mm3 mm3 
I-Histidin Carnosin ' 0,-Verbmuch 

oz-Verbrauch 1 d. Aktiviemng 
abzugl. Leemert ~ bedingt Mol. I Mol. I 



Wirkungsweise d e r  P r o t a m i n e  u n d  a n d e r e r  P r o t e i n e .  
Untersuchungen hinsichtlich der akt.ivierenden Wirkung von Proteinen bestatigen 

die in Tabelle 9 angefiihrten Ergebnisse. Auch zu langeren Peptidketten vereinigte Amino- 
sauren zeigen die typische Effektorenwirkung. Weiterhin liess sich nachweisen, dass die 
Intensitat der Wirkung vom Histidingehalt abhangig ist. JIinimale Konzentrationen 
histidinhaltiger Eiweisskorper aktivieren dementsprechend in spezifischer Weise. Wlhrend 
die histidinfreien Protamine Clupein, Esocin, Coregonin, Scombrin nur bis mi1000-Kon- 
zentration aktivieren, aktiviert das hist,idinreiche Sturin bei riel niedrigeren Konzentra- 
tionen (unter m/5000) noch ausserst stark. Besonders sei auch auf die starke Wirkung des 
an Histidin reichen Globins und der Globinalbumose hingexieseu : 

d-Alanin l-Histidin 1 Mol. 1 Mol. 

mi25 - 
m/25 m/100 
mi25 m/lOOO 
m/25 m/5000 
m/25 mi50000 
- - 
- - 
- - 

- I -  

Tabelle 10. 

a) 
Versuchsdauer: 1 Stunde. 

Sturin 
Iionz. 

- 
- 
- 
- 
- 

(m/loo) 
(m/1000) 
(m/5000) 
(ni/50000) 

mj25 - 
m/25 

~ - m/25 - 
m/25 I - 

(ni,'lOO) 
(mj1000) 
(m/5O00) 
(m/50000) 

39 I - 
460 ' 421 
449 1 410 

338 
377 117 I 78 

d-Alanin 
Mol. 

5 1  - - 

- 
- I 5 

2 
- 4  

mm3 
0,-Verbrauch 

Konz. oz-Verbrauch d. Aktivierung abziigl. mm3 Leer--ert bedingt, 

Sturin Scombrin 
Konz. 

I 

152 
1 196 

344 ii: 1 287 
50 , 15 

m/25 - 

m/25 (m/30000) 

(m1500) 
m/25 (m/10000) 

m/25 - 
m/25 - 
m/25 - - 

b) 
Versuchsdauer: 1 Stunde. 

26 - 
323 
131 
27 

(m/500) 186 160 
(m/10000) 42 16 
(m/30000) 34 8 

53 - 
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el 

Versuchsdauer : 1 Stunde. 

1 1 m1n3 
fionz. 0,-Verbrauch I abziigl. Leerwert 

- 1  27 
4 

d- A h i n  
Mol. 

m/25 i_---- 
m/25 I Seidenpepton (m/500) I 353 

24 
- 6  

I Zusatz 

~ _ _ _  

- , Seldenpepton (mj500) 

mi25 ~ Coregonin 

mm3 
0,-Verbrauch 

&tivierung 
bedin@ 
- 
- 

322 
- 
- 

- 231 

- 1 Coregonin 
m/25 1 Coregonin 

2s - 
4 - 

51 19 
0 

263 235 

5 6 30 
27 - 

49 19 

36 6 

- 

- 
- 9  - 

- 3 

3 - 

d) 
Versuchsdauer: 1 Stunde. 

d- Alanin 

m/25 

1 1111113 Clupein 0,-Verbrauch 
Konz. abzugl. Leerwert 

(m/100) 
(m/1000) 
(ni/5000) 
(m/50000) 

39 

0 
- 4  

2 
132 
131 

33 
2s 

- 0  

- 

mm3 
O,-Vcrbrauc h 

d. Aktivierung 
bedingt -__-- ____ 

95 
92 

- 2  
- 13 
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b) 
Versuchsdauer: 1 Stunde. 

- m/25 I - - I  27 

mi25 Gliadin (mi.500) 32 ~ 

m/25 Casein ( 4 5 0 0 )  163 1 136 

6 

24 I - 
(m/5000) 37 13 

- Gliadin (m/500) - 1  - 

- - 

(m/5000) - 6  
(m/5000) 1 43 

mi25 
mi25 Casein 

I -  Gliadin 
1 m/25 1 Gliadin 

mm3 
O,-Verbrauch 

abziigl. Leerwert 

d-danin Globinalbumose 
Konz. Mol. 

m/25 

(mj20000) 

mi25 (mi5OO) 
(m/5000) 
(m/20000) 535 

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2. 

Tabelle 12. 
a )  

Versuchsdauer: 1 Stunde. 

m111~ 
0,-Verbrauch 

d. Aktivierung 
hedingt 

44s 
449 
45s 

mm3 mm3 1 Zusatz I Konz. 1 1 0,-Verbrauch 
o~-Verbrauch d. Sktivierung 

abziigl. Leerwert bedin& Mol. 

b) 
Versuchsdauer: 1 Stunde. 

mm3 mm3 0,-Verbrauch d-Aanin Globin*) 
Mol. 1 Konz. 1 02-Verbrauch 1 d. &&tivierung 

abziigl. Leerwert bedinRt 

*) Aus Rinderblut. 
Enzpm: vgl. Kommentar zu Tabelle 2.  
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Die angegehenen Konzentrationen der Protamine, Peptone und Proteine sind in 

folgender Weise zu interpretieren: Bei den histidinhaltigen Eiweisskorpern hezieht sich 
die angegebene Molaritat auf den Histidingehalt. Die iibrigen Eiweisskorper wurden, 
sofern das Molekulargewicht hekannt 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 Aniinosauren sich in komplexer Weise gegenseitig 
beeinflussen, und dass die Konzentrationsverhaltnisse von entscheidender Bedeutung 
sind. Da sich daraus eine sehr grosse Anzahl von Kombinatiansmoglichkeiten ergibt, 
werden weitere ausgedehnte Untersuchungen zur Ahkllrung dieser Zusammenhange 
notig sein. 

A b h i n g i g k e i t  d e r  Akt iv ie rungsgrosse  v a n  d e r  d - A l a n i n - K o n z e n t r a t i o n .  

Die Tatsache, dass Zusatz einer d-Aminosaure zur d-Aminosaure-oiydase bei Gegen- 
wart einer I-Aminosaure eine Steigerung des Sauerstoff-Verhrauchs und der Ammoniak- 
Bildung bewirkt, beweist noch nicht, dass nur die d-Aminosaure vom Abbau hetroffen 
wird. Der Steigerungseffelrt minimaler Histidinkonzentrationen Iasst sich jedoch nur 
durch deren Katalysatorwirkung erklaren. I n  Analogie war deshalh anzunehmen, dass 
I-Aminosauren, in grosserer Konzentration zugesetzt, in gleicher Weise als Katalysatoren 
mirken. I m  gleichen Sinn sprechen auch Ahhauversuche hei Zusatz verschiedener Kon- 
zentrationen von d-illanin. Es zeigte sich nanilich, dass die Ahhaugrosse in typischer 
Weise von der d-Alaninkonzentration ahhiingt. Ausserdem wird im folgenden Ahsatz 
gezeigt, dass beim Ahbau von d-AImin immcr unter den gegebenen Bedingungen Brenz- 
traubcnsaure entsteht, wahrend heim Ahbau von d-Leucin, welches durch Enzym ahge- 
baut wird, das durch 1-Alanin aktiviert wurde, keine Brenztraubensaure nachweishar ist. 
Ini Verein mit der ohen erwahnten Tatsache, dass Spuren von Histidin den &Amino- 
saureabhau zu aktivieren vermogen, lasst sich wohl schwerlich eine andere Deutung 
finden als die, d a s s  d i e  d-Aminosiiure a b g e b a u t  wi rd ,  u n d  d ie  l -L4minosaure 
a l s  A k t i v a t o r  f u n k t i o n i e r t .  

Tabelle 13. 
Versuchsclauer: 2 Stunden. 

m/25 m/300 1 508 378 
m/50 m/300 286 
m/100 I m/300 1 :ii 1 170 

- - 14 
179 - 

- 64 
38 - 

566 401 

227 203 
394 1 344 

Die Praparation des Enzyms erfolgte wie im Kommentar zu Fig. 1 beschriehen ist. 
Pro Ansatz wurde 0,18 cm3 Proteinlosung und 0,036 0111, Hefeextrakt verwendet. 
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- 
mm3 

mm3 0,-irer- 

Iiatalase 1 d-Alanin I-Histidin O,-Ver- brauch brauch durch 

Leerwert rung 
I Mol' abzuglich Aktivie- cm3 I Mol. 

bedingt 

0 , l  m/100 - 110 - 

0,l I m/100 m/50 271 157 
0,l I - m/5O 4 - 

Xachweis  d e r  K e t o n s a u r e n .  

In  einzelnen Fallen haben wir die Ketosauren nachgewiesen. Wird die d-Amino- 
sdure-osydase in gereinigter Form verwendet, so wird die entstehende Ketosaure nach 
H o l l e t m i i  durch das bei der oxydativen Desaminierung entstandene Wasserstoffperoxyd 
zu der um ein C-Atom jrmeren Fettsaure decarboxyliert. Um die Ketosanren nachweisen 
zu konnen, muss dementsprechend Katalase zugesetzt werden, welche das entstandece 
Wasserstoffperosyd sofort zersetzt. Wir verwendeten als Katalaze hamolysierte Ratten- 
Erythrocyten. Es zeigte sich aber, dass dadurch schon eine Sktivierung der &Amino- 
saure-osydase zustande kommt. Dieser Effekt war von vornherein zu erwarten, nachdem 
wir oben zeigen konnten, dass auch nur durch Globinzusatz der Abbau der d-Aminosaure 
stark gesteigert wird. Rei Zusatz von Katalase, d-Alanin und l-Histidin zur d-*4minosaure- 
oxydase liessen sich betrachtliche Mengen Brenztraubensaure nachmeisen. Wurde jedoch 
der d-Leucinabbau durch I-Alanin aktiviert, so konnte keine Brenztraubensaure nach- 
gewiesen werden. Wie die Verhiiltnisse liegen, wenn die Aktirierung durch eine d--4mino- 
saiure erfolgt, muss in meiteren Untersuchungen abgeklart werden: 

mm3 
NH3- 

Bildung 

Leerwert rung 

Xol. abzugllch Aktivie- 

bedingt, 

m/587 
0 

41 5 

Tabelle 14. 

K a t a l a s e z u s a t z :  Ein abgenlessenes Volumen Ratten-Citratblut wurde dreimal 
niit dem zehnfachen Volumen Rwger-Losung ausgewaschen. Uas nrsprungliche Volumen 
wurde mit der fiinfzehnfachen Puffermenge versetzt und das in der Tabelle angegebene 
Volnmen verwendet. Enzym: Pro Snsatz murde 0,18 cm3 Proteinlosung und 0,036 cm3 
Hefe-Extrakt verwendet : 

mm3 mm3 
0,-Ver- mm3 NH,- 
brauch KHs- Bildung pyruvinst 
durch Bildung durch 3101. 

b) 
Versuchsdauer : 2 Stunden. 

1 mm3 

oz-Ver- 

abziiglich cm3 
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B k t i v i e r u n g  des  A b b a u e s  verschiedener  r l -Aminosauren d u r c h  1-Hist idin.  
Die bisher beschriebenen Aktivierungsversuche wurden im wesentlichen am Reispiel 

des &daninabbaues durchgefuhrt. Wir haben aber auch eine Anzahl anderer &amino- 
sauren in entsprechender Weise untersucht. Dariiber werden wir in einer spateren Nit- 
tedung berichten. Wir wollen lediglich die Tatsache vonvegnehmen, dass sich die &Amino- 
sanren in zwei Gruppen einteilen lassen: Der -4bbau der ersten Gruppe von &Amino- 
siiuren Iiisst sich durch andere Aminosauren stark aktivieren, bei einer zweiten Gruppe 
ist der Aktivierungseffekt geringfugig oder nicht nachweisbar. Soweit sich die Verhaltnisse 
beim gegenwlrtigen Stand der Untersuchung iiberblicken lassen, finden sich in der ersten 
Gruppe die Monoamino-monocarbonsluren, wahrend die zweite Gruppe aus Vertretern 
der Nonoamino-dicarbonsauren und der basischen Aminosauren besteht : 

Tabelle 15. 
a) 

Versuchsdauer : 2 Stunden. -- 

l-Histidin 
Mol. 

___ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

m/100 

m/100 
m/100 
m/100 
m/100 
m/100 

mm3 
O,-Ver- 
brauch 

,bzuglich 
Leerwcrt 

21 
11 
13 

7 
8 

13 
92 
13 

5 

Zusatz 

n1m3 
O,-Ver- 
brauch 
durch 

Aktivie- 
rung 

bedingt 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

d- Alanin 
d-Valin 
d-Leucin 
d-Isoleucin 
d-Phenylnlanin 
d-Histidin 
d- Asparaginsgure 
d- Glutaminsaure 

- 

69 
126 
24 

d -Alanin 
d-Valin 
d-Leucin 
d-Isoleucin 
d-Phenylalanin 
d-Histidin 
d-Asparaginsaure 
d- Glutaminsaure 

51 
29 
6 

- 

Mol. 

__ __ 
m/50 
m/50 
m/50 
m/50 
m/50 
m/50 
m/50 
m/50 

m/50 
m/50 
m/50 
mi50 
m/50 
m/50 
m/50 
m/50 

- 
__ 

7 

1 0,-V!::auch i abziiglich 
Leemert 

Mol. I-Histidin Zusatz, 
Mol. 

mm3 
0,-Verbrauch 

d. Aktivierung 
bedingt 

mm3 

B i 1 dung 
bziiglich 
leerwert 

XH,- 

22 
20 
20 
18 
40 
12 

112 
18 

6 

917 
834 
507 

1064 
744 
61 

9 
- 

mm3 

Bildung 
durch 

Aktivie- 
rung 

bedingt 

NH,- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

889 
808 
481 

1040 
698 
43 

- 15 
- 

b) 
Versuchsdauer : 1 Stunde. - - 

12  1 :;;: ' - i d-Arginin 
m/100 I d-Arginin I 31 

Enzym: vgl. Kommentar zu Tabelle 2. 
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. t -  IP'L- __-________ 
113 "27 

- - 1  
140 

A k t i v i e r u n g  v o n  R o h f e r m e n t e n .  
In  einigen orientierenden Versuchen haben wir festgestellt,, dass auch in ungerei- 

nigten Enzymlosungen die Aktivierung nachweisbar ist. Da in solchen Losungen also 
Aminosauren, Peptide und Proteine gleichzeitig auf das Enzym einwirken, kommt es zur 
Ausbildung koniplizierter Gleichgewichte, die auch zur Hemmung der Enzymreaktion 
fuhren konnen. Es war deshalb von vornherein anzunehnien, dass bei Verwendung un- 
gereinigter Enzymlosungen der Aktivierungseffekt in vie1 geringerem PiIasse in Erschei- 
nung treten wird. 

Tabelle 16. 
Rat,tennieren wurden mit feinem Seesand verriehen, mit der funffaclien MIenge 

Phosphstpuffer pH = 8,0 versetzt und zentrifugiert. Pro Ansatz murde 1 cmR des Ex- 
traktes verwendet. 

Verauchsdauer : 1 Stunde. 

- 
- 
48 

I mmn nunn mm3 

1 Leerwcrt bedingt 1,eerwert bedingt 

d-Alaiiin LHistidin 'O,-Verbmuch 0,-Verbraueh SH,-Bildung~ NH,-Bildun 1 3101. ~ 3101. ' abzuglich I d. Aktivierg. ~ ahzuglich i d. 

d-Alanin 
3101. I 

mm3 I mm3 
I-Histidin 0,-Verbrauch 1 0,-Verbrauch 

Mol. abziiglich , d. Aktivierung 
Leerwcrt i bedmqt 

~ 

Schliesslich haben wir in einigen Kontrollversucheri geprdft, ob die zugesetzten 
I-Xminosiuren anstelle des Cofermentes oder Apofermentes wirken konnten. Wie zu er- 
warten war, hat sich gezeigt, d a s s  n u r  be i  Gegenwar t  d e s  spezif ischen Cofer-  
m e n t e s  u n d  Apofermentes  d a s  E n z y m  w-irksam is t .  

Besp rechung  d e r  Ergebnisse .  
Ans den hier mitgeteilten Tatsachen ergibt sich, dass sich die 

verschiedenartigsten Aminosauren 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- 
gsngenen Nitteilungenl) ausfuhrlich beschrieben wurde. Wirkt das 

l) Helv. 27, 1824, 1831 (1944). 



81'7 - - 
Ferment jedoch in niedriger Konzentration, so beobachtet man nun 
eine eminente Aktivierung des oxydativen Abbaus der &Amino- 
sauren. Diese Aktivierung wird nun sowohl durch d- als auch durch 
I-Aminosauren bewirkt. Der Aktivierungseffekt ist umso grosser, je 
meiter die Reinigung der d-Aminosiiure-oxydase getrieben ist. Man 
kann in Bezug auf diesen Aktivierungseffekt die einzelnen Amino- 
sauren in zwei Gruppen zusammenfassen : 

Die erste Gruppe dieser Aminosauren umfasst diejenigen, deren 
1-Formen durch Schnitte, Hackbrei und Extrakte nur in minimalem 
3Iasse abgebaut werden. Der Abbau der cl-Formen dieser Amino- 
sauren ist nun durch I- und d-Aminosauren Busserst stark aktivierbar. 
Zu dieser Gruppe gehoren alle untersuchten Monoaminomonocarbon- 
sauren wie Alanin, Valin, Leucin, Isolcucin, Phenylalanin. 

Die zweite Gruppe der Aminosauren umfasst solche, deren Z- 
Formen durch sehr stark wirkende, s p  e z i f  is  c h e Enzyme in den ver- 
schiedenen Organen abgebaut werden. Zu dieser gehoren : I-Histidin 
(durch Histidase), I-Arginin (durch Rrginase), 1- Glutaminsiiure (durch 
Glutaminsaure-dehydrase), I-Asparaginsaure? die durch ein Enzym 
abgebaut wird, welches sich hochst wahrscheinlich von den ubrigen 
Aminoshre-oxydasen unterscheidet, wie der Eine von uns gemeinsam 
mit H .  Grazser in der 2. Abhsndlungl) durch die spezifische Hemm- 
barkeit nachgewiesen hat. Diese zweite Gruppe von Aminosiiuren 
verhiilt sich so, dass der Abbau ihrer d-Formen clurch die Gegenwart 
anderer 2- und d-Aminosauren wohl prinzipiell auch aktiviert werden 
kann, dass diese Aktivierung jedoch nur ganz minimal ist. Uber- 
raschenderweise wirken jedoeh hminosiiuren dieser zweiten Gruppe 
als die starksten Aktivatoren des Abbaues der d-Nonoamino-mono- 
carbonsauren und zwar wirkt I -  und d-Histidin am allerstarksten, so 
class wenige Gamma dieser AminosQure pro cm3 geniigen, um in 
manchen Fallen eine zwanzigfache Aktivierung herbeizufuhren. 
Xach der Starke des Aktivierungseffekts ordnen sie sich zu der fol- 
genden Reihe: I- und d-Histidin + 1- und d-Aspareginsaure -+ 1- und 
d-Glutaminsaure -+ I- unit d-Arginin. 

Die Versuche mit verschiedenen Pro teinen und Peptiden zeigen 
w-eiterhin, dass der H i s  t i d i n g e h a l t  der einzelnen Proteine fur die 
Aktivierung des oxydativen Abbaues der d-JIonoamino-monocarbon- 
sauren integrierend ist. Sie zeigen also, dass nicht nur freie Amino- 
sauren den oxydativen Abbau der einfachen Aminosauren 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 eroffnet. Es ist wahr- 
scheinlich, dass die von P. Nliescher zuerst beobachtete Liquidation 
iles Korpereiweisses bei der Protaminbildung durch derartige Phano- 

I )  Helv. 27, 928 (1944). 
52 
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mene gesteuert wird. Die spezifische Auswahl der Eiweissbausteine, 
die bei diesem Umbau von Korpereiweiss stattfindet, indem gewisse 
Aminosauren dem oxydativen Abbau anheimfallen und andere, 
besonders die Hexonbasen, gespeichert werden, ist wahrscheinlich 
durch derartige Aktivierungsvorgange erklarbar. Wenn z. B. im 
Protamin Clupein sich nur die Aminosauren Arginin, Alanin, Serin, 
Valin und Prolin vorfinden, wahrend Steudel und Suzukil) in der 
Hoden-Zwischenfliissigkeit Leucin, Tyrosin, Lysin, Histidin, Cystein 
und Tryptophan fanden, so ist es wohl hochst wahrscheinlich, dass 
eine derartige spezifische Auswahl von Eiweissbausteinen durch ein 
Regulations-System bewirkt wird, welches irn Prinzip auf der von 
uns beobachteten Effektorenwirkung einzelner -4minosiiuren und 
Eiweisskorper beruht. Im  speziellen musste das natiirlich noch unter- 
sucht werden. 

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

Alle diese Tatsachen drangen zu der Frage nach der Bedeutung 
der d-Aminosaure-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-Aminosaure-oxydase die Aufrechterhaltung der 
optischen Reinheit der Proteine. Auf Grund unserer Beobachtungen 
mochten wir hier aber noch auf eine weitere Moglichkeit hinweisen. 
Die gewaltige Aktivitat der d-Aminosaure-ovydase im Gegensatz 
zu der minimalen Abbaugrosse der 2-Monoamino-monocarbonsauren 
hatte keinen physiologischen Sinn, wenn tatsachlich nur Spuren von 
d-Aminosauren im Stoffwechsel auftreten wiirden. Wenn man aber 
die Annahme macht, dass der Abbau der Aminosauren in der Weise 
erfolgt, dass durch standige Aminierungen und Umaminierungen im 
Sinne von P. Knoop, sowie von Braunstein und Krilxmann2) der ganze 
Eiweiss-Stoffwechsel so stattfindet, dass der Abbau der Amino- 
sauren uber die d-Formen geht, indem bei der Neubildung von 
Aminosauren sich immer solche d-Formen intermediar bilden, so 
wiirden diese von uns mitgeteilten Beobachtungen eine KlSirung 
uber den Weg dieses Abbaues bringen. Dies ist naturlich zunachst 
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 durchfuhren. 

I) Z. physiol. Ch. 127. 1 (1922). 
2) Enzymol. 2, 129, 138 (1937), 7, 25 (1939). 
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Green*) berichtet uber Versuche, die zur Isolicrung einer los- 
lichen I-Aminosiiure-oxydase gefiihrt haben. Da uns diese Arbeit nur 
im Referat zuganglich ist, konnen wir die Aktivitat seines Enzyms 
nicht mit unseren Versuchen vergleichen. Auch so1 hicr in diesem 
Busammenhang auf die interessanten Untersuchungm von A. ZeZZer2) 
hingewiesen, der im Schlangengift eine ausserst aktive Ophio-l- 
Aminosaure-oxydase gefunden hat. Es sei hier ausdrucklich hervor- 
gehoben, dass wir nicht annehmen, dass im Saugergewebe gar keine 
spezifischen I-Aminosaure-oxydasen existieren. Die eminente Ak- 
tivitat der d-Aminosaure-oxydase lasst sich aber zunachst nur mit 
der Vorstellung des von uns vermuteten Reaktions-Schemas er- 
klaren. Die ZeZZer’sche Ophio-I-Aminosiiure-oxydase, die bei den 
Reptilien auftritt, stellt einen wichtigen Spezialfall eines Enzyms 
dar, der selbstverstandlich nicht ohne weiteres mit den Stoffwechsel- 
vorgiingen im Saugerorganismus verglichen werden kann. Ihre grosse 
&4ktivitat zeigt, dass auf phylogenetischer und okologischer Grund- 
lsge Enzymsysteme sich zu masimaler Leis tungsfahigkeit ent- 
wickeln konnen. 

Die beschriebene Effektorenwirkung gewisser Aminosauren und 
Eiweisskorper eroffnet einen Weg zur Klarung der s p e z if i s c h - 
rl y n  a mi  s c h e n Wi  r k  u n g der Aminosauren . 

Zusammenfassung .  
1. Es werden Versuche iiber die Hemmung und Aktivierung der 

d-Aminosiiure-osydase mitgeteilt. 
2.  Gereinigte d-Aminosiiure-oxydase in niedriger Konzentration 

wird durch alle untersuchten d- und I-Aminosauren aktiviert. 
3. Die oxydative Dessminierung der d-Xoncamino-monocarbon- 

sauren wird am stiirksten durch I- und &Histidin u,ktiviert und zwar 
wirkt diese Aminosaure schon in Gammakonzentri:tion pro em3. 

4. J e  weiter die Reinigung der d-Aminosaure-oxydase getrieben 
wird, desto starker ist der Aktivierungseffekt. 

5. Diejenigen Aminosauren, deren Z-Formen durch spezifische 
Enzyme abgebaut werden, wie Histidin, Asparaginsaure, Glutamin- 
saure, Arginin wirken entsprechend der angegebenen Reihenfolge als 
besonders starke Aktivatoren. 

6. Proteine wirken ebenfalls sls Aktivatoren der d-Aminosaure- 
oxydase. J e  reicher an Histidin sie sind, desto stiirker wirken sie. 

Frl. Frzedca Nebzker hat bei den Versuchen wertvolle Hilfe geleistet. 

Physiologisch-chemisches Institut der Universitat Basel. 

l) J. Biol. Chem. 148, 461 (1943). 
2, Helv. 28, 365 (1945). 




