Natur und Geometrie der Oberfliche
von Glutamat-Dehydrogenase

H. F. Fischer und E. B. Ford, Dectroit, Mich. (USA)

Stellt man vom Molekiilmodell der r-Glutaminsiure einen
Gipsabdruck her, so ldBt sich damit — sofern die richtige
Oberflache des Molekiilmodelis zum Abdruck gewihlt wurde
— abschitzen, ob eine Verbindung Substrat der Glutamat-
Dehydrogenase sein wird oder nicht: Verbindungen, deren
Modelle in den Gipsabdruck vom Molekiilmodell des Gluta-
mates passen, sind Substrate, wogegen Verbindungen, deren
Modelle nicht passen, weder Substrate noch kompetitive Inhi-
bitoren sind. Mit Hilfe des Gipsabdrucks lieB8 sich voraus-
sagen, dafl ein Substituent am 3-C-Atom einer L-x-Amino-
sdure die Geschwindigkeit der vom Enzym katalysierten Re-
aktion nur wenig beeinflussen sollte, was vom Experiment
bestatigt wurde. Dagegen bewirkt sterische Hinderung am
v-C-Atom, daB die betreffende Verbindung kein Substrat sein
kann.

Metallbindende Gruppen der Carboxypeptidase A
und ihr Einfluf} auf die Aktivitit

J. E. Coleman, B. L. Vallee und P. Bent, Boston, Mass. (USA)

EinZinkmercaptid ist Teil des aktiven Zentrums der Carboxy-
peptidase A. Potentiometrische Titrationen zecigen, da das
Zn27 auBerdem an ein N-Atom gebunden ist. Bei der Ver-
einigung von Apocnzym und Zn2t werden zwei Protonen
frei. Der pK-Wert des ersten ist 7,7, der des zweiten > 9. Un-
tersuchungen an Modellsubstanzen zcigen, dafi der erstc
pK-Wert fiir ein Proton am Stickstoff (x-Amino- oder viel-
leicht Imidazol-Proton) typisch ist, der zweite fiir eine SH-
Gruppe. Bindung decs Metalls an N und S ergibt sich weiter-
hin, wenn man die Stabilitdt verschiedener enzymatisch wirk-
samer Metallcarboxypeptidasen (Mn2t, Co2¥, Ni2+, Cu?*,
Zn2t, Cd2?t, Hg?*, Pb2') mit der Stabilitiit anderer S-N-
Komplexe der gleichen Metalle vergleicht. Unter den Mectali-
carboxypeptidasen wirken die mit Mn2+, Co2t, Ni2t und
Zn2t als Peptidasen und Esterasen, die mit Cd2¥, Hg2t und
Pb2* nur als Esterasen.

Enzymatische Reduktion von Diphospho-
pyridinnucleotid mit gasformigem Wasserstoff

R. Repaske, Bethesda, Md. (USA)

Zcllfreie Extraktc von autotroph gewachsenecm Hyvdrogeno-
monas eutropha (Bovell) reduzieren Diphospho-pyridin-
nucleotid (DPN) rasch in ciner Wasscrstoff-Atmosphire. Dic
Reaktion 148t sich manometrisch oder spektrophotometrisch
bei 340 my verfolgen. Sie erfordert die Anwesenheit von
Flavinmononucleotid (FMN). Weder Flavinadenin-dinucleo-
tid noch Riboflavin kénnen FMN ecrsetzen. Maximale Akti-
vitit ergab sich bei einer FMN-Konzentration von 3,3:10-7M.
Das pH-Optimum liegt bei pH = 8. Man benétigt ein Reduk-
tionsmittel (Mercaptoithanol oder, weniger gut, Cystein bzw.
Glutathion), um das Enzym zu aktivieren. Das Enzym konnte
durch Fillung mit Protaminsuifat und Behandiung mit Cali-
ciumphosphatgel siebenfach angereichert werden. Es kataly-
siert dic Reduktion von 12 uMol DPN/min-mg Protein.

Nitrilase, ein Enzym,
das Nitrile zu Carbonsduren hydrolysiert.

K. V.Thimann und S. Makadevan, Boston, Mass. (USA)

Indol-3-acetonitril, das bei einigen Pflanzenarten als Wuchs-
stoff wirkt, wird in den Pflanzen zu Indol-essigsdure hydro-
lysiert. Das dafiir verantwortliche Enzym findet sich in den
Blittern von Gerste (Hordeun), Hafer (Avena), Brassica-Ar-
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ten (WeiBkohl, Blumenkohl, Rosenkohl) und einiger Musa-
ceen (z. B. Banane). In 17 weitcren hdheren Pflanzen konnte
es nicht nachgewiesen werden, doch tritt das Enzym in mch-
reren Fusarien auf. Es ist nicht fiir Indol-3-acctonitril
spezifisch, sondern hydrolysiert 32 aromatische und vier
aliphatische Nitrile. In der Benzonitril-Reihe ist der Loga-
rithmus der relativen Hydrolysegeschwindigkeit der jeweili-
gen Hammettschen Konstante ungefihr proportional. Dar-
aus folgt, daB es von der negativen Partialladung am N-Atom
der CN-Gruppe abhingt, ob ein Nitrii vom Enzym hydro-
lysiert wird oder nicht. Das als Zwischenstufe vermutete
Amid wird nicht freigesetzt, denn Amide werden durch das
Enzym nur sehr wenig hydrolysiert. Stirkegel-Elektropho-
rese zeigt, daB es sich nur um ein Enzym handelt. Dieses
wird als Nitrilase bezeichnet.

EinfluB von Papaverin auf die Kreatinkinase
im Herzmuskel und in der glatten Muskulatur

E. P. Chetverikova, Moskau

Papaverin wird in der Medizin als krampflosendes Mittel fiir
die glatte Muskulatur verwendet. In Dosen, die einec Erwei-
terung der CoronargefiBe verursachen, bewirkt Papaverin in
Homogenaten von Kaninchenherzmuskel eine erhohte
Sauerstoff-Aufnahme, eine vermehrte Phosphorylierung und
cine verstirkte Bildung von Kreatinphosphat. Unter anaero-
ben Bedingungen und in Gegenwart von Jodacetat wird un-
ter dem EinfluB3 von Papaverin im Homogenat mehr Phosphat
vom Adecnosintriphosphat (ATP) auf Kreatin iibertragen.
Versuche mit Herzmuskelextrakten von Kaninchen, denen
Papaverin injiziert worden war, zeigten, daBl die vermchrte
Bildung von Kreatinphosphat einer erhohten Kreatinkinase-
Aktivitdat zuzuschreiben ist. Die ATPase-Aktivitat ist unver-
dndert. Auch in vitro erhoht Papaverin die Aktivitit der
Kreatinkinase. Gleiches gilt fiir die Aktivitit der Kreatin-
kinase in der Ratlenaorta.

Hemmung von Redoxenzymen durch Radikalfinger
N. M. Emanuel ¢t al., Moskau

n-Propylgallat, Rutin und Gallussiure, die als Radikalfanger
wirken, hemmen die Aktivitit der p-Glycerinaldehyd-3-phos-
phat-Dehydrogenase, der Lactat-Dehydrogenase und der Al-
kohol-Dehydrogenase, sind aber ohne Einflu8 auf Enzyme,
wie Aldolase oder Enolase, deren Reaktionen nicht iiber ra-
dikalische Zwischenstufen verlaufen. Dic Hemmung wichst
mit der Konzentration des Radikalfingers, n-Propylgallat
hemmt stirker als Rutin und dieses stirker als Gallussiure.
Nicht nur isolicrte Enzyme werden beeinfluBt, sondern die
genannten Verbindungen stéren auch dic Glykolyse in nor-
malen Zellen und Krebsgewebe. Propylgallat in einer Kon-
zentration von 50 uM hemmt bei pH = 6,8 die Glykolyse in
Ascites-Hepatomzellen zu 50 %, dagegen nur zu 7 % in Ho-
mogenaten gesunder Rattenleber. Ein Zusatz von Citrat
wirkt synergistisch, d. h. verstiarkt die Wirkung des Propyl-
gallates. In Tumorzellen (Ehrlich Ascites, Acridin-Sarkom,
leukamisches Gewebe, Brown-Pearce-Tumor) wird durch
Propylgallat auch die Cytochromoxydase gehemmt. Die da-
zu benotigte Propylgallat-Konzentration geniigt nicht, um
die Cytochromoxydase in normaler Leber und Milz zu hem-
men. 0,3 9/ Propylgallat unterdriicken den Einbau von 1-14C-
Glycin in das Protein von Yoshida-Asciteszellen praktisch
volistindig. Der Effekt ist reversibel: nach dem Auswaschen
des Radikalfingers beginnt die Proteinsynthese wieder. Diese
Ergebnisse iassen erwarten, da Radikalfinger cine neue
Krebstherapie ermoéglichen. Butylhydroxyanisol (ein Ge-
misch aus 2- und 3-tert.Butyl-4-hydroxyanisol), Ionol (2.6-
Di-tert.butyl-4-methylphenol), Propylgallat und 3.5-Di-tert.-
butyl-4-hydroxybenzylamin wirken bei Miusen antileuk-
dmisch und reduzieren dasWachstum von Sarkom-180-Tumo-
ren in Miusen um 40--60 %;.

Angew. Chem. | 74. Jahrg. 1962 | Nr. |



