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Lysozyme sind weitverbreitete Enzyme, welche die Geriistsubstanz bakterieller Zellwande 
spalten. Sie losen die glykosidischen P-(I + 4)-Bindungen zwischen N-Acetylmurarninsiiure 
und N-Acet.vIglucosainin. Die Aminosauresequenz des Lysozyms aus Hiihnereiweip ist 
bekannt (129 Aminosaurereste). Lysozyme anderen Ursprungs haben bei qualitativ gleicher 
biologischer Aktivitat haufig eine andersartige Prirnarstruktur. Die rnit Lysozymen ge- 
wonnenen Erkenntnisse gestatten Schliisse auf die chemische Struktur des Grundgeriisies 
der bakteriellen ZeNwand. 

I. Einleitung 

Der Name Flemings ist nicht nur rnit der Entdeckung 
des Penicillins verkniipft, sondern auch mit der eines 
Enzyms, das er Lysozym nannte und das in der Lage 
ist, bestimnite Bakterien rasch aufzulosen, eine Fahig- 
keit, die zahlreichen tierischen und pflanzlichen Gewe- 
ben und Sekreten zukommt, vor allem aber dem EiweiB 
[l].Fleming fand gleichzeitig ein Bakterium, Micrococcus 
lysodeikticus, das gegen Lysozym besonders empfindlich 
ist. Seine ersten Beobachtungen wurden bald von vielen 
Seiten bestatigt. Lysozyme lieBen sich in einer groBen 
Zahl menschlicher Organe, Gewebe und Sekrete (Milz, 
Niere, Tranen, Speichel u. a.) nachweisen. Ahnliche ly- 
tisch wirkende Enzyme fand man in den Organen und 
Sekreten vieler Wirbeltiere. Auch Wirbellose, Bakterien 
und sogar Pflanzen (Papaya-Latex) enthalten Lyso- 
zyme, die demnach weit verbreitet zu sein scheinen [2] .  
Die wichtigste Quelle fur die Gewinnung von Lysozymen 
ist das EiweiB der Eier verschiedener Vogelarten, beson- 
ders der Hiihner. HiihnereiweiB-Lysozym ist daher am 
besten bekannt. 
Im folgenden werden wir zunachst iiber die physikoche- 
mischen Eigenschaften, die Struktur sowie die Be- 
ziehung zwischen Struktur und biologischer Wirkung 
des HuhnereiweiB-Lysozyms berichten. In einem zwei- 
ten Abschnitt vergleichen wir Lysozyme verschiedener 
Herkunft, die kiirzlich chromatographisch rein erhalten 
werden konnten, und beschreiben schlieBlich neue Ar- 
beiten iiber das Substrat des Lysozyms und seine Ein- 
wirkung darauf. Vorweggenommen sei die Definition 
eines Lysozyms und die Beschreibung seines quantita- 
tiven Ndchweises. 

a) Definition eines Lysozyms [3,4] 

Ein lytisches Enzym kann als Lysozym bezeichnet wer- 
den, wenn es folgende Eigenschaften hat: es mu13 ein 
basisches Protein mit geringem Molekulargewicht (etwa 
15000) sein, das bei saurem p H  bestandig ist und bei 
__- 
[l] A .  Fleming, Proc. Roy. S O ~ .  (London), Ser. B, 93, 306 (1922). 
[2] Lysozyme, A Review. Herausgeber: Armour and Co., Chi- 
cago 1952. 
[3] C. Fromageot u. P. Joll.?s, Experientia Suppl. 11, 181 (1955). 

p H  = 4 3  eine bis zwei Minuten auf 100 "C erhitzt wer- 
den kann, ohne an Aktivitiit zu verlieren. Es ist bei al- 
kalischem p H  insfabil und ist aktiv gegeniiber einer 
Suspension von Micrococcus lysodeikticus. LaBt man es 
auf ein geeignetes Substrat einwirken, so werden Bruch- 
stucke freigesetzt, die mit Reagentien fur reduzierende 
Zucker und N-Acetylhexosamine nachweisbar sind und 
sich vom Glucosamin oder von der Muraminsaure ab- 
leiten. Lysozyme werden daher auch als P-Glucosamini- 
dasen, Muraminidasen oder N-Acetylmuramid-Gly- 
canohydrolasen bezeichnet. 

b) Bestimmung der lytischen Aktivitat 

Gewohnlich wird die lytische Aktivitat eines lysozym- 
haltigen Praparates so bestimmt, daB man die Lyse einer 
Suspension toter MJysodeikticus-Zellen spektrophoto- 
metrisch verfolgt. Die klassischen Verfahren von Smole- 
lis und Hartsell [5] sowie von Fraenkel-Conrat [6] ha- 
ben Shahani [7]  und LConis [S] kiirzlich modikiert. 

11. Lysozym aus HuhnereiweiD 

1. Reinigung 

Alderton und Fevold [9] beschrieben die direkte Kri- 
stallisation von Lysozym aus HuhnereiweiB. Sophiano- 
poulos et al. [lo] haben als letzten Schritt die Frak- 
tionierung mit Ammoniumsulfat eingefuhrt, um chro- 
matographisch reines Lysozym zu erhalten. Kristalli- 

[4] M. R. J. Salton, Biochim. biophysica Acta 22,495 (1956). 
[5] A .  N.  Smolelis u. S. E. Hartsell, J. Bacteriol. 58, 731 (1949). 
[6] H. Fraenkel-Conrat, Arch. Biochem. Biophysics 27,109 (1950). 
[l] K.  M .  Shahani, R.  C .  Chandan, P .  L.  Kelly u. E. L. Mac- 
Quiddy in : XVI. International Dairy Congress, Copenhagen 1962. 
Andelsbogtrykkeriet, Odense 1962. 
[S] P .  Godfrine u. J.  LPonis [8a], Bd. I, S. 115. 
[8a] Atti del 11" Symposium internationale sul Lisozima di 
Fleming, Milano 1961. Boscome, Mailand 1961. 
[9] H. L. Fevold u. G .  Alderton in H .  E. Carter: Biochemical 
Preparations. Wdey, New York 1949, Bd. 1, S. 67. 
[lo] A. J. Sophianopoulos, C .  K .  Rhodes, D.  N.  Holcomb u. K. E. 
van Holde, J. biol. Chemistry 237, 1107 (1962). 
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siertes Lysozym oder Handelsprap arate lassen sich 
durch Chromatographie an Carboxymethylcellulose 
oder an Amberlite CG-50 reinigen [ll].  Neben der 
Hauptkomponente (90 =k 10 %) findet man zwei weitere 
Fraktionen, deren Menge jedoch n i t  dem Herstellungs- 
verfahren und der Aufbewahrungszeit wechselt, so da13 
das unterschiedliche chromatograp hischeverhalten mog- 
licherweise nur auf einen unterschiedlichen Gehalt an 
Amidgruppen zuriickzufiihren ist. Quantitative Amino- 
saure-Analysen scheinen diese Annahme zu bestatigen. 
Physikalische Daten fur das Lysozym sind - im Ver- 
gleich zu den Fortschritten der Sequenzanalyse - er- 
staunlich rar. Das liegt niit daran, da13 viele physikali- 
sche Messungen ausgefiihrt wurden, bevor man Ionen- 
austausch und Chromatographie an Cellulose als Rei- 
nigungsverfahren kannte. Erst deren Anwendung zeigte, 
wie erwahnt, daD das Enzym Nebenbestandteile in 
wechselnder Menge enthalten kann. 

2. Physikochemische Untersuchungen 

Der isoelektr ische P u n k t  liegt zwischen 10,5 und 11. 
Die Molgewichte,  die mit verschiedenen physikali- 
schen Methoden ermittelt wurden, hat Joll2s [12] kurz- 
Iich kritisch gesichtet. Den auf analytischen Daten be- 
ruhenden Werten kommt das physikalisch bestimmte 
Molgewicht von 14500 & 200 am nachsten. Sophiuno- 
poulos et al. [lo] fanden fur chromatographisch reines 
Lysozym bei pH = 5,4 das Molgewicht 14400 * 100. 
Die gleichen Autoren uberpriiften fruhere Angaben fur 
die Sediment a t  ions kon  s t a n  t e (1 3 1 0 - 1 3  ; 1,87.10-13 
1,9*10-13; 2,ll.lO-13) und erhielten nach der Extra- 
polation auf unendliche Verdiinnung &ow.= 1,91.10-13 
sec. Sie nannten auBerdem einen neuen Durchschnitts- 
wept fur das pa r t i e l l e  spezifische Volumen,  der 
rnit 0,703 ml/g bei 20 "C teils niedriger als fruher ange- 
gebene Werte (0,714 bei 15 "C [13] und 0,722 bei 20°C 
[14]), teils hoher (0,688 bei 25 "C [15]) liegt. 
In Tabelle 1 sind die Ergebnisse neuerer Messungen der 
optischen Drehung und der Rotationsdispersion zu- 

Tabelle I .  Optische Drehung [a], und Dispersionskonstante A, von 
HUhnereiweiB-Lysozym 

Losungsmittel 

8 M Harnstoff 

0 2 5  M NaBr (pH = 5,6) I -47 I 254 I 1171 

4 M Guanidinthiocyanat 1 -83 1 215 I I201 

0,l M NaCl (pH = 3,l) 

H20 (1,9-proz. Losung, pH = 5 3 )  

I211 

1181 

[ I l l  H. H.TalIan u. W. H.  Stein, J. biol. Chemistry 200, 507 
(1953). 
[12] P. J01l.h in P. D.  Boyer, H. Lardy u. K .  Myrback: The En- 
zymes. 2. Aufl., Academic Press, New York 1960, Bd. IV, Kap.25. 
[13] P .  A.  Charlwood, J. Amer. chem. SOC. 79,776 (1957). 
1141 T. L. McMeekin u. K.  Marshall, Science (Washington) 116, 
142 (1952). 
[15] J. R.  Colvin, Canad. J. Chem. 30, 831 (1960). 

sammengestellt [16-181. Diesen Zahlen kommt inso- 
fern Bedeutung zu, als der Helixgehalt des Lysozyms 
aus der Rotationsdispersion und das Ma13 der Faltung 
im Molekiil aus der Anderung der optischen Drehung 
bei der Denaturierung berechnet worden sind [22]. 
Diese Berechnungen zeigen, daB die Peptidkette des 
Lysozyms zu etwa 35 % Helix-Konformation hat 
[16,23]. Blout [24] nutzte den Wasserstoff-Deuterium- 
Austausch als Indikator fur den Helixgehalt nativen 
Lysozyms. Er fand, da8 sich nur 45 % des Amid-Wasser- 
stoffs leicht austauschen lassen. Nach Kunurek et al. 
[25] hangt der Austausch vom p H  ab und ist in saurer 
Losung grol3. Als minimalen Helixgehalt berechnet man 
auch hier wieder 35 %. 
Die Grundviscositat und die Sedimentationskonstante sind 
entweder mit einem nahezu kugelformigen Molekul mit 0,6 g 
Hydratwasser pro Gramm Protein vereinbar oder rnit einem 
abgeflachten, weniger stark hydratisierten Ellipsoid [lo]. 
Donovan et al. [18] versuchten aus Titrationskurven und UV- 
Differenzspektren zu ergrunden, welche Wechselwirkungen 
dafur verantwortlich sind, da13 sich einige Carboxylgruppen 
des Lysozyms anomal verhalten. 
Alderton [26], Corey [27], Steinrauf [28] und King [29] haben 
das Enzym kristallographisch untersucht. Salze des Lysozyms 
mit Mineralsauren lassen sich in mehreren Formen kristalli- 
sieren. Bei pH = 4,7 geziichtete Kristalle von Lysozymchlorid 
1261 sind tetragonal; jede Einheit enthalt acht Lysozymmole- 
keln [28] sowie (eingeschlossen) 1 M NaCl-Losung (der 
Puffer enthalt Na+-Ionen), die etwa 33,5 % des Kristallge- 
wichts ausmacht. 
Kurzlich haben Blake et al. [30] mit einer ins einzelne gehen- 
den Rontgenanalyse begonnen, die eine Kenntnis der mole- 
kularen Konfiguration vermitteln SOL Erstes Ergebnis ist 
eine dreidimensionale Karte der Elektronendichte fur die 
tetragonale Kristallform des Lysozymchlorids bei einer Auf- 
losung von 6 A. Drei Derivate des Lysozyms mit schweren 
Atomen wurden untersucht. Sie enthielten Quecksilber(I1)- 
jodid, Hexachloropalladat(1V) oder o-Hydroxyquecksilber- 
(11)-toluol-p-sulfonsaure. Ahnliche Untersuchungen stam- 
men von Stanford et al. [31], die tetragonale Kristalle von 
Lysozymchlorid mit komplexen Ionen des Niobs und Tan- 
tals verwendeten, sowie von Dickerson et at. [32] an triklinem 
Lysozymnitrat. 

[16] P. Dory, Collection Czechoslov. Chem. Commun. 22, 5 
(1 957). 
[17] B. Jirgensons, Arch. Biochem. Biophysics 93,172 (1961). 
1181 J.  W. Donovan, M .  Laskowski u. H. A .  Scheraga, J. Amer. 
chem. SOC. 82, 2154 (1960). 
[19] J.T. Young u. P. Doty, J. Amer. chem. SOC. 79, 761 (1957). 
[20] B. Jirgensons, Tetrahedron 13, 166 (1961). 
[21] L. Josefsson in: First Symposium on Lysozyme, Mailand 
1959. Istituto italiano d'Arti grafiche, Bergamo 1959, S. 131. 
[22] C. Schellmann u. J .  A. Schellman, C. R. Trav. Lab. Carls- 
berg, SBr. chim. 30,463 (1958). 
[23] P. Urnes u. P. Doty, Advances Protein Chem. 16,401 (1961). 
[24] E. R.  Blout, C .  de Loze u. A. Asadourian, J. Amer. chem. 
SOC. 83, 1895 (1961). 
[25] L. Kanareck, A .  Hvidt, J. LConis u. M. Oftesen [8a], Ed. 1 ,  
s. 111. 
1261 G. Alderton u. J. Fevold, J. biol. Chemistry 164, 1 (1946). 
[27] R. B. Corey, J. Donohue, K. N.  Trueblood u. K. J. Palmer, 
Acta crystallogr. 5,  701 (1952). 
[28] L. K. Sfeinrauf, Acta crystallogr. 12, 77 (1959). 
[29] G. S. D .  King, Acta crystallogr. 12, 216 (1959). 
[30] C. C.  F. Blake, R.  H .  Fenn, A .  C.  T. North, D.  C.  Phillips u. 
R. J.  Poljak, Nature (London) 196, 1173 (1962). 
[31] R. H. Stanford, R. E. Marsh u. R. B.  Corey, Nature (London) 
196, 1176 (1962). 
[32] R .  E. Dickerson, J .  M .  Reddy, M .  Pinkerton u. L. K .  Stein- 
rauf, Nature (London) 196, 1178 (1962). 
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3. Chemische Struktur 

Dowex 50x2 

a) Analyse 

I 

Enzym wird durch Trypsin nur wenig angegriffen 

Cys enthaltende Peptide bleiben adsorbiert 

1 Kynurenin I Cysteinsaure I Methioninsulfon Try enthaltende Peptide bleiben adsorbiert 

i nativ 1 Try 1 CYS I Met 

I Met 
Hitze- I Try I CYS 
Denaturierung 

Oxydation I 

Lysozym aus HuhnereiweiB enthalt 129 Aminosaure- 
Reste (Molgewicht: 14388): Gly12, Alalz, Serlo, (Cys-)s, 
Metz, Thr7, Pr02, Val6, Leug, Ileus, Phe3, Tyr3, Try6, 
Asp21, Glus, LYS6 Argll, Hisl, (NH2-)18. Es ist das 
erste Protein mit allen normalen Aminosauren, beson- 
ders rnit Met, Try und Cys im gleichen Molekul, dessen 
Priniarstruktur aufgeklart werden konnte [12]. 

Reduktion, dann 
Behandlung m. 
JCH?-CO,H 

b) P r i m  a r s t r u k t u r 

JolI& und JolI2s [33] konnten 1961 die chemische Struk- 
tur des Lysozyms aus HiihnereiweiR bestimmen. Das 
Protein besteht aus einer einzigen Polypeptidkette, de- 
ren Faltungen durch die vier S-S-Brucken der acht Cy- 

Try 

sin nicht angegriffen). Die Spaltstucke lieBen sich chro- 
matographisch an einer Dowex-50x2- oder Dowex- 1 X2- 
Saule trennen. Tabelle 2 zeigt, welche Unterschiede da- 
bei auftraten [34]. Die tryptischen Spaltprodukte konn- 
ten in der richtigen Reihenfolge aneinandergereiht wer- 
den, nachdem die chymotryptische Spaltung Bruch- 
stiicke mit basischen Aminosauren geliefert hatte, die 
uber die Sequenz der tryptischen Spaltprodukte Aus- 
kunft gaben. Abbildung 1 zeigt die Primarstruktur des 
Lysozyms [33-351. 

Dowex 1x2 

c) Sekundare  und  t e r t i a r e  S t r u k t u r ;  
Verteilung der S-S-Briicken 

Uber die sekundare und tertiare Struktur ist im Abschnitt 
uber die physikochemischen Eigenschaften des Lysozyms 
schon einiges gesagt worden. Lionis [36] untersuchte die 
Wasserstoffbrucken zwischen den Peptidgruppen, indem er 
das Enzym in einer Harnstofflosung loste und sowohl das 

Reduktion, dann Try 
Behandlung m. 
JCH2-COzH 

Tabelle 2. Trennung der tryptischen Spaltprodukte von HuhnereiweiR-Lysozym durch Ionenaustausch-Chromatographie. Verhalten der 
Aminosiuren, Tryptophan (Try), Cystin (Cys) und Methionin (Met) 1341 

Peptide mit einem hohen Gehalt an aromatischen 
methyl-cystein Aminosauren bleiben adsorbiert 

~- 

Trennung aller tryptischen Spaltstucke 
methyl-cystein 

H~Lys -Va l -Phe -Gly -Arg-Cys -Glu -Leu-Ala -Ala -Ala -~ le t -Lys -Arg-~ l i s -Gly -Leu-Asp  
I I I  

I '  I Ser -Arg-Try - ' r ry - (Cys  ,Asp  ,Asp(NHz) ,Gly)-Arg-Thr-Pro-G1y-Ser-Arg-Asp(NHz)-Leu 

I 
/Asp(NHz)-Ser-Ala-Thr-Ileu-Asp-Ser-Ser-Leu-Leu-Ala- S e r - C y s - P r o - I l e u - A e p ( N H z ~ - ' ~ ~  

S 
Val-Cys-Ala-Lys-Lys-Ileu-Val- 

S ' I  
Ileu-Try-Ala-Glu(NH2)-Val-Asp-Thr-Gly-Lys-C s Arg-Asp(NHz)-Arg-Try 7 -  

S 
IA$-Cly - Cqs -Arg-Leu.OH 1 

S 
Abb. 1. Chemische Struktur des Lysozyms aus HiihnereiweiR. 

Stein-Reste gehalten werden. Offnet man diese Brucken, 
so zerfallt das Molekul nicht in Bruchstucke. 

Absorptionsspektrum im fernen Ultraviolett als auch die 
hde rungen  der Rotationsdispersion bestimmte. 

Auch die tertiare Struktur (Anordnung der Seitenketten 
die primare Struktur zu klaren, wurde das Lysozym usw.) hat Lkonis [36] studiert. Seine Ergebnisse sprechen 

[34] J.  JO&S, 1. Jauregui-Adell, I .  Bernier U .  P. Jollc?S, Biochim. 
denaturiert (Hitze, Oxydation, Reduktion) und mit 
Trypsin behandelt (das native Enzym wird durch Tryp- biophysica Acta, im Druck. 

[351 J.  Jolk% u. p. JollSs, Biochim. biophysica Acta 45,407 (1960). 
[36] J.  Lionis [8a], Bd. 1 ,  S .  125. 

[331 J.  JollSs U. P. JoNZs, C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 253,2773 
(1961). 
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dafiir, da8 Bindungen zwischen hydrophoben Gruppen 
fur die Stabilitat der molekularen Konfiguration des 
Lysozyms von Bedeutung sind. 
Das native Enzym hat nicht notwendig die am starksten 
geordnete Konfiguration. Nach der Einwirkung von 
Harnstoff auf Lysozym lieI3en sich durch Chromatogra- 
phie an Amberlite CG-50 zahlreiche eng verwandte For- 
men des Enzyms isolieren, die sich hauptsachlich in 
ihrer tertiaren Struktur unterschieden IS]. Juuregui und 
JoZZks [37] erhielten nach der Behandlung von Lysozym 
mit Jodacetat bei p H  = 5,5 ahnliche Ergebnisse. 
Um die Lage der Disulfid-Briicken zu klaren, isolierten 
JolZ2s et al. [38] nach peptischer und chymotryptischer 
Spaltung des nativen Enzyms die Cystin enthaltenden 
Peptide durch Chromatographie an Dowex-SOX2 (Abb. 
2). Jede dieser Fraktionen wurde mit Perameisensaure 

Abb. 2. Chromatogramm der bei der Hydrolyse von HiihnereiweiR- 
Lysozym rnit Pepsin und Chymotrypsin entstehenden Peptide an Dowex 
50 X2 (Lange der Saule: 1 m, Durchmesser: 2 cm) [38]. Elutionsmittel: 
(a) 0,2 M Na-Citrat, pH = 3,l 
(b) 0,2 M Na-Citrat, pH = 3,l + 1,0 M Na-Citrat, pH = 5 , l  
(c) 1,0 M Na-Citrat, pH = 5,1 + 2,O Na-Citrat, pH = 5,l 
(d) 2,O M Na-Acetat, pH = 6,4 
(e) 0,5 M Na-Phosphat, pH = 7,2 
(f) 0.75 M Na-Borat, pH = 9,5 
(g) 0.5 M Na-Borat, pH.= 12,3 
Volumen der Mischkammer fur (b) und (c): 500 ml. 
GroRe der Fraktionen: 10 ml. 
Linke Ordinate und ausgezogene Kurve: Intensitat der Ninhydrin- 
Reaktion nach alkalischer Hydrolyse, Leucin-Aquivalente [mMol/ll. 
Rechte Ordinate und gestrichelte Kurve: Cystin-haltige Peptide, Inten- 
sitat der Reaktion mit Phosphowolframat [Intensitat der Absorption 
bei 700 mp]. 

Abszisse: Fraktionsnummer. 

oxydiert, und an Hand der Bruchstiicke wurde zu be- 
stimmen versucht, welche Cystein-Reste im nativen Ly- 
sozym durch S-S-Brucken miteinander verkniipft sind. 
In Abbildung 1 ist die erste so charakterisierte Disulfid- 
brucke eingezeichnet. 

4. Beziehungen zwischen Struktur 
und biologischer Aktivitat 

Die biologische Aktivitat des Lysozyms hangt selbst- 
verstandlich nicht nur von einer Aminosaure ab; viel- 
mehr miissen mehrere Aminosauren zusammenwirken, 
zu denen die folgenden gehoren : 

1371 J.  Jaiiregui-Adell u. P .  Jollps, unveroffentlicht. 
1381 J. JON&, J .  Jauregui-Adell u. P .  Jolles, Biochim biophysica 
Acta 71, 488 (1963). 

a) Die Tryptophan-Reste: die Aktivitat des Enzyms geht 
verloren, sobald diese Reste durch die Einwirkung von 
N-Bromsuccinimid verandert werden [39]. 
b) Die Cystin-Reste: nach Versuchen von Joll2s et al. 
[34] zur partiellen Reduktion des Enzyms sind minde- 
stens zwei Disulfidbrucken fur die enzymatische Akti- 
vitat notwendig. Nach Churchich [40] gewinnt man bei 
der Oxydation des teilweise reduzierten Lysozyms mit 
Luft 80 % des Proteins zuruck. Das Produkt ist wasser- 
loslich und hat 60 % der spezifischen Aktivitat des na- 
tiven Lysozyms. Mit Perameisensaure oxydiertes Lyso- 
zym ist inaktiv. 
c) Der Histidin-Rest: er wird bei pH = 5,5 durch Jod- 
acetat nicht angegriffen. La8t man die Jodessigsaure 
aber 20 min auf das Enzym einwirken, so lassen sich 
saulenchromatographisch mehrere aktive Formen des 
Enzyms isolieren, die nahe verwandt zu sein scheinen 
(Abb. 3) [37]. Alle enthalten Histidin und unterscheiden 
sich' wahrscheinlich geringfugig in der Tertiarstruktur. 
Das C-terminale Dipeptid Arg-Leu kann ohne Aktivi- 
tatsverlust abgespalten werden, aber es war bisher nicht 
moglich, ein kurzes Teilstuck zu gewinnen, das noch 
Lysozym-Aktivitat besitzt. 
Tabelle 3 zeigt, wie sich die enzymatische Aktivitat bei 
der Behandlung des Lysozyms rnit verschiedenen Agen- 
tien andert. Auf folgende Beobachtungen sei besonders 
hingewiesen : 
a) Radioaktives Lysozym bleibt bis zu einer spezifischen 
Aktivitat von 0,20 mC/mMol enzymatisch wirksam [41]. 

b) Harnstoff hat zwei Wirkungen: eine rasche, die zum 
Verlust der enzymatischen Eigenschaften fuhrt aber 

5 

1 

150 300 

Abb. 3. Produkte, die bei der Einwirkung von Jodessigsaure (20 min) bei 
pH = 5.5) auf HiihnereiweiR-Lysozym entstehen 1371. Chromatographic 
an Amberlite CG-50. Elutionsmittel: 

(a) 0,15 M Na-Phosphat, pH = 7,18 
(b) 0,2 M Na-Phosphat, PH = 7,18 
(c) 0,s M Na-Phosphat, pH = 7,18 
FraktionsgroRe: 3 ml. 
Ordinate links auBen und Kurve 0--0: lntensitat der Reaktion rnit 
Folins Reagens [pMol Lysozym/l]. 

Ordinate links innen und gcstrichelte Linien: Relative spezifische Ak- 
tivitat gegeniiber M. lysodeikricus (HiihnereiweiR-Lysozym = 1). 
Ordinate rechts und Kurve -- : Intensitat der Ninhydrin-Reaktion 
nach alkalischer Hydrolyse ftrMol Amino-Stickstoff/I]. 

Abszisse: Fraktionsnummer. 

[39] I .  Bernier u. P. Joll~h, C .  R. hebd. Seances Acad. Sci. 253, 
745 (1961). 
[40] J.  E. Churchich, Biochim. biophysica Acta 65, 349 (1962). 
[41] A .  G. Schnek, L.  Ledoux u. J.  Le'onis [Sa], Bd. 1 ,  S. 103. 
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Tabelle 3. Enzymatische Aktivitat von HiihnereiweiR-Lysozym 
nach unterschiedlicber Vorbehandlung 

durch die Vorbe- 
handlung veran- 
derte Aminosauren 
oder Gruppen 

Aktivitat Vorbehandlung 

1. Wahl der Lysozyme 

Lit 

Photooxydation I [441 

His, aromat. Aktivitats- 
Aminosauren minderung 

I cys 
Reduktion 

wasserfreie 
Ameisensaure 

Veresterung 

140, reversible 1 Inaktivierung 1 44al 

N-0-Acylwanderg. reversible 
Hydroxyaminosauren Inaktivierung 

freie hangt vom 
COzH-Gruppen Reagens ab I 

Xanthogenierung I Try 1 inaktiv 

Jodierung His, aromatische inaktiv, Reak- 
Aminosauren tivierung mijglich 

Acetylierung freie NHz-Gruppen zunehmende [6,42] 
Inaktivierung 

[431 

[6] 

N-Bromsuccin- 
imid 

vor allem Try zunehmende [39] 
Inaktivierung 

Harnstoff 
nab verwandter 

Einhau radioakti- aktiv bis 
ver Isotope 020 mC/mMol 

['I Cys = Cystin. 

vollkommen reversibel ist, und eine langsam eintretende, 
irreversible, die natives Lysozym in nahe miteinander 
verwandte, aktive Substanzen umwandelt [8]. 
c) Jede Behandlung des Enzyms, die den (relativen) Ge- 
halt an sauren Gruppen steigert (Acetylierung), inak- 
tiviert [42], wogegen Reagentien, welche die Basizitat 
erhohen (Guanidierung), die Aktivitat erhalten [42]. 
Die strukturelle Basis der bakteriolytischen Aktivitat 
ist moglicherweise in der tertiaren Struktur zu suchen, 
besonders in der stabilisierenden Wirkung der hydro- 
phoben Bindungen, denn man kann inaktive Fraktionen 
erhalten, ohne die sekundare Struktur zu andern [36]. 

HI. Lysozyme anderen Ursprungs 

Im Laboratorium des Autars sind Lysozyme verschie- 
denen Ursprungs gereinigt und analysiert worden, urn 
sie zu vergleichen und um zu prufen, ob die qualitativ 
gleiche biologische Aktivitat auf chemischen Gemein- 
samkeiten beruht. 

[42] I. I. Gerschwind u. C.  H.  Li, Biochim. biophysica Acta 25, 
171 (1957). 
[43] S. R. Dickman, R .  B. Kropf u .  C .  M .  Proctor, J. biol. Che- 
mistry 210, 491 (1954). 
[44] L. Weil, A .  R .  Buchert u. J .  Maher, Arch. Biochem. Bio- 
physics 40, 245 (1952). 
[44a] K. lmai, T. Takagi, and T. Isernura, J. Biochemistry (Tokyo) 
53, 1 (1963). 
[45] L. Josefsson, Biochim. biophysica Acta 59, 128 (1962). 

Zwei Gruppen von Lysozymen wurden untersucht : 
1. Lysozyme aus dem gleichen Organ verschiedener Tier- 
arten (Huhner- und EnteneiweiD [46], Kaninchen- [47] 
und Hundemilz [48]). 2. Lysozyme aus verschiedenen 
Organen oder Korperflussigkeiten des gleichen Tieres 
(Eiweil3 und Lunge des Huhnes [49], Milz [48] und Niere 
des Hundes; Milch [50], Placenta [Sl], Speichel Isla], 
Leukocyten [52] und Milz des Menschen). Alle diese 
Lysozyme sind nach dem im folgenden Abschnitt be- 
schriebenen Verfahren in chromatograp hisch reiner 
Form erhalten worden. 

2. Reinigungsverfahren 

Das von JollPs et al. [53] entwickelte Verfahren zur Rei- 
nigung von Lysozymen besteht im wesentlichen aus funf 
Schritten 
1. Erhitzen des zerriebenen Organs oder der Fliissigkeit 
bei p H  = 4 bis 43 auf 100 "C fur eine bis zwei Minuten. 
2. Adsorption an Amberlite CG-50 und Eluierung basi- 
scher Substanzen. 
3. Chromatographie an Carboxymethylcellulose. 
4. Entsalzen an Sephadex G-25 oder G-50. 
5. Ionenaustausch - Chromatographie an Amberlite 
CG-50 bei konstanter Temperatur, konstantem pH- 
Wert und konstanter Molaritat des Puffers. 
Das Enzym ist nach dieser Behandlung chromatogra- 
phisch rein. Tabelle 4 zeigt, bei welchen pH-Werten die 
Lysozyme chromatographiert wurden. Alle untersuch- 
ten lytischen Enzyme mit Ausnahme der aus mensch- 

Tabelle 4. Optimale Bedingungen fur die quantitative Eluierung von 
Lysozymen verschiedener Herkunft (jeweils 1 mg) aus einer Amberlite- 
CG-50-Saule (Lange 20 cm, Durchmesser 1 cm). Temperatur: 2 0 T .  
Elutionsmittel: Pbospbat-Puffer [12,46-521. 

Lysozym 

HiihnereiweiR 
Hiihnerlunge I 
Hubnerlunge I1 
EnteneiweiB I 
Hundemilz 
Hundeniere 
Kaninchenmilz I 
Kaninchenmilz I1 
Menschenmilch I 
Menschenmilch I1 
Menschenspeichel 
Menschenleukocyten 
Menschenplacenta 
Nephthys hombergi 
~~ ... 

7,18 
6,40 
6,40 
7,58 
6,50 
6,40 
6,55 
6.55 
6,82 
6.98 
6,98 
6,98 
6,98 
6,60 

Molaritat 
des Puffers 

Eluierungs- 
volumen [mll 

90 
70 
70 
20 

120 
20 
20 
60 
40 
70 
30 
40 
30. 

1000 

[46] P .  JoII~s, G. Spotorno u. J. JoII2s. unveroffentlicht. 
[47] G.  Joll2s u. C. Fromageot, Biochim. biophysica Acta 11, 95 
(1953); 14, 219 (1954). 
[48] P. Joll2s u. C. Fromageot, Biochim. biophysica Acta 19, 91 
(1956). 
1491 P. JoII2su. S. Zuili, Biochim. biophysica Acta 39,212 (1960). 
[SO] P. JoIl2s u. J. Joll2s, Nature (London) 192, 1187 (1961). 
[Sl] J. F. Petit, M. Panigelu. P .  Joll2s, Bull. SOC. Chim. biol. 45, 
211 (1963). 
[Sla] J.  F. Petit u. P. JoII~s,  unveroffentlicht. 
[52] P. Jollks u. D .  Charlemagne, unveroffentlicht. 
[53] P .  Joll2s, H. Zowall, J .  Jauregui-Adell u. J. Joll2s, J. Chro- 
matogr. 8, 363 (1962). 
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lichem Speichel und menschlicher Placenta isolierten 
Substanzen verhielten sich chromatographisch ver- 
schieden. 

3. Zusammensetzung und Molekulargewicht 

Die in Tabelle 4 zusammengestellten Lysozyme sind 
analysiert worden. Mit Ausnahme der zwei aus Kanin- 
chen-Milz [47] gewonnenen Enzyme, die sich nur in der 
Zahl der Amidgruppen unterscheiden [12], und der 
Lysozyme aus menschlichem Speichel und menschlicher 
Placenta haben alle untersuchten Lysozyme eine andere 
Aminosaure-Zusammensetzung [12]., Unterschiede tre- 
ten vor allem im Gehalt an Glutaminsaure, Prolin, Ar- 
ginin und aromatischen Aminosauren auf (Tabelle 5) .  
Das Molekulargewicht aller Enzyme (gemessen mit ge- 
eichten Cellophan-Membranen) ist etwa 15000. 

Lysozym aus Hundemilz sind isoliert, analysiert und 
mit den Bruchstucken des Enzyms aus Huhnereiweilj 
verglichen worden [57]. Es war nicht moglich, Amino- 
saure-Sequenzen zu finden, die in beiden Enzymen vor- 
kommen, d. h. bereits die Primarstrukturen beider Lyso- 
zyme miissen verschieden sein. Gleiches gilt fur die 
Enzyme aus menschlicher Milch und HuhnereiweiS [56]. 
Bei teilweiser Reduktion verliert das Lysozym aus 
Hundemilz seine Aktivitat, la& sich aber reakti- 
vieren. 

Zwei chromatographisch verschiedene Lysozyme aus 
dem gleichen Organ eines Tieres konnen sich im Gehalt 
an Amidgruppen unterscheiden (Lysozyme I und I1 aus 
Kaninchenmilz), aber auch in vielen Aminosaureresten 
(Lysozyme I und I1 aus menschlicher Milch). 
Lysozyme aus verschiedenen Organen oder Korper- 
fliissigkeiten des gleichen Tieres konnen sich sowohl im 

Tabelle 5. Wichtigste Unterschiede in der Aminosaure-Zusammensetzung einiger 
Lysozyme [ 12,46-493 134,561 

Lysozym 

HiihnereiweiB 
Hiihnerlunge I 
Hundemilz 
Hundeniere I 
Kaninchenmilz I Ibl 
Kaninchenmilz I1 [b] 
Menschenplacenta [cl 
Menschenspeichel Icl 
Menschenmilch I 
Menschenmilch I1 
Nephthys hombergi 
Papaya-Latex 

[a] Cys= Cystin. 

Cys[a] 1 Glu I Pro 1 Tyr I Phe 1 Try 1 His 1 Arg 

4 

4 

4-5 
4-5 
3 
3 

8 

5 
9-10 
lo& 1 
6+ 1 

1 1  
1 1  
9 + 1 
P z t  1 

8-9 
1 1  

IRestelMoleku 

2 
8 
8 
7zt 1 
5 
5 
3 
3 
5-6 
3 
12 
18 

- 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
5 
5 
3 
5 
3 
13 

- 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
2 
2 
3 
2 
3 

12 

[b] Unterscheiden sich im Gehalt an Amidgruppen. 
[cl Unterscheiden sich auch im Gehalt an anderen Aminosluren nicht. 

4. Biologische Aktivitat 

Die in Tabelle 4 aufgezahlten Lysozyme haben gegen- 
uber gleichen Bakterien qualitativ die gleiche biologi- 
sche Aktivitat. Unter gleichen Testbedingungen und bei 
optimalem pH ist das Lysozym aus Huhnereiweilj eben- 
so wirksam wie das aus Kaninchenmilz [47] oder Huh- 
nerlunge [49]. Dagegen sind die Enzyme aus Hundemilz 
[48], menschlicher Placenta [51] und Nephfhys hom- 
bergi (einem Ringelwurm) [49] zwei- bis dreimal so ak- 
tiv, und die Lysozyme aus Papaya-Latex [54] und Ba- 
cillus subtilis [55] weisen nur ein Funftel der Aktivitat 
des Huhnereiweilj-Lysozyms auf. 

5 .  Vergleich von Struktur und Aktivitat 
verschiedener Lysozyme (Heteroenzyme) 

Lysozyme aus verschiedenen Tierarten (selbst aus glei- 
chen Organen) unterscheiden sich im chromatographi- 
schen Verhalten und in der Aminosaure-Zusammenset- 
zung. Die tryptischen Spaltprodukte von oxydiertem 

[54 ]  E. L. Smith, J .  R .  Kimmel, D .  M .  Brown u. E. 0 .  P.  Thomp- 
son, J. biol. Chemistry 215, 67 (1955). 
[ 5 5 ]  Y. Satomura, S. Okada u. J.  Fukumoto, J. agric. chem. Soc. 
Japan 31, 281 (1957). 

6 

6 

2 
2 
3 1 1  
3 +  1 

1-2 
7 

11 
6 
8 

6 
6 

1 1 & 1  

1 1 + 1  
l l f l  
1 1 +  1 
1141 
7 
13 

chromatographischen Verhalten als auch in der Amino- 
saure-Zusammensetzung gleichen (Enzyme aus mensch- 
licher Placenta und menschlichem Speichel) [5 11. Man 
darf annehmen, daS sie die gleiche Struktur haben. Sol- 
che Lysozyme konnen aber auch betrachtlich differieren 
(chromatographisch und analytisch). Ein Beispiel dafiir 
ist das Lysozym I aus menschlicher Milch [56], das dem 
Enzym aus menschlicher Placenta, menschlichem Spei- 
chel[51] und dem Lysozym IT aus menschlicher Milch 
nicht gleicht. Ein erster Vergleich der tryptischen Spalt- 
produkte (nach Papierchromatographie oder -elektro- 
phorese) lie13 erkennen, da13 sie sich wahrscheinlich auch 
strukturell unterscheiden. Die Lysozyme aus Milz und 
Niere des Hundes gaben das erste Beispiel fur das Auf- 
treten von Heteroenzymen [ *] in verschiedenen Orga- 
nen des gleichen Tieres [3,48]. 

Moglicherweise ist die gleiche biologische Aktivitat der 
Lysozyme auf ihre Basizitat und auf einige Gleichartig- 
keiten ihrer Tertiarstruktur zuruckzufuhren (Wasser- 
stoffbrucken und hydrophobe Bindungen, mindestens 
zwei Disulfidbrucken). Auch der Histidin-Rest, der in 
vielen dieser Enzyme enthalten ist, sowie einige aroma- 
tische Aminosauren mogen von Bedeutung sein. Bei 
Lysozymen, die sich im Aminosauregehalt unterschei- 

[56] P .  JollPs u. J. JollPs, unveroffentlicht. 
[ * ]  Heteroenzyme sind Proteine verschiedenen Ursprungs, die 
sich in ihren physikalischen, chemischen und biologischen Eigen- 
schaften unterscheiden, aber die gleiche biologische Wirkung 
haben [58]. 

_ _ _  
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den, sind gleiche Aminosaureseyuenzen bisher nicht 
nachgewiesen worden. In einem Fall konnte ihr Vor- 
liegen ausgeschlossen werden [57]. 

6. Lysozyme aus Pflanzen und Bakterien 

AuDer den oben beschriebenen Lysozymen sind nur 
wenige andere in ausreichender Reinheit gewonnen wor- 
den. Das einzige reine Pflanzen-Lysozym stammt aus 
Papaya-Latex [54]. Sein Molekulargewicht betragt 
25000. 
Unter den bakteriellen Lysozymen sind die von Rich- 
mond [59] und Satomura [55] untersuchten Enzyme aus 
B. subtilis-Stammen zu erwahnen. Ein von Ghuysen [60] 
isoliertes Lysozym aus Streptomyces ist im wesentlichen 
eine Acetylhexosaminidase und damit dem Lysozym 
aus EiweiD ahnlich. 
Koch und Dreyer konnten ein Enzym des Phagen T2 als 
Lysozym charakterisieren [61]. Mit T2-Phagen infizierte 
Zellen von Escherichia coli B synthetisieren ein Enzym, 
das die Zellen schlieRlich von innen her lost. Es ist 
gleichfalls ein Lysozym (Molekulargewicht 15 000) und 
ist von Weidel et al. [62] untersucht worden. Die gleichen 
Autoren konnten ein partikelgebundenes T2-Phagen- 
Lysozym isolieren, das ein hoheres Molekulargewicht 
(21 000) zu haben scheint [63]. 

IV. Substrat und enzymatische Wirkung 
der Lysozyme 

Es wurde bereits erwahnt, daR Fleming zusammen mit 
dem Lysozym einen grampositiven Mikroorganismus 
entdeckte, den er Micrococcus lysodeikticus nannte, da 
er vom Enzym sehr leicht angegriffen wird. Das erste 
Substrat, das man zur Untersuchung des Lysozyms be- 
nutzte, waren Suspensionen von Micrococcus Zysodeik- 
ticus. Nach mehreren Versuchen, das Substrat aus den 
Zellen direkt zu isolieren, berichtete Salton [64], daB es 
ausschlieBlich in der Zellwand enthalten ist. Dank sei- 
ner Bemuhungen wurden dann gereinigte Zellwand- 
Praparate zuganglich [65]. Sultan und Paidik [66] fan- 
den, daB isolierte Zellwande von 23 grampositiven Bak- 
terienarten in unterschiedlichem MaDe von Lysozym 
angegriffen werden : die Trubung einer Suspension ver- 
mindert sich unter dem EinfluB des Enzyms urn 9 % bei 

(571 P. JoIlds u. M .  Ledieu, Biochim. biophysica Acta 36, 284 
(1959). 
[58] T. Wielund u. G. Ppeiderer, Angew. Chem. 74, 261 (1962); 
Angew. Chem. internat. Edit. I, 169 (1962). 
[59] M. H. Richmond, Biochim. biophysica Acta 33, 78 (1959). 
[60] J.  M .  Ghuysen, Arch. internat. Physiol. Biochim. 65, 173 
(1 957). 
[61] G. Koch u. W. J.  Dreyer, Virology 6, 291 (1958). 
[62] W. Weidel u. W. Kutz, 2. Naturforsch. 166, 156 (1961). 
[63] W .  Katz u. W. Weidel, Z. Naturforsch. 166, 363 (1961). 
[64] M. R. J. Salton, Nature (London) 170, 746 (1952). 
(651 M. R .  J .  Salton u. R.  W. Horne, Biochim. biophysica Acta 
7, 177 (1951). 
[66] M .  R .  J.  Salton u. J.  G.  Puvlik, Biochim. biophysica Acta 
39, 398 (1960). 

Zellwanden von Staphylococcus aureus und um 98 bei 
Praparaten von M. lysodeikticus. Obwohl alle Zellwande 
Muraminsaure und Glucosamin enthalten, besteht keine 
Beziehung zwischen dem Arninozucker-Gehalt und der 
Empfindlichkeit gegenuber Lysozym. 

In den letzten Jahren haben dann Schutte und Krisch 
[67] versucht, das Substrat aus M. lysodeikticus zu iso- 
lieren. Ihr Praparat war zwar hochgereinigt und voll- 
kommen wasserloslich, aber nicht homogen. Colobert 
et al. 1681 reinigten ein ahnliches Produkt durch Chro- 
matographie an DEAE-Cellulose; offenbar handelte es 
sich um ein Mucopeptid. JolZks [69] konnte zeigen, daR 
man bei der Chromatographie an DEAE-Cellulose zwei 
losliche Substrate erhalten kann, die gleiche Mengen 
Glucosamin und Muraminsaure sowie Glucose und ein 
aus Glycin, Alanin, Glutaminsaure und Lysin bestehen- 
des Peptid enthalten. Lysozyme aus Hiihner- und En- 
teneiweia (Lysozym I) sowie aus menschlicher Milch 
(Lysozym 11) hydrolysieren diese Substrate, was zu be- 
statigen scheint, daD diese drei analogen (doch nicht 
identischen) Lysozyme B-Glucosaminidasen sind. Kine- 
tisch sind die von ihnen katalysierten Reaktionen jedoch 
verschieden. Bei pH = 5,8 ist das Lysozym aus Enten- 
eiweiD das aktivste (Abb. 4). Es ist zugleich das am 
starksten basische. 

0 *(/ 1 5 1 5 

Abb. 4. Kinetik der Hydrolyse zweier Substrate durch drei Lysozyme 
bei pH = 5,8 [69]. 
(a) Substrat: bei pH = 7,2 von DEAE-Cellulose eluiert (691. 
(b) Substrat: bei pH = 2,8 von DEAE-Cellulose eluiert [691 
(+-t-+)= Lysozym I aus EnteneiweiD 
( x - ~ - ~  ) = Lysozym aus HiihnereiweiR 
(0 -0-0)  = Lysozym I1 aus menschlicher Milch 

Ordinate: freigesetzte Zucker (als Galactose s moll). 

Abszisse: Zeit [minl 

Das Substrat von HuhnereiweiD-Lysozym tritt nicht 
nur in grampositiven, sondern auch in gramnegativen 
Bakterien auf. Diese Entdeckung verdankt man Arbei- 
ten von Weidel et al. [70,71] iiber das Vorkommen von 
Diaminopimelinsaure und Muraminsaure in der Zell- 
wand von Escherichia coli sowie Untersuchungen von 
Salton [72,73] an mehreren gramnegativen Bakterien. 

[67] E. Schutte u. K .  Krisch, Hoppe-Seylers Z .  physiol. Chem. 
311, 121 (1958). 
[68] L .  Colobert u, C. Dirheimer, C. R. hebd. Stances Acad. Sci. 
250, 423 (1960). 
[69] P.  JollPs, Biochim. biophysica Acta 69, 505 (1963). 
[70] W. Weidel u. J. Primosigh, Z .  Naturforsch. 126, 421 (1957). 
(711 W. Weidelu. J .  Primosigh, J. gen. Microbiol. 18, 513 (1958). 
[72] M .  R .  J.  Sultan, Biochim. biophysica Acta 10, 512 (1953). 
[73] M. R. J. Sultan, Nature (London) 180, 338 (1957). 
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Auch Mandelstani [74] fand in der Zellwand des gram- 
negativen E, coli gegen Lysozym empfindliche Muco- 
peptide, die aus Muraminsaure, Glucosamin, Glycin, 
Glutaminsaure, Alanin, Diaminopimelinsaure und Ly- 
sin bestehen. Martin und Franck [75] konnten kiirzlich 
in der Zellwand von E. coli B eine Mucopolymere ent- 
haltende stabile Schicht charakterisieren, die von Lyso- 
zym angegriffen wird. Colobert et al. [76] gelang die 
Isolierung eines weiteren hochgereinigten Substrates 
aus dem gramnegativen Bakterium Salmonella typhosa. 
Interessanterweise findet man in den Zellwanden blau- 
griiner Algen eine Mucopolymer-Komponente, die der 
aus bakteriellen Zellwanden stark ahnelt [77]. 

ObwohI man wuBte, daS Lysozyme glykosidische Bin- 
dungen spalten und dabei N-Acetylaminozucker frei- 
setzen, wurden direkte Beweise fur die Natur der an- 
gegriffenen Bindungen erst moglich, als man rnit isolier- 
ten Zellwhden als Substraten arbeiten konnte. Salton 
hat dieses Thema kiirzlich diskutiert [78]. Er beobach- 
tete, da13 die enzymatische Lyse der Zellwande von 
M. lysodeikticus, Bacillus megatherium und Sarcina 
Zutea mit der Bildung dialysierbarer und nichtdialysier- 
barer Produkte einhergeht. Unter den dialysierbaren 

Einwirkung von EiweiO-Lysozym auf Zellwande von M. 
lysodeikticus, sondern auch nach der Behandlung dieser Pra- 
parate mit Lysozymen aus Hundemilz und Nephfhys hom- 
bergi. Nach Ghuysen hat ein von Streptomyces ausgeschiede- 
nes Enzym die gleiche Wirkung f601. 

Ii HNCOCIi3 I1 HNCOCH3 CHzOH \CHZ 
AG A l l S  A(; AM S 

,COOH 
K = -IIC' 

' c  H3 

Abh. 5 .  Tetrasaccharid, das durch Lysozym Bus Zellwanden von M 
lysodeikticus freigesetzt wird und als Lysozym-Substrat dient [SO]. 
AG = N-Acetylglucosamin 
AMS = N-Acetylmuraminsaure 

Der Pfeil weist auf die vom Lysozym gespaltene Bindung. 

Alle diese Ergebnisse fiihrten zu einer Vorstellung von 
der Struktur des Mucopeptids der Zellwand. Wahr- 
scheinlich hat die Zellwand ein Grundgeriist [84], das 
aus N- Acetylmuraminsaure (AMS) und N-Acetylglu- 

Pept td  1 .  f 
Produkten ist ein Disaccharid aus N-Acetylglucosamin 
und N-Acetylmuraminsaure, wogegen das Molekular- 
gewicht der nichtdialysierbaren Produkte zwischen 104 
und 2.104 liegt [79]. Salton und Ghuysen [80] konnten 
die Struktur des Disaccharids klaren: es ist eine N- 
Acetylglucosaminyl-p( I -> 6)-N-acetylmuraniinsaure. 
Vor kurzem schlug Jeanloz [80a] eine andere Struktur 
mit p(1 3 4)- anstatt p(1 --f 6)-Bindung vor. Neben 
dem Disaccharid kommt ein Tetrasaccharid vor [80], 
das aus zwei durch eine F(l + 4)-Bindung ver- 
kniipften Disaccharid-Molekeln besteht. Lysozym aus 
EiweiS wirkt als f5( 1 + 4)-N-Acetylglucosaminidase 
oder p( 1 + 4)-Muraminidase und spaltet das Tetra- 
saccharid (Abb. 5), das demnach als charakteristisches 
Substrat des Lysozyms gelten kann. 

Alle diese Untersuchungen bestatigten und erweiterten die 
Beobachtungen von Berger und Weiser [81] sowie von Per- 
kins [82]. JoZI2s [83] fand das Disaccharid nicht nur nach der 

[74] J.  Mandelstam, Nature (London) 189, 855 (1961). 
[75] H. H. Martin u. H. Frank, 2. Naturforsch. 176, 190 (1962). 
[76] L. Colobert u. 0. Creach, Biochim. biophysica Acta 40, 167 
(1 960). 
[77] H. Frank, M. Leforr u. H. H. Martin, Z .  Naturforsch. 176, 
262 (1962). 
[78] M .  R. J.  Salton: Micfobial Cell Walls. Wiley, New York 
1960, S .  59. 
[79] M .  R. J.  Salton, Biochim. biophysica Acta 22, 495 (1956). 
[80] M. R. J. Salton u. J.  M. Ghuysen, Biochim. biophysica Acta 
36, 552 (1959); 45, 355 (1960). 
[80a] R. W. Jeanlor, N .  Sharon, and H. M. Flowers, Biochem. 
biophysic. Res. Commun. 13, 20 (1963). 
[XI] L. R. Berger u. R. S. Weiser, Biochim. biophysica Acta 26, 
517 (1957). 
[82] H. R. Perkins, Biochem. J. 74, 182, 186 (1960). 

I Peptid 

Ahb. 6. Schema der fur das Grundgerust von M. lysodeikficus- 
Zellwanden vorgeschlagenen Struktur [801. 

AG = N-Acetylglucosamin. 
AMS = N-Acetylmuraminsaure 
Die mit Pfeilen markierten Bindungen werden vom Lysozym gespalten. 

cosamin (AG) besteht. Beide Gruppen folgen abwech- 
selnd aufeinander und sind abwechselnd durch (p(1+4)- 
und ?( 1+6)-Bindungen miteinander verknupft. Einige 
Muraminsaure-Reste tragen auI3erdem Peptide als Sub- 
stituenten: AMS-Ala-(Glul, Glyl, Lysl, Alal) [85]. In 
Abbildung 6 ist die von Salton vorgeschlagene Struktur 
des Grundgerustes der Zellwand von Micrococcus Iyso- 
deikticus wiedergegeben. 

Wie die Lysozyme bakterielle Zellwande abbauen, 1aBt 
sich heute also verstehen. Aber viele rnit der Empfind- 
lichkeit gegeniiber Lysozym verbundene Fragen bleiben 
noch zu klaren. Auch eine von Natur aus resistente ZeIi- 
wand kann von Lysozym angegriffen werden, wenn sie 
dessen Substrat enthalt, und wenn dieses durch die 
synergistische Einwirkung weiterer Agentien (Trypsin 
[86], Antibiotika, Msungsmittel, Metallkomplexbild- 
ner [87]) bloBgelegt wird. Brumfitt [88,89] beobachtete 
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in M.  lysodeikticus die Entwicklung einer Lysozym- 
Resistenz und erklarte dieses Phanomen mit dem er- 
hohten Gehalt der Zellwand an 0-Acetylgruppen. Lit- 
wack [90-921 fand, daI3 resistente Zellen weiB aussehen 
und arm an Carotinoiden sind. Nach Salton und Pavlik 
[66] 1aBt sich nur bei Zellwanden von M. lysodeikticus 
und Lactobacillus arabinosus die Empfindlichkeit gegen- 
uber Lysozym durch die Spaltung von 0-Estergruppen 
oder durch die Entfernung von Teichonsaure erhohen. 
Moglicherweise beruhen Unterschiede in der Empfind- 
lichkeit gegenuber Lysozym auch auf Unterschieden in 
den Bindungen zwischen den Aminozuckern, im Men- 
genverhaltnis der Aminozucker, in der Zahl der Di- 
saccharid-Einheiten und Verzweigungspunkte, in ein- 
zelnen Aminosaureresten, die an die Muraminsaure- 
Einheiten gebunden sind, und in der Zahl vernetzender 
Peptide zwischen den Muraminsaure-Resten. 
SchlieDlich sei erwahnt, daB Lysozyme auch trans- 
glykosidierend wirken konnen. So berichtet Salton [93], 
da13 bei der Inkubation des Disaccharids Acetylglucos- 
aminyl-acetylmuraminsaure (AG-AMS) mit Lysozym 
aus Papaya-Latex das Tetrasaccharid entsteht. 

V. SchluB 
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Dank ihrer Stabilitat eignen sich die Lysozyme hervor- 
ragend fur vergleichende Untersuchungen uber Struk- 
tur, enzymatische Wirkung, Geschwindigkeit der Reak- 
tion und Spezifitat. Zugleich fiihrte die Isolierung dieser 
Enzyme zu einer Erweiterung unserer Kenntnis von den 
Zellwanden grampositiver und gramnegativer Bak- 
terien. Der Befund, daR viele Arten beider Gruppen ein 
Lysozym-Substrat enthalten, weckt das Interesse an 
Flemings ursprunglicher Hypothese, daB Lysozyme bei 
der Infektionsabwehr eine Rolle spielen. Mit Sicherheit 
gehort die antibiotische Wirkung zu den Funktionen 
dieser Enzyme und wird praktische Anwendung finden. 
Lysozym aus HuhnereiweiB wird bereits zusammen mit 
anderen Antibiotika genutzt. Man mu13 jedoch zwischen 
enzymatischen und nichtenzymatischen Wirkungen der 
Lysozyme unterscheiden. Beispielsweise beruht die 
Koagulation des Blutes unter dem EinfluB von Lysozym 
auf dessen Basizitat. Fugt man es der Kuhmilch zu, be- 
vor man sie Sauglingen gibt, so macht man damit wahr- 
scheinlich von seiner enzymatischen Wirkung Gebrauch. 
Eine neuere Zusammenfassung uber die pharmakologi- 
schen Anwendungen der Lysozyme stammt von Runti 
[94]. SchlieBlich sei darauf hingewiesen, daD die Pro- 
duktion lysozym-artiger Stoffe in so vielen verschieden- 
artigen Organismen fur eine fundamentale Rolle dieser 
Enzyme im Stoffwechsel spricht. 
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Untersuchungen uber die Cyclooctatetraen-Synthese nach W. Reppe 
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INSTITUT FOR ANORGANISCHE CHEMIE DER UNIVERSITAT MUNCHEN 

Es wird iiber Zusammenhange zwischen Struktur und katalytischer Aktivitut von Nickel( I1)- 
Komplexen bei der Cyclooctatetraen-Synthese nach W. Reppe berichtet. Die Cyclotetra- 
nierisierung des Acetylens vollzieht sich innerhalb labiler Ni(II)-Acetylen-x-Komplexe. 
Hemmversuche machen wahuscheintich, daJ im Ubergangszustand vier Molekiile Acetylen 
in einer zur Bildung des Achtrings giinstigen geometrischen Anordnung um das Nickel-Ion 
gruppiert sind. 

Einleit ung 

Die 1940 von W. Reppe [l] entdeckte Synthese des Cy- 
clooctatetraens zahlt zu den faszinierendsten Reaktio- 
nen der modernen Chemie. Aus dem einfachen Grund- 
stoff Acetylen bildet sich an bestimmten Nickel(I1)- 
Komplexen Cyclooctatetraen, jener ungesattigte Koh- 

lenwasserstoff, den R. Willstatter [2] zu Anfang des 
JahrhundertS in einer auI3erordentlich langwierigen und 
miihevollen Abbaureaktion in geringer Menge aus dem 
Pseudopelletierin gewinnen konnte. Die Reppesche Syn- 
these gestattet, die gleiche Verbindung im technischen 
MaBstab herzustellen. Da bei der unkatalysierten ther- 
niischen Polymerisation des Acetylens als Hauptpro- 
dukt Benzol entsteht, uberrascht es besonders, daI3 in 
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