3. Anlagerung von Alkoholen

a) Uberfithrung von Alkoholen in ihre Halogenide

(p)CH3Cgl1,-O-C=N

C,H350H (1 Mol)
Ather, HCI, -10°C

(p)CH;CeH4-0-C=NH - HC1 (98%)
OC,H;s

llOO”C

(p)CH3CgH;-O-C-NH, + C3HsCl (40%)
e}

b) Synthese von Orthokohlensdureestern

CH;0H({berschuf)
s s

-O-C=N
Cels ¢ HCH{(1 Mol), - 10°C

C(OCH;)s + CgHs0H
38%  + NH,CI

4. Anhydrierungsreaktionen

a) Sdureanhydridbildung

(p)CICH4OCN, Benzol

2 CH3COOH 2 54, 50°C (CH3C0O),0 (96%)
CoHsOCN, Kther
2 H _—
C¢HsCOSH S, 0°C (CgHsCO) oS (95%)
b) Veresterung
C(H;0CN

CICH,-COOH + C,HzOH

C1CH,-COOC ,Hj
24 Std., 20°C

840/,

VERSAMMLUNGSBERICHTE

¢) Pyrophosphatbildung

Q
2 CgHsO-P-OH
OH

Tetrahydrofuran
CgH;OCN, 40 min, 66°C

? 9
C5H5O—1|3-O-113—0C9H5
OH OH
Dicyclohexylammonium-Salz [3}:
Fp = 257-262 °C, 100 0/

d) Phosphorsidureamidbildung

1l
CeHsO-P-OH + CeHlsNH,
OH

Aceton, C4HsOCN
——————

O
i
1 Std., 56°C CeHsO0- - NHC Hs

OH
Cyclohexylammonium-Salz [3]:
Fp = 201-203°C, 86%

Eingegangen am 30. November 1964 [Z 869]

[1] D. Martin, Chem. Ber. 97, 2689 (1964); Tetrahedron Letters
1964, 2829.

[2] K. A. Jensen u. A. Holm, Acta chem. scand. I8, 826 (1964).
[3] F. Cramer u. G. Weimann, Chem. Ber. 94, 996 (1961).

Sechster Internationaler Kongref fiir Biochemie

Der KongreB fand vom 26. Juli bis zum 1. August 1964 in
New York statt. In mehr als 600 Haupt-, Symposiums- und
Diskussionsvortrigen entwickelte sich ein teilweise eindrucks-
volles Bild vom gegenwirtigen Stand der Biochemie. Beson-
ders die Fortschritte in der Chemie und Biochemie der
Nucleinsduren und Proteine und, damit zusammenhingend,
in der Genetik und Evolutionsforschung wurden deutlich.
Der folgende Bericht versucht, einige bemerkenswerte Er-
gebnisse zusammenzufassen.

Nucleinsiuren

P. Berg (USA) berichtete iiber die Anreicherung spezifischer
t-RNS-Arten [1] aus E. coli. Gradienten-Verteilungschroma-
tographie an 1 bis 4 m langen Dextrangel-Sdulen mit L5-
sungsmittelsystemen, die wilirige Kaliumphosphat-L&sung,

[1] In diesem Bericht werden folgende Abkiirzungen verwendet:

RNS = Ribonucleinsiure

t-RNS = Ubertriger-RNS, transfer-RNS

m-RNS = Boten-RNS, messenger-RNS

DNS = Desoxyribonucleinsgure

DPN = Diphosphopyridinnucleotid (Nicotinadenin-dinucleotid)
DPNH = reduziertes DPN

CoA = Coenzym A

ATP = Adenosintriphosphat

ADP = Adenosindiphosphat

P = Phosphat
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Athoxyithanol, Butoxyithanol und Triithylamin enthalten,
ermoglicht eine drei- bis siebenfache Anreicherung. Dabei
werden auch t-RNS-Arten gleicher Spezifitit getrennt. Ein
zweites Verfahren besteht in der enzymatischen Umsetzung
der t-RNS mit einer Aminosiure, der Perjodsdure-Oxydation
unverindert gebliebener t-RNS und der Trennung beider an
einer mit Amino#thyldextran gefiillten Sdule. Je nach Rein-
heit des Ausgangsmaterials gelang fiir valin-spezifische t-RNS
eine funf- bis siebenfache Anreicherung. Da nur wenig t-RNS
verlorengeht, kénnen beide Verfahren nacheinander ange-
wendet werden.

M. Staehelin (Schweiz) chromatographierte die Hydrolyse-
produkte roher Hefe-t-RNS (Hydrolyse mit Pankreas-
RNase) und erhielt Di- und Trinucleotide, in denen die fol-
genden ungewdhnlichen Nucleoside vorkamen: 1-Methyl-
guanosin, 2-Methylguanosin, 2.2-Dimethylguanosin, Inosin,
6-Methyladenosin, 5-Ribosyluridin, 5-Methylcytidin, Thymin-
ribosid. Zur Identifizierung dieser Komponenten wurde u. a.
Ribonuclease T; verwendet, die folgende Spezifitit aufweist:
Phosphodiester-Bindungen am 2-Methylguanosin werden un-
ter Bildung einer 3’-terminalen Phosphatgruppe gespalten;
Phosphodiester-Bindungen am 2.2-Dimethylguanosin werden
ebenfalls gespalten, doch entstehen hier cyclische Phosphate;
Phosphodiester-Bindungen am 1-Methylguanosin bleiben
unberiihrt. Serin-t-RNS weist kein Thyminribotid auf, ent-
hilt aber das ungewohnliche Dublett Guanyl-5-hydroxy-
methylcytidin.
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R.W. Holley et al. (USA) tanden beim Abbau gereinigter
t-RNS (alanin-, tyrosin-, valin-spezifisch) mit Takadiastase-
RNase T; ein ungewoOhnliches Tetranucleotid mit der Se-
quenz Tp¥pCpGp. Darin bedeutet Tp Ribothymidylsdure
und Wp Pseudouridylsdure. Die Tatsache, daB dieses Tetra-
nucleotid aus allen drei t-RNS-Arten isoliert wurde, 148t ver-
muten, daB3 es generell in t-RNS vorkommt und fur die Ak-
tivitat dieser Ubertriger eine Rolle spielt. In alanin-spezifi-
scher t-RNS kommt ¥'p auch ais Dinucleotid mit 1-Methyi-
inosinsiure vor.

t-RNS, die 8-Azaguanin statt Guanin enthilt, untersuchten
D. H. Levin und M. Litt (USA). Sie erhielten die RNS durch
Inkubation von Bacillus cereus mit 8-Azaguanin. Die Chro-
matographie der t-RNS an Hydroxyapatit ergab Fraktionen,
deren Genalt an 8-Azaguanin zwiscnen 26 und 62 % lag. Un-
terschiede in der Sekundarstruktur dieser Fraktionen wurden
aus dem Gang der UV-Absorption beim Erhitzen von 20 auf
90 °C ermittelt. Mit zunehmendem Gehalt an 8-Azaguanin
nahmen die Schmelztemperatur und die Hyperchromie ab.
Daraus folgt, daBl die Wasserstoffbriicken im Paar 8-Aza-
guanin-Cytosin schwicher sind als im Paar Guanin-Cyto-
sin, wodurch RNS, die das Guanin-Analog enthiilt, hitze-
empfindlicher wird.

U. Z. Littauer (Israel) untersuchte die Bedeutung methylierter
Purin- und Pyrimidinbasen, die stets in geringen Mengen in
t-RNS enthalten sind. Methyl-arme t-RNS aus methionin-
arm erndhrten E.cofi-Zellen nimmt Aminosduren etwa in
gleichem Mafle auf wie normale t-RNS. Dagegen ist die Ak-
tivitdt der normalen t-RNS bei der Synthese von Poly-Phe
und Poly-Leu um etwa 25 9; groBfer als die methyl-armer
t-RNS. AufBlerdem wird methyl-arme t-RNS durch Di-
esterase aus E.coli doppelt so schnell abgebaut wie normale
t-RNS. Offenbar bringt die Methylierung also eine groflere
Bestdndigkeit der t-RNS im Stoffwechsel mit sich.

Elf Enzyme, die Methylgruppen vom S-Adenosylmethionin
auf Nucleinsduren iibertragen, fanden M. Gold und J. Hur-
witz (USA) in E.coli W. Sechs dieser Enzyme reagieren nur
mit t-RNS, vier andere mit t-RNS und Ribosomen-RNS.
Eine weitere Enzymfraktion ist fiir DNS spezifisch. Die En-
zyme lieBen sich trennen und reinigen. Sie unterscheiden sich
auch in der Spezifitit fir die Basen, auf welche die Methyl-
gruppen iibertragen werden.

F. O.Wetutstein (USA) beschrieb die Struktur des aktiven
Komplexes bei der Protein-Biosynthese: Stets sind drei
Molekiile t-RNS am Ribosom gebunden. Von diesen trigt
eines die aktivierte Aminosdure, das zweite die wachsende
Polypeptidkette, wihrend das dritte weder Protein noch
Aminosdure enthélt. In einem Puffer mit geringer Mg2*-Kon-
zentration lost sich dieses dritte RNS-Molekiil vom Ribosom
ab. Die beiden anderen RINS-Molekeln sind fester gebunden.

Um zu priifen, wie Ribosomen an die Mikrosomen-Mem-
branen gebunden sind, dissoziierte D. Sabatini (USA) Meer-
schweinchenleber-Mikrosomen durch Zusatz steigender Men-
gen EDTA. Ist die EDTA-Konzentration geringer als 10
wMol (bezogen auf die Mikrosomenmenge aus 0,5 g Leber),
so tritt keine Dissoziation ein. Zwischen 10 und 20 pMol
EDTA werden kleine Untereinheiten (32 S) abgespalten,
wiahrend groBe Untereinheiten (47 S) und unversehrte Ri-
bosomen mit den Mikrosomen verbunden bleiben. Oberhalb
20 uMol EDTA (bis zu 200 u.Mol) dissoziieren weitere Ribo-
somen, und jetzt werden auch 47-S-Untereinheiten von den
Mikrosomen gelost. Die hohen EDTA-Konzentrationen las-
sen vermuten, daB Mg2"-Jonen an der Bindung zwischen
Ribosom und Mikrosom beteiligt sind. Elektronenmikrosko-
pische Aufnahmen negativ gefiarbter Mikrosomen lassen er-
kennen, daB3 die Kerbe zwischen 32-S- und 47-S-Untereinheit
im Ribosom der Mikrosomen-Membran parallel verlauft.
Daraus und aus den Dissoziationsdaten folgt, dal3 Ribosomen
tiber ihre 47-S-Untereinheiten an die Mikrosomen gebunden
sind.

Actinomycin bildet mit DNS einen Komplex und hemmt so
die RNS-Synthese. Nucleohistone binden wesentlich weniger
Actinomycin als reine DNS. Offenbar koénnen die mit Hi-
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stonen belegten Teile der DNS keinen Komplex rnit:Actino-
mycin bilden. Diesen Zusammenhang nutzten E. Harbers
und H. Bujard (Deutschland), um zu zeigen, daB iiberpflanzte
Tumoren von Ratten und Maéiusen ein hoheres Verhiltnis
Histon: DNS haben als normale Gewebe dieser Tiere. Mog-
licherweise 148t sich mit Hilfe dieser Beobachtung die Tumor-
spezifitit des Actinomycins erkliren.

Einen Unterschied zwischen Ribosomen-RNS aus normalen
und malignen Zellen fand H. Bielka (Deutschland). Er iso-
lierte Ribosomen-RNS aus normaler Rattenleber und aus
Hepatomen, die mit Buttergelb oder Diithylnitrosamin in-
duziert worden waren. Beide RNS-Arten zeigten die gleiche
Basen-Zusammensetzung, doch enthilt Leber-RNS mehr
freie Aminogruppen (ca. 45 % der Gesamtzahl) als Hepatom-
RNS (ca. 25 %). Die Helix-Knéuel-Umwandlungstempera-
tur liegt fir Hepatom-RNS hoher (57,6 °C) als fiir Leber-
RNS (52,8°C). AuBerdem wird Hepatom-RNS durch
RNase langsamer gespalten als Leber-RNS.

Oxydiertes Spermin, d. h. der Dialdehyd
OHC—(CH2),~NH—-(CH;)4—NH—(CH3),—CHO,

bildet nach U. Bachrach (Israel) einen Komplex mit der
DNS von Coli-Phagen der Reihe T-ungeradzahlig. Der Alde-
hyd entsteht aus Spermin bei der Einwirkung des Enzyms
Serum-Aminoxydase. Mit dem Dialdehyd bei 37 °C inku-
bierte Phagen werden von E.coli-Zellen zwar noch adsorbiert
und injizieren ihre DNS in die Zellen, die DNS aber ist nicht
mehr infektios und verhindert auch nicht die anschlieBende
Infektion mit virulenten T5-Phagen.

Die Wirkung des Levophanols, eines Wuchshemmstoffes fiir
E.coli mit morphin-dhnlicher Struktur, untersuchte E. J.
Simon (USA). Die Substanz hemmt den Einbau von 14C-
Uracil in Ribosomen-RNS zu 90 bis 95 %, wihrend die Syn-
these anderer RNS-Arten wesentlich weniger beeinfluBt wird.
Beispielsweise geht die Induktion von 3-Galaktosidase inner-
halb 2 Stunden nach Zugabe des Levophanols noch mit hal-
ber Geschwindigkeit weiter, was fiir eine fortgesetzte Syn-
these von m-RNS spricht. t-RNS, aus wirkstoff-haltigen Zel-
len durch Zentrifugation im Dichtegradienten isoliert, enthilt
60 bis 70 9; weniger 14C-Uracil als die t-RNS einer normalen
Kontrollkultur. Levophanol hemmt die RNS-Synthese in
16-S- und 23-S-Ribosomen-Komponenten etwa im gleichen
MaB.

Phosvitin, das wichtigste Phosphoprotein aus Hiihnereigelb,
wird von der legenden Henne nur in der Leber synthetisiert.
P. J. Heald und P. M. McLachlan (England) fanden, dal3
weder andere Gewebe des reifen Huhns noch die Leber des
Kiikens Phosvitin bilden. Injiziert man jungen Hihnchen
Diithylstilbostrol, so findet man 48 Std. nach der Hormon-
gabe einen gleichen Phosvitinspiegel in den Plasmaproteinen
wie bei legenden Hennen. O. Greengard und G. Acs (USA)
fanden, dafli die Wirkung des Diithylstilbostrols anfanglich
ein intaktes RNS-synthetisiecrendes System braucht. Gibt
man den Hihnchen nidmlich innerhalb 5 Std. nach der Hor-
monapplikation Actinomycin (das die RNS-Synthese hemmt),
so bleibt die Phosvitin-Bildung aus.

Die Zerlegung von Hexa- und Heptaribonucleotid-Frak-
tionen durch Gegenstromverteilung gelang B. P. Doctor und
G. J. McCornick (USA). Sie behandelten Hefe-t-RNS mit
Pankreas-RNase und trennten die Spaltprodukte nach der
Kettenlinge durch Chromatographie an DEAE-Cellulose
(7 M Harnstofflosung, NaCl-Gradient). Die Hexa- und
Heptanucleotid-Fraktionen wurden einer 600-stufigen Ge-
genstromverteilung in folgendem System unterworfen: 30 g
(NH4)»SO4 + 1 ml Eisessig wurden mit dest. Wasser auf
100 ml aufgefiillt und dieser Lésung 4 ml Formamid + 40 ml
2-Athoxyithanol zugegeben. Die Gegenstromverteilung er-
gab funf Fraktionen bei den Hexanucleotiden und vier bei
den Heptanucleotiden. Der Guanylsdure-Gehalt dieser Frak-
tionen nahm mit steigendem Verteilungsquotienten ab, der
Adenylsdure-Gehalt nahm in gleicher Richtung zu.
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Die Wechselwirkungen zwischen Nucleinsiure-Basen nutz-
ten H. Tuppy und E. Kiichler (Osterreich) zur chromatogra-
phischen Trennung von Nucleosiden: Guanosin wurde iiber
seinen Zuckerrest covalent an ein feinkdrniges Harz gebun-
den. Eine mit diesem Austauscher gefiillte chromatographi-
sche Siule hielt aus einem Gemisch von Desoxycytidin und
Thymidin in wiBriger Lésung Desoxycytidin stirker zurtick.
An einer mit Adenosin statt Guanosin beladenen Sdule wird
dagegen Thymidin stirker zuriickgehalten. Diese Verhilt-
nisse sprechen fiir eine Spezifitit der Wechselwirkungen zwi-
schen den Basen. DaB vor allem Wasserstoffbriicken fiir den
Effekt verantwortlich sind, ergibt sich aus der Tatsache, daB
die Methylierung von Positionen, mit denen sich normaler-
weise H-Briicken bilden, die Trennwirkung vermindert und
daB in 7 M Harnstoff-Losung iiberhaupt keine Trennung
zustandekommt.

Uber Verfahren zur Jodierung von Nucleosiden und Nuc-
leotiden berichteten D.Lipkin et al. (USA). Am besten be-
wihrten sich Jodchlorid und N-Jodsuccinimid in N-Athyl-
acetamid oder Dimethylsulfoxyd. Die Jodierung von Pyrimi-
dinbasen fithrt zu den 5-Jod-Verbindungen; aus Guanin- und
Xanthin-Derivaten entstehen die 8-Jod-Verbindungen. Bei
der alkalischen Hydrolyse von 5-Jodcytidin und -desoxycyti-
din erhilt man unter Umlagerung die 6-Hydroxy-Derivate,
wogegen 5-Joduridin bei gleicher Behandlung einen neuen
Typ eines Cyclonucleotids ergibt, nidmlich 6-Hydroxy-
0(6).5-cyclouridin.

Proteine, Peptide und Aminosduren

Mit dem Zusammenhang zwischen der biologischen Wirkung
von Peptiden und ihrer Aminosiurezusammensetzung befaf3-
ten sich drei Symposiumsvortrige. V. du Vigneaud (USA) und
J. Rudinger (Tschechoslowakei) berichteten iiber Untersu-
chungen am Oxytocin. Rudinger wies darauf hin, daB wahr-
scheinlich jede Phase der biologischen Wirkung einer Sub-
stanz (Transport, Bindung, Ausscheidung, Inaktivierung) in
anderer Weise von den Eigenarten des Molekiils abhingt
und die durch verschiedene strukturelle Anderungen erziel-
ten Effekte daher nicht ohne weiteres zu vergleichen sind. Du
Vigneaud et al. fanden, daB3 die phenolische OH-Gruppe im
Tyrosyl-Rest des Oxytocins zur blutdrucksenkenden und
oxytocischen Wirkung erheblich beitrist, dal beide Effekte
sich aber auch bei Abwesenheit dieser OH-Gruppe manife-
stieren. Bemerkenswerterweise ist die blutdrucksenkende
Wirkung geringer, wenn die OH-Gruppe methyliert ist, als
wenn sie fehlt. Entfernt man die freie Aminogruppe im Cy-
steinyl-Rest 1, so erhilt man eine Substanz, die in mancher
Hinsicht wirksamer als das unverinderte Hormon ist. Da-
gegen fithrt auch hier die Blockierung der Aminogruppe
(Acetylierung, Methylierung) zu fast vollstindigem Aktivi-
tdtsverlust oder gar zu antihormonaler Wirkung. Rudinger
et al. substituieren die gleiche Aminogruppe mit Amino-
sdure~-Resten oder kurzen Peptidketten, die enzymatisch wie-
der abgespalten werden konnen, und fanden eine protra-
hierte antidiuretische, uterotonische oder natriuretische Wir-
kung dieser Priparate, je nach Art des angefiigten Restes.

Uber die funktionellen Beziehungen beim ACTH, einem aus
39 Aminosiuren bestehenden, geradkettizen Polypeptid be-
richtete K. Hofmann (USA). Corticotropine kommen in der
Hypophyse vom Schwein, Schaf, Rind und Menschen vor.
Die Aminosduren 1--24 sind bei allen Arten gleich, Varia-
tionen treten in den Positionen 25—32 auf. Das kleinste syn-
thetische Polypentid, das wie ACTH den Ascorbinsiurege-
halt der Nebenniere vermindert und die Steroidsynthese sti-
muliert, besteht aus den Aminosduren 1—13. Verldngert man
die Pentidkette entsprechend ihrem natlirlichen Aufbau, so
erreicht sie bei inseesamt 20 Aminoséuren die volle Aktivi-
tdt (ca. 100 Einheiten/mg) des natiirlichen Hormons. Es
scheint also, daB das ,,aktive Zentrum‘ des Hormons im N-
terminalen Tridecapeptid liegt, wihrend die Aminosiduren
14—20 (besonders 15-18) fiir die Bindung an den Rezeptor
verantwortlich sind. — Wihrend die N-Acetylierung oder
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oxydative Desaminierung des N-terminalen Serinrestes die
Aktivitit des Hormons deutlich reduziert, hat der Ersatz des
Serinrestes durch Glycin praktisch keinen Effekt. Die Hy-
droxymethylgruppe scheint fiir die biologische Wirkung also
ohne Bedeutung zu sein. Glutaminsiure in Position 5
scheint mit Glutamin gleichwertig zu sein, wihrend die ¢-
Aminogruppen der Lysinreste 11, 15 und 16 nicht durch
Formylgruppen blockiert werden diirfen.

In den Diskussionsvorirdgen berichteten X. Harada und S.
W. Fox (USA) iiber die Bildung von Asparaginsdure,
Threonin, Serin, Glutaminsidure, Prolin, Glycin, Alanin, Va-
lin, Alloisoleucin, Isoleucin, Leucin, Tyrosin, Phenylalanin
u. a. aus CHy, NH3 und H,0 bei 900 bis 1100°C an SiO;
oder Al,O;. Da alle Teilnehmer dieser Reaktionen auch auf
einer primitiven Erde vorhanden gewesen sein sollten, darf
man eine thermochemische Aminosiure-Synthese unter die-
sen Bedingungen in Betracht ziehen.

Ein Verfahren zur Synthese von C-substituierten Aminosiu-
ren beschrieben J. Kollonitsch et al. (USA). L6st man Amino-
siuren in starken Sduren (H,SQ4 CISOzH, konz. HCI,
CF3CO3H), so werden die funktionellen Gruppen protoniert
und damit geschiitzt, wiihrend die Kohlenstoffkette einer ra-
dikalischen Chlorierung zuginglich bleibt. Man erhilt in
iiberraschend selektiver Reaktion ohne Racemisierung Chlor-
aminosauren, die sich als Ausgangsmaterial fiir weitere Sub-
stitutionen eignen. Beispielsweise entsteht aus rL-Glutamin-
siure je nach den Bedingungen vy- oder 3-Chlorglutaminsédure
mit einer Ausbeute von 70 bis 80 9. v-Chlorglutaminsédure er-
gibt bei der Hydrolyse das y-Hydroxy-Derivat, und 3-Chior-
glutaminsidure liefert bei der Ammonolyse $-Amino-L-glut-
aminsiure, eine neue Diaminodicarbonsiure. Ahnlich erhilt
man mit 80 % Ausbeute vy-Chlor-L-lysin und daraus durch
Hydrolyse v-Hydroxy-i-lysin. In vielen Fillen erméglicht
die katalytische Deuterolyse der Chloraminosduren die Syn-
these spezifisch markierter Aminosiduren.

Uber eine nichtenzymatische Synthese von Polypeptiden mit
Polyvhosphorsiureestern nach der Methode von Schramm
[2] berichteten D. W. Nooner und J. Oré (USA). Sie erhitzten
Aminosiduren mit Polyphosphorsiureester (1:3) auf 60°C
und erhielten Polymere von br-Leucin, pL-Valin, pr-Serin
und pL-Phenylalanin in Ausbeuten bis zu 60 %, Beim Poly-
leucin betrug der Polymerisationsgrad 12, doch wurden da-
neben kleinere Peptide isoliert, die méglicherweise Zwischen-
stufen sind.

J. H. Pazur und K. Kleppe (USA) konnten zeigen, daB Glu-
cose-Oxydase aus Aspergillus niger ein Glykonrotein ist. Das
durch (NH),SO4-Fraktionierung und Chromatographie an
DEAE-Cellulose gereinigte Enzym besteht zu etwa 15 9 aus
D-Mannose, D-Glucose und D-Glucosamin. Weder durch
Elektroohorese noch durch Zentrifugieren im Dichtegradien-
ten lieBen sich Protein und Kohlenhydrat trennen. Dagegen
war nach der Hydrolyse mit Protease ein Glykoveptid durch
Chromatogravhie an Senhadex zu isolieren, dessen weitere
Hydrolyse mit Siure p-Mannose, D-Glucosamin, Glutamin-
sdure, Asparaginsiure, Serin, Threonin und Ammoniak er-
gab.

Ein Verfahren zur snezifischen Spaltung von Acylprolin-Bin-
duneen mit LiATH4 fanden M. A. Ruttenberg und L. C. Craig
(USA). Das in wasserfreiem Tetrahydrofuran gelste oder
susnendierte Peotid wird 1 Std. bei Raumtemperatur oder
0°C mit einem zehn- oder hundertfachen molaren Uberschufl
an LiAlIH,4 behandelt. Unverbrauchtes Reagens zersetzt man
mit 6 N HCl, dampft die Losung im Vakuum zur Trockne
und entsalzt den Riickstand durch Chromatographie an einer
mit 50-broz. Fssigsiure dquilibrierten Sephadex-G-25-Siule.
Die Reaktion liefert einen Aldehyd und ein N-terminales
Prolin. Die Aldehydgrunoe wird mit NaBH,; oder H,/PtO;
zur Hydroxyeruppe reduziert. Gespalten wurden (Ausbeuten
in Klammern):

Gly-L-Pro (20 % bei 25°C), L-Leu-L-Pro-Gly (23 % bei 0°C;
98 %, bei 25 °C), S-Benzyl-L-Cys-1-Pro-L-Leu-Gly (100 9/ bei

12 G. Schramm, H. Gritsch u. W. Pollmann, Angew. Chem. 74,
53 (1962); Angew. Chem. internat. Edit. 7, 1 (1962).
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25°C), Gramicidin S (42 % bei 25 °C), Tyrocidin B (30 ¢, bei
0 °C). Nebenreaktionen sind die Reduktion der Carboxamid-
gruppen von Glutamin und Asparagin sowie die reduktive
Spaltung anderer Peptidbindungen, wobei die Reaktions-
fahigkeit in der Reihenfolge tert.Amid3>prim.Amid>sek.
Amid abnimmt. Das Verfahren hat zur Strukturaufkla-
rung des cyclischen Decapeptids Tyrocidin B niitzliche Dien-
ste geleistet: Das Peptid enthilt einen Prolinrest und wurde
an diesem zu einem offenkettigen Peptid gespalten, dessen
Aminosiiuresequenz mit Hilfe konventioneller Methoden ge-
klart werden konnte.

Biochemische Genetik

Uber die Anderung der Struktur von Cytochrom c¢ im Lauf
der Evolution berichteten E. Margoliash und E. L. Smith
(USA). Das je nach Vorkommen aus 104 bis 108 Aminosiu-
ren bestehende Protein enthilt eine Hamgruppe, die covalent
mit der Peptidkette verbunden ist. Cytochrom-c-Molekiile
aus 13 Spezies (Hefe, Insekten, Wirbeltiere) stimmen in mehr
als 50 9, der Aminosduresequenz iiberein. Das 148t darauf
schlieBen, daB sich alle heute existierenden Cytochrom-c-Ar-
ten aus einer gemeinsamen Vorstufe entwickelt haben. Dies
um so mehr, als das AusmaB des Unterschiedes um so geringer
wird, je enger die Lebewesen phylogenetisch verwandt sind.
So unterscheiden sich die Cytochrom-¢c-Molekeln aller unter-
suchten Siugetiere von denen der Vogel stets nur um 10 bis
15 Aminosduren. Zwischen Sidugetieren und Vogeln auf der
einen Seite und Fischen auf der anderen betrigt die Differenz
18 bis 21 Aminosduren, und S#dugetiere, Vogel und Fische
unterscheiden sich von der Béckerhefe in 43 bis 49 Amino-
sduren im Cytochrom c. Fiir Mensch und Rhesusaffe ist der
Unterschied nur eine Aminosiure, fir Mensch und Thun-
fische betrégt er bis zu 21. Einige der konstanten Aminosaure-
Sequenzen hingen mit der Funktion des Proteins zusammen,
fir andere ist ein sclcher Zusammenhang mindestens nicht
bekannt, mdglicherweise auch nicht vorhanden. Am stirk-
sten variieren die Positionen 89 und 92 der Peptidkette. In
Position 89 sind sechs verschiedene Aminosiurearten gefun-
den worden, in Position 92 fiinf.

Zu dhnlichen Ergebnissen kam V. Rudloff (Deutschland) bei
der Untersuchung von Himoglobinen verschiedener Tier-
arten: Zwischen den Himoglobinen hoherer und niederer
Wirbeltiere besteht ein erheblicher Unterschied in der Amino-
sduresequenz. Das Hamoglobin des Neunauges (Lampetra
Sfluviatilisy hat nur noch ein Molgewicht von 17000 (andere
Wirbeltiere: 64000) und besteht aus nur einer Peptidkette,
die weder der - noch der 3-Kette menschlichen Himoglobins
gleicht, strukturell aber zwischen diesen und dem Myoglobin
zu stehen scheint und daher moglicherweise eine entwick-
lungsgeschichtlich friithe Form ist.

Der Frage, welche chemischen Unterschiede zwischen gene-
tisch aktiven und inaktiven Chromosomenabschnitten be-
stehen, ging V. G. Allfrey (USA) nach. Er fand, dal3 in einer
Sdugetierzelle stets etwa nur 20 % des genetischen Materials
aktiv sind. Die restlichen 80 % sind zusammengeklumpt und
lassen sich aus der Zelle viel leichter entfernen ais der aktive
Teil. Der Histongehalt beider Teile ist gleich, aber die Histone
des aktiven Teils sind stirker acetyliert. Es scheint also, daB
die mit der Acetylierung verbundene geringfiigige Struktur-
anderung geniigt, um ein Gen aktiv werden zu lassen, ohne
daB es die schiitzende und stabilisierende Wirkung der Hi-
stone verliert.

Mechanismen der Enzymwirkung

,,Bildung und Stabilisierung der dreidimensionalen Struktur
der Ribonuclease* war das Thema des Vortrags von C. B.
Anfinsen (USA). Reduzierte Ribonuclease enthilt 8 SH-
Gruppen. In schwach alkalische Lésung bei geringer Kon-
zentration des reduzierten Enzyms bildet sich in Gegenwart
von Sauerstoff das native Enzym rasch und quantitativ
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zuriick. Die Primirstruktur scheint also die Tertiarstruktur
des Proteins zu determinieren. Verhindert man die Riickbil-
dung des nativen Enzyms durch Zusatz von (8 M) Harnstoff
oder durch die Wahl eines niedrigen pH-Wertes, so fiihrt die
Oxydation zu einem inaktiven Protein, das ,,falsche‘ Disul-
fid-Briicken enthilt, aus dem sich aber durch Inkubation mit
Spuren einer SH-Verbindung unter Disulfid-Austausch das
aktive Enzym zuriickgewinnen 148t. Diese Umsetzungen wur-
den benutzt um zu priifen, wie weit die Aminosdure-Seiten-
ketten die Bildung der aktiven Tertidrstruktur beeinflussen.
Die Angliederung von Polyalanylresten an die s-Amino-
gruppen von 9 der insgesamt 10 Lysinreste ist ohne Effekt,
selbst wenn 60 Alaninmolekiile in ein RNase-Molekiil einge-
baut werden. Daraus 148t sich schlieBen, daB3 die Seitenketten
dieser Lysinreste so im Molekiil stehen, daB sie nach aulen
weisen. Die ¢-Aminogruppe des Lysinrestes 41 liBt sich in
Gegenwart mehrwertiger Anionen (Orthophosphat, Cytidy-
lat, RNS) nicht alanylieren. Ebenso schiitzen mehrwertige
Anionen die Histidinreste 12 und 119 gegen Alkylierung.
Moglicherweise befindet sich im aktiven Zentrum des En-
zyms also eine (durch Polyanionen induzierte oder stabili-
sierte) Hiufung basischer Reste.

B. S. Hartley (England) teilte die Priméirstruktur des Rinder-
Chymotrypsinogens A mit. Das Molekiil besteht aus 245
Aminosiureresten und enthilt 5 Disulfidbriicken (Cys 1-Cys
122, Cys 42-Cys 58, Cys 135-Cys 200, Cys 167-Cys 181, Cys
190-Cys 219). Bei der Aktivierung des Molekiils wird die Bin-
dung zwischen Arg 15 und lleu 16 tryptisch gespalten. An-
schlieBende chymotryptische Spaltung der Bindungen an den
Resten Leu 13, Tyr 145 und Asp-NH; 147 haben nur ge-
ringen EinfluB auf die Aktivitit des Enzyms und wirken
allein nicht aktivierend. Alle 14 Lysinreste sowie Cys 1,
N-terminales Ala 148 und C-terminales Tyr 145 kénnen
ohne AktivititseinbuBe modifiziert werden. Diese Reste
sitzen also offenbar ,,aullen‘“ am Molekiil und tragen nur
wenig zur Katalyse oder zur Aufrechterhaltung der Ter-
tidirstruktur bei. Dagegen 148t sich N-terminales Ileu 16 im
nativen Zustand des Enzyms mit Fluordinitrobenzol nicht
phenylieren, und Modifikationen dieses Aminosidureestes
konnen die pH-Abhingigkeit der enzymatischen Aktivitdt
andern. Auch C-terminales Asparagin 245 scheint ,,inner-
halb‘ des Molekiils zu liegen. Viel spricht dafiir, da8 His 57
am aktiven Zentrum beteiligt ist. In diesem Zusammenhang
scheint bemerkenswert, daB die beiden einzigen Histidin-
reste des Molekiils in den Positionen 40 und 57 durch die
Disulfidbriicke Cys 42 — Cys 58 in unmittelbare Nachbar-
schaft gebracht werden und dall man #dhnliche Sequenzen
auch im Trypsin und Chymotrypsinogen B findet.

Uber die Stereochemie der Wasserstoffiibertragung auf Py-
ridinnucleotide berichtete C. Donninger (England). Bei der
Oxydation von Substraten mit Pyridin-Coenzymen wird der
Wasserstoff vom Substrat auf das C-Atom 4 des Pyridin-
ringes libertragen. Die Reaktion ist stereospezifisch; der neu
eingetretene Wasserstoff kann oberhalb () oder unterhalb
(2) der Ringebene stehen. Die absolute Konfiguration des
neu eingetretenen H-Atoms lieB sich jetzt mit Hilfe der
Deuterium-Markierung und einer neuen, von J. W. Corn-
forth entwickelten Abbaureaktion kliren, die darauf beruht,
daBl man an die 5.6-Doppelbindung Methanol anlagert, die
2.3-Doppelbindung ozonisiert und das Produkt mit Per-
oxyessigsdure oxydiert. Es entsteht Deuteriobernsteinsidure
(3), die mit synthetischer Deuteriobernsteinsdure bekannter
absoluter Konfiguration an C-2 verglichen wurde. So ergab
sich, daB Enzyme wie Alkoholoxydase, die Wasserstoff auf
die ,,A*-Seite des Pyridinringes iibertragen, (4R)-[4-D]-
DPNH (1) erzeugen, d. h. den Wasserstoff von derjenigen
Seite des Pyridinringes her anlagern, von der aus gesehen die
Atome 1 bis 6 entgegen dem Uhrzeigersinn angeordnet sind.

Dy H .0

H_.D .O .
. D .
IZA;I NH, m NH, ?\COzH
! N COH

1
R R (2 (3)
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Hybrid-Isoenzyme von Lactat-Dehydrogenase erhielt C. L.
Markert (USA). Lactat-Dehydrogenase (LDH) der Wirbel-
tiere ist im wesentlichen ein Gemisch aus fiinf Isoenzymen.
Diese entstehen durch Kombination zweier Untereinheiten in
Vierergruppen. Die Isoenzyme dissoziieren, wenn man sie
16st und in Gegenwart bestimmter Salze einfriert. Beim Auf-
tauen rekombinieren die Untereinheiten statistisch. Mi-
schungen von Lactat-Dehydrogenasen verschiedenen Ur-
sprungs (Fische, Amphibien, Reptilien, Vogel, Siugetiere)
ergaben auf diese Weise Hybrid-Isoenzyme. In Mischungen,
die vier verschiedene Untereinheiten enthielten, lieBen sich
35 Isoenzyme nachweisen. Aus drei verschiedenen Unter-
einheiten entstanden 15 lsoenzyme. Alle Hybrid-lscenzyme
waren enzymatisch aktiv, dies jedoch um so weniger je weiter
die Tierarten, deren Lactat-Dehydrogenasen hybridisiert
wurden, entwicklungsgeschichtlich auseinanderstanden.

Spezielle Probleme der Biochemie

F. Gibson und R. Corton (Australien) konnten durch Chro-
matographie von Zellextrakten aus dem Wildtyp von Aero-
bacter acrogenes an DEAE-Cellulose zwei Enzyme (Prephe-
nat-Synthetasen) nachweisen, die Chorisminsiure in Pre-
phensdure umwandeln. Endprodukthemmung und Repres-
sion dieser Enzyme zeigten, daB eines fiir die Phenylalanin-
synthese (P), das andere fiir die Tyrosinsynthese (T) verant-
wortlich ist.

Phenylalanin «— Phenylpyruvat

) o P~ Prephensiure —1
Chorisminséure —~
T Prephenséure —1

Tyrosin «— p-Hydroxyphenylpyruvat

Es wurden Mutanten erzeugt, die entweder eine oder keine
der Prephenat-Synthetasen enthalten. In Stimmen, die fiir
Tyrosin auxotroph sind, fehlt das Enzym T. Prephenat-De-
hydrogenase, welche die Umwandlung Prephensiure — 4-
Hydroxyphenylpyruvat katalysiert, 1auft bei der Chromato-
graphie zusammen mit Prephenat-Synthetase T, und beide
Enzymaktivititen kénnen durch einzelne Mutationen verlo-
rengehen oder wiedergewonnen werden. Ebenso wandert die
Prephenat-Aromatase (Prephensiure — Phenylpyruvat) zu-
sammen mit der Prephenat-Synthetase P.

Gewaschene Zellsuspensionen des Anaerobiers Clostridium
tetanomorphum vermogen Tyrosin unter Bildung von COs,,
H, und NHj; abzubauen. Bei Versuchen zur Aufklarung die-
ses anaeroben Abbauweges fanden N. Brot und H. Weissbach
(USA) bei der Inkubation von [u-14C]-Tyrosin mit wachsen-
den oder ruhenden Zellen von Cl. tetanomorphum iiber 60 %
der Radioaktivitit als Phenol. Der Abbau von L-Tyrosin zu
Phenol gelingt auch im zellfreien System, wobei Pyridoxal-
phosphat stimulierend wirkt. Als weiteres Abbauprodukt
wurde Brenztraubensidure identifiziert. Der Abbau dieser
Sidure durch phosphokiastische Spaltung kénnte dann zum
Auftreten von CO; und H» fiihren.

Bei der Biosynthese des Leucins sind 2-lsopropyldpfelsidure
(4) und 3-Isopropyldpfelsiure (5) Zwischenstufen. C. M.
Stevens, J. M. Calvo und M. G. Kalyanpur (USA) untersuch-

ch\
/CH'CO‘COZH == L-~Valin
HsC lCH;COS—CoA
cm, o
(H5C),CH-C(OH)-CH,~CO;H — HyC-CH-CH-CH-CO,H
COH (4 COH (5

— (CH,4),CH-CH,-CO-COz;H — L-Leucin
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ten den Mechanismus der Umlagerung (4) — (5), die man
mit der Umlagerung Citronensdure — Isocitronensiure ver-
gleichen kann. Nach Gabe von [1-14C]-Valin und [2-3H]-
Acetat an leucin-bediirftige Mutanten von Neurospora crassa
erhilt man doppelt markiertes (4) und (5), wobei das !4C/T-
Verhiltnis in beiden Verbindungen das gleiche ist. Die durch
enzymatische oder chemische Oxydation von (5) erhaltene
a-Keto-isocapronsiure enthilt kein Tritium.

Die Pyrolyse von (5) ergibt 2-1sopropylmaleinsiure-anhydrid
mit unverdndertem !4C/T-Verhiltnis. Bei der enzymatischen
Dehydratisierung von (5) erhidlt man die cis-Sdure. Durch
Messung der Rotationsdispersion des Athylxanthogenat-De-
rivates von (5} konnte fur das Carbinol-C-Atom die ps-Kon-
figuration bewiesen werden. Ferner 148t sich aus den NMR-
Spektren des O-Acetylanhydrids von (5) schlieBen, daB die
natiirliche Verbindung erythro-ps-3-Isopropylipfelsidure ist.
Danach verlduft die enzymatische Umwandlung von (4) in
(5) unter stereospezifischer trans-Eliminierung und Addition
von Wasser.

In verschiedenen Latyrus-Arten (Platterbsen) und der Saat-
wicke ist Cyanid eine sehr gute Vorstufe fiir die Cyangruppe
des in diesen Pflanzen vorkommenden +y-Glutamyl-3-cyan-
alanins (6). Mit der Bildung des B-Cyanalanins befaBten
sich S. N. Nigam und C. Ressler (USA). Wihrend die Gabe
von {3-14Cl-L-Serin durch die Wurzeln der Keimlinge von
Vicia sativa (Saatwicke) nur zu einem Einbau von 0,5 9 der
Radioaktivitit in das Dipeptid fuhrte, erhohte sich dieser
Einbau auf 46 %, wenn gleichzeitis KCN gegeben wurde.
Das markierte Dipeptid wurde mit Sdure hydrolysiert und
die gebildete Asparaginsdure mit C. welchii zu Alanin abge-
baut. Dieses enthielt noch 90 % der Radioaktivitit. In Ge-
genwart von Cyanid ist daher Serin eine sehr gute Vorstufe
fiir die C-Atome 1 bis 3 des 3-Cyanalanins.

CO.H
NC-CH,-CH-NH-CO-CH,-CH,-CH(NH;)-CO:H (6)

Die Harnstoffbildung in Geweben von ,,Ureidpflanzen®* und
in Fruchtkdrpern von hoheren Basidiomyceten untersuchte
H. Reinbothe (Deutschland). Im Laufe des aeroben Purin-
abbaues entstehen Harnstoff und Glyoxalat. Letzteres kann
einerseits mit Harnstoff ein Ureid bilden, welches in Ureid-
pflanzen wie Pelargonium zonale zu finden ist, andererseits
wird Glyoxalat in starkem MafB zur Resynthese von Purinen
verwendet. Es liegt hier ein Reaktionscyclus vor, bei dem der
aerobe Purinabbau und die de-novo-Purinsynthese durch
Glyoxalat verbunden sind. In den Fruchtkdrpern von héhe-
ren Pilzen(Lycoperdon, Agaricus), die Harnstoff akkumulieren,
existieren wenigstens drei Wege zur Harnstoffbildung: 1. der
Ornitincyclus, 2. der aerobe Abbau der Purine, und 3. ein
bisher unbekannter Weg des Pyrimidinabbaues. Zwei En-
zyme des Arginin-Stoffwechsels wurden in Fruchtkérpern
von Lycoperdon gefunden: Arginase und eine L-Amino-
sdureoxydase. Im Zuge des oxydativen Abbaues des Arginins
wird y-Guanidobuttersdure gebildet, welche teilweise weiter
abgebaut werden kann zu y-Aminobuttersiure und Harn-
stoff.

Frithere Arbeiten iiber die Biosynthese des cyclischen De-
capeptid-Antibiotikums Tyrocidin in intakten Zellen von
B. brevis zeigten, daB die Synthese dieses Peptids von der
Biosynthese der Proteine verschieden sein mu8}, da die Tyro-
cidin-Synthese durch Chloramphenicol und Puromycin nicht
beeinflult wird, wogegen die Proteinsynthese vollstindig ge-
hemmt wird. Auch Actinomycin, das die RNS- und Protein-
synthese vollstindig hemmt, hat keinen EinfluB3 auf die Bio-
synthese des Tyrocidins, wie Arbeiten von B. Mach und E. L.
Tatum (USA) zeigten. Die Synthese des Decapeptids benétigt
daher wahrscheinlich keine kurzlebige m-RNS. Weiterhin
wurde gefunden, daB bei den Tyrocidinen A, B, C und D die
Substitution einzelner Aminosiuren in der Kette durch an-
dere Aminosiduren direkt abhdngig ist von der Konzentra-
tion dieser Aminosduren im Medium. Dies wird zuriickge-
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fuhrt auf die geringe Spezifitit der beteiligten Enzyme und
steht ebenfalls in Gegensatz zur absoluten Spezifitiit dieser
Reaktionen bei der Protein-Biosynthese.

A. R. Battersby (England) berichtete iiber neue Ergebnisse
zur Biosynthese der Morphinalkaloide und des Colchicins.
Ein an C-1 mit Tritium markiertes Reticulin wurde in die
Antipoden getrennt und der Einbau beider Antipoden bei
Mohnpflanzen in das Thebain verglichen. Es zeigte sich, daf3
nur das (—)-Reticulin (7), welches das Tritium an C-1 in der
gleichen sterischen Anordnung wie das entsprechende H-
Atom im Thebain (8) besitzt, unter Erhaltung von 60 % des
Tritiums in das Thebain eingebaut wird. Beim Einbau von
(+)-Reticulin geht dagegen alles Tritium verloren, da vor dem
Einbau ein Ubergang in die (—)-Verbindung erfolgt.

Der Einbau in das Thebain hingt ferner vom Methylierungs-
muster in der Vorstufe ab. Die Verbindung (9), bei der
Hydroxy- und Methoxygruppe im Benzylrest vertauscht sind,
wird nicht in das Thebain eingebaut; sie ist dagegen eine
Vorstufe fiir das Isothebain (10).

3c:o H3CO

N- CH3 N-CH,4
HacO 3co
(10)

Wihrend durch frithere Arbeiten bekannt war, daB Phenyl-
alanin den Phenylrest und die C-Atome S, 6 und 7 des Col-
chicins liefern kann, war die Bildung des Tropolonringes
noch unklar. Versuche mit [3-14C]-Tyrosin zeigten nun, daB
sich nach Gabe dieser Verbindung an Colchicum autumnale
81 9 der Aktivitit beim C-12 des Colchicins befinden. Daraus
1aBt sich schlieBen, daB Colchicin aus Phenylalanin und Ty-
rosin aufgebaut wird, wober das (-C-Atom des Tyrosins
durch Ringerweiterung zum C-12 des Tropolonringes wird.
Tyrosin und Phenylalanin sind also in dieser Pflanze keine
Aquivalenten Vorstufen.

% * *
CH,-CH(NH,)-CO;H * *

A
HO @—CHz-CH(N'Hz)-COZH

H3CO

H,CO

O@ NHCOCH;
H,CO

HycO
/ OCH3

OCH3

Die Biosynthese von Didesoxyhexosen in Bakterien unter-
suchten J. L. Strominger et al. (USA). Ascarylose (3.6-Dides-
oxy-L-mannose) wird von einem Extrakt aus Pasteurella
pseudotuberculosis, Typ V, wie folgt gebildet: CTP + p-Glu-
cose-1-phosphat - CDP-D-Glucose - CDP-4-Keto-6-
desoxy-D-glucose - CDP-Ascarylose. Im letzten Schritt ist
TPNH das Reduktionsmittel. Ahnlich entsteht in einem Ex-
trakt aus P. pseudotuberculosis, Typ I, CDP-3.6-Didesoxy-
p-glucose (CDP-Paratose).
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Lipide und Steroide

P. R. Vagelos et al. (USA) und F. Lynen et al. (Deutschland)
berichteten tiber den Verlauf der Fettsdure-Biosynthese. Wih-
rend die Fettsdure-Synthetasc der Hefe ein Multienzymkom-
plex ist, 14Bt sich die Synthetase von E.coli in ihre KXompo-
nenten zerlegen. Drei davon (Ej—Eqqr) werden fiir die Kon-
densation von Acetyl-CoA mit Malonyl-CoA bendtigt:

HS-E
CH;3-CO-SCoA + HS-Ey —— CH3-CO-SEy + CoA-SH

BS-Epy

CH;-CO-SE, + HO,C-CH,-CO-SCoA

COz + CoA-SH + CH3-CO-CH,-CO-SEy

Die Transacylase (Ey) ist gegen SH-1nhibitoren sehr empfind-
lich. Eqyp ist der hitzebestindige Acyl-Ubertriger im Fett-
sdure-Synthetase-Cyclus. Sein Molgewicht betriigt etwa 9500.
Es konnte bis zu chromatographischer und elektrophoreti-
scher Einheitlichkeit gereinigt werden. Auch in der analyti-
schen Ultrazentrifuge ist es homogen. Ejpr enthilt einen Cy-
stein-Rest. Das Enzym Ejpp kann auch transacylierend wir-
ken, d. h. den Malonylrest von Malonyl-CoA auf Eyy iiber-
tragen. — Hauptprodukt der Fettsiure-Synthetase in E.coli
ist cis-Vaccensdure. Deren CHs-endstdndige C-Atome stam-
men aus Acetyl-CoA, die restlichen C-Atome der Ketten
werden in Cp-Einheiten vom Malonyl-CoA geliefert. Lynen
et al. reicherten Fettsdure-Synthetase aus Bickerhefe mehr
als hundertfach an. Das elektrophoretisch und elektronen-
mikroskopisch homogene Priparat hatte ein Molgewicht von
2,3x 106, enthielt sieben Enzymaktivititen und synthetisiert
Stearyl-CoA aus Acetyl-CoA + 8 Mol Malonyl-CoA. Die
Analyse auf endstindige Aminogruppen ergibt sicben Poly-
peptid-Einheiten im Komplex. Alle Zwischenstufen der Fett-
siuresynthese sind covalent an den Komplex gebunden. Die
Bindung vermitteln SH-Gruppen, die als ,,peripher* (reagie-
ren leicht mit N-Jodacetamid oder N-Athylmaleinimid) und
,,zentral* (relativ bestindig gegen diese Reagentien) unter-
schieden werden kénnen. Wenn gesittigte Fettsduren mit 16
bis 18 C-Atomen am Komplex synthetisiert worden sind,
wandern sie von einer zentralen an eine periphere SH-Gruppe
und werden von dort auf CoA iibertragen, d. h. vom Komplex
abgegeben.

Die Prostaglandine sind komplizierte Carbonsiuren der
Struktur (77). Sie kommen als Gemische u.a. im Sperm-
plasma des Menschen und der Schafe vor, stimulieren die
glatte Muskulatur und senken den Blutdruck. Daneben be-
einflussen sie — wie S. Bergstrom (Schweden) zeigte — auch
den Lipoid-Stoffwechsel: Prostaglandin E1 hebt bei der Ratte
in einer Konzentration von 2,8% 107 M die fett-mobilisieren-
de Wirkung des Adrenalins, Noradrenalins, Glucagons und
des ACTH auf. Offenbar hemmt das Prostaglandin die vom
Adrenalin verursachte Aktivierung einer Lipase im Fettge-
webe. Beim Menschen dagegen steigt nach der Injektion von
Prostaglandin E; der Gehalt freier Fettsduren im arteriellen
Blut, und die fett-mobilisierende Wirkung infundierten Nor-
adrenalins wird nicht aufgehoben.

H GH,-(CHy)s-CO,H
H,yC-(CHy)s-CHOH-CH= CH-]\—/—[
HO" o)

(11), Prostaglandin E;

Nach W. L. Byrne und M. C. Ganoza (USA) werden Aktivi-
tit, Stabilitit und Substrat-Spezifitit der Glucose-6-phos-
phatase durch die im Enzym enthaltenen Phospholipide be-
einflult. Entfernt man die Lipide, so kommt man schlieBlich
zu einer inaktiven Form des Enzyms, der man durch Zusatz
von Phospholipiden die Aktivitit zurlickgeben kann, ohne
daB vollig Ubereinstimmung mit der nativen Form des En-
zyms erreicht wiirde.
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Stoffwechselregulation

S. Granick (USA) berichtete iiber ein reprimiertes Enzym-
system in Hithnerleber: Gibt man zu einer 16 Tage alten Pri-
markultur von Hithnerleberzellen 3.5-Didthoxycarbonyl-1.4-
dihydrocollidin, so lassen sich nach 3 Std. in den Zellen Por-
phyrine nachweisen. Die Ursache dafiir ist eine de-novo-
Synthese der geschwindigkeitsbestimmenden 8-Aminolaevu-
linsdure-Synthetase. Inhibitoren der Proteinsynthese wie
Mitomycin C und Actinomycin D hemmen die Enzymbil-
dung.

W. E. Knox (USA) bestimmte den Einbau von [14C]-Arginin
in Tryptophan-Pyrrolase nach Induktion des Enzyms mit
Tryptophan oder Cortisol. Das Enzym wurde mit Antikorper
niedergeschlagen und sein 14C-Gehalt ermittelt. Wihrend
die Enzymmenge nach beiden Arten der Induktion anstieg,
ergab nur die Induktion mit Cortisol auch eine héhere spezi-
fische Radioaktivitit des Proteins. Daraus folgt, daB nur
Cortisol eine de-novo-Synthese des Enzyms hervorruft, wo-
gegen Tryptophan offenbar nur den Abbau der Pyrrolase
verlangsamt.

Wirkungen des Insulins auf den Kohlenhydratstoffwechsel
der Leber untersuchten J. S. Bishop et al. (USA). Sie fanden,
dafB intravends infundiertes Insulin (0.08—0.2 Einh./kg-Std.)
beim Hund die Abgabe von Glucose aus der Leber ins Blut
um 62 % verringert, die Glucose-Aufnahme aller Gewebe auf
das dreifache erhéht und in der Leber die Synthese von Gly-
kogen aus Blutglucose auf das achtfache steigert. Auch der
Einbau von Glucose in nicht-glykogene Leberbestandteile
nimnt zu.

Schilddriisenhormone becinflussen die Aktivitit mitochon-
drialer Enzyme. B. Kadenbach (Deutschland) fand in Mito-
chondrien aus Rattenleber, -niere, -herz, -muskel, -hirn und
-milz eine Zunahme der Aktivitit von Glycerophosphat-
Oxydase und Succinat-Dehydrogenase beim Ubergang vom
hypo- zum hyperthyroiden Zustand. Auch die Cytochrome
a, b und c (1,3- bis 2-fach) und die DPN-spezifische Isocitrat-
Dehydrogenase (1,4- bis 2,4-fach) nehmen zu, jedoch nicht
im Hirn und in der Milz. Dagegen zeigten TPN-abhiingige
Isocitrat-Dehydrogenase, Glutamat-Oxalacetat-Transamina-
se und B-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase in Leber, Niere,
Herz und Muskel geringere Aktivititen im hyperthyroiden
Zustand. Aus diesen Ergebnissen folgt, daB Schilddriisen-
hormone die Aktivitit des oxydierenden Systems der Mito-
chondrien durch Induktion der Enzyme des Citrat-Cyclus
und der Atmungskette erhéhen, wihrend sie die Enzyme
synthetischer Reaktionen hemmen.

Bioenergetik

V. P. Skulacher (UdSSR) berichtete iiber die Funktion der
Adeninnucleotide in der Atmungskette. Danach scheinen
Adeninnucleotide (/2) nicht nur als energiereiche Verbin-
dungen (ATP) eine Rolle zu spielen, sondern, wie die Formeln
zeigen, auch gleichzeitig Substrate fiir Redoxreaktionen zu
sein, derart daB zundchst der Pyrimidinring reduziert (/3),
durch die freie Carboxylgruppe eines Enzyms (E—CO,H) an
der Aminogruppe acyliert ({4} und dann reoxydiert (15)
wird. Der aromatische Ring zieht vom Amidstickstoff Elek-
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tronen ab und erhdht so den Energieinhalt der Amidbindung.
Durch Imidazolkatalyse (/6), kénnte die Energie dieser Bin-
dung zur Bildung von ATP genutzt werden.
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Uber Kopplungsfaktoren der oxydativen Phosphorylie-
rung berichtete G. Webster (USA). Er konnte aus der 16sli-
chen Proteinfraktion der Mitochondrien drei Proteine isolie-
ren, die als Kopplungsfaktoren wirken und deren jedes fiir
eine Kopplungsstelle spezifisch ist. Der DPNH-Kopplungs-
faktor, der fiir die Phosphorylierung im DPNH-Flavopro-
tein-Abschnitt notwendig ist, wurde in kristalliner Form iso-
liert, ist homogen und hat ein Molgewicht von etwa 30000.
Der QH,-Faktor (spezifisch fiir die Phosphorylierung im
Coenzym Q-Cytochrom b-Abschnitt) wurde weitgehend ge-
reinigt und besteht in der Ultrazentrifuge aus zwei Kom-
ponenten. Der Kopplungsfaktor fiir reduziertes Cytochrom ¢
ist homogen und hat ein Molgewicht von etwa 35000.

Es scheint, daB} alle diese Faktoren in Reaktionsfolgen eine
Rolle spielen, die sich etwa wie folgt gliedern lassen:

a) Substrat + Partikel -—> Partikel~Substrat

b) Partikel~Substrat + Faktor -
Faktor~Substrat + Partikel

c¢) Faktor~Substrat + Phosphat —
Faktor~P - oxydiertes Substrat

d) Faktor~P + ADP — Faktor + ATP

Die Verbindungen Faktor ~Substrat (= DPNH ~Faktor)
und Faktor ~P aus der mit der Oxydation von DPNH ge-
koppeiten Phosphorylierung konnten isoliert werden. Fiir die
mit der Oxydation von Cytochrom c gekoppelten Phosphory-
lierung wurde auch die Komponente Substrat ~Partikel iso-
liert. Sie ist oberhalb 5 °C labil. Die Verbindung Faktor ~
Substrat (beim Cytochrom c) ist rot, hat ein Molgewicht von
etwa 50000 und scheint aus je einem Mol Faktor und redu-
ziertem Cytochrom ¢ zu bestehen. Sie reagiert mit Ortho-
phosphat zum farblosen Faktor ~P, wobei Cytochrom c frei-
gesetzt wird. Faktor ~P ist bei neutralem pH bestidndig, bei
saurem und alkalischem pH labil. Mit ADP reagiert die Ver-
bindung zu ATP. Inhibitoren der oxydativen Phosphorylie-
rung beeinflussen verschiedene Schritte in der vierstufigen
Reaktionsfolge: 2.4-Dinitrophenol und Dicumarol fithren
zum raschen Zerfall des Partikel ~Substrat-Komplexes, wih-
rend Oligomye¢in die Bildung von ATP aus Faktor ~P hemmt.

[VB 868]
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