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These exper iments  es tabl ish tha t  in the  react ion ca ta lyzed  by  me thy lma lony l -  
CoA mutase ,  hydrogen  is t ransfer red  from the C- 5 '  posi t ion of the  coenzyme to the  
subs t ra te ,  as in the  react ion ca ta lyzed  b y  dioldehydrase .  This s imi la r i ty  between the 
two react ions  indicates  t ha t  t hey  proceed by  s imilar  mechanisms.  The same conclusions 
were reached b y  RETEY AND AI~IGONI 6 based  upon exper iments  in which t r i t ium 
t ransfer  to  succinate  was shown with  coenzyme in which t r i t ium had been in t roduced 
b y  d io ldehydrase  and  1,2-[1-3H]propanediol .  

We  wish to t h a n k  Professor  S. O c n o a  for a sample  of the  mammal i an  methyl -  
malonyl -CoA mutase  and Professor  H. G. WOOD for a cul ture  of Pr@ionibacterium 
shermanii,  52W. This s t u d y  was suppor t ed  by  Gran t  GM-oI2633 from the Nat ional  
Ins t i tu t e s  of Hea l th  and Tra in ing  ( ; ran t  2-G-212. 
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Bestimmung der Kynurenin Aminotransferase 

Nach einer Ganzk6rperbes t rah lung  werden die T r y p t o p h a n m e t a b o l i t e  Kynuren -  
s~iure und Xan thurensSure  von M~tusen ve rmehr t  ausgeschieden 1. In  Verb indung  mi t  
enzymat i schen  Messungen nach E inwi rkung  ionis ierender  S t rahlen  2 sollte daher  die 
Aktivit~it  der  Kynuren in  Aminot rans fe rase  (L -Kynuren in :Oxog lu t a ra t  Amino t rans -  
ferase, EC 2.6.1.7) gemessen werden.  Dabe i  ergab sich, dab  die b isher  in der  L i t e r a tu r  
beschr iebenen Methoden zur Messung dieser enzymat i schen  Aktivit~tt  3,4 aus verschie- 
denar t igen  Grfinden unbefr ied igend waren. So erschien die I nkuba t i on  mi t  3 -H ydroxy -  
kynuren in  4 ffir eine Unte r suchung  mi t  gr6geren Tes t re ihen zu kostspielig.  

KNox  3 ha t t e  die Kynuren in  Aminot ransfe rase  bes t immt ,  indem er nach  der 
I nkuba t i on  die Absorp t ion  des ente iweig ten  Tes tansa tzes  bei  31o, 33o und 365 m/t maB. 
Aus diesen W e r t e n  wurde  dann  mi t  Hilfe der  molaren  Ext inkt ionskoeff iz ienten  der 
Anthrani lsf iure ,  Kynurens~ture und  des Kynuren ins  bei  den drei  genannten  Wellen-  
lfingen der  Gehal t  dieser Metabol i te  e rmi t te l t .  Aus der  Menge an gebi ldeter  Kynuren -  
s~iure wurde  auf  die Aktivit~it  der  Kynuren in  Aminot ransfe rase  geschlossen. Bei- 
unseren Unte rsuchungen  lieferte diese Methode vor  al lem wegen der  hohen Konzen t r a -  
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tion an Kynurenin  keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Es wurden daher Versuche 
unternommen,  die Kynurens~ure quant i ta t iv  vom Kynurenin  und v o n d e r  Anthranil-  
s~ure, die durch die anwesende Kynureninase-AktivitAt gebildet wurde, abzutrennen. 

Die Messungen der enzymatischen Aktivit~t  wurden im Lebergewebe von MXu- 
sen vorgenommen. Das Gewebe wurde wie friiher beschrieben aufgearbeitet 5. Die 16s- 
lichen Frakt ionen des Cytoplasmas und der Mitochondrien wurden mit  40 mM Phos- 
phatpuffer  (pH 7.5), 1.6 mM DL-Kynurenin, 4 mM a-Ketoglutara t  und 34/~M Pyri- 
doxal- 5 ' -phosphat  inkubiert. Das Gesamtvolumen betrug 2.4 ml. Nach 60 min Inkuba-  
tion bei 37 ° wurde die Reaktion mit 2. 4 ml 8%iger  (Yberchlors~urel6sung gestoppt .  
Nach Abzentrifugieren des gef~tllten Proteins wurde die gebildete Kynurens~ure  
chromatografisch isoliert. 

Versuche, die Kynurens~ure vom Ionenaustauscher  Dowex 5 ° (H+-Form) durch 
Salzs~ure nach BROWN UND PRICE 6 und SATOH UND PRICE 7 ZU eluieren, ffihrten zu 
einer starken Schwanzbildung, sodaD ein groges Volumen ben6tigt wurde, um die 
Kynurens~ture quant i ta t iv  von dem Kationenaustauscher  herunterzuwaschen. Dagegen 
verl~13t dieser Tryp tophanmetabo l i t  die Ionenaustauschers~ule in einem steilen Peak 
bei Elut ion mit Puffern vom pH-Wer t  4.0, w~hrend die Anthranils~ure und das Kynu-  
renin auf  der SXule zurfickgehalten werden. 

Zwei Systeme erwiesen sich als brauchbar :  (a) Chromatografies~ulen, mit einer 
Fri t te  versehen und einem inneren Durchmesser von I cm, ~urden  8 cm hoch mit  
Dowex 5o-8X, 200-400 mesh geffillt. Die DurchfluBgeschwindigkeit wurde mit Hilfe 
einer Schlauchpumpe auf  36 ml/h eingestellt. Der fiberchlors~ure Ex t rak t  des Inkuba-  
tionsansatzes wurde auf  die S~ulen gegeben. Es wurde mit 4 ° ml o. i  M Citratpuffer 
(pH 2.6), 30 ml o. i  M Nat r iumace ta t -Formia t  (pH 4.0) und 80 ml 0.05 M Nat r ium-  
ace ta t -Formia t  (pH 5.0) eluiert. Wie aus Fig. I zu ersehen ist, wird so eine saubere 
Abt rennung  der KynurensXure bei den Frakt ionen 5-8 erreicht, j ede Frakt ion  enthielt  
io  ml Eluat.  
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Fig. I. Elutionschromatogramm ffir Kynurens~ure (--), Anthranils~ure ( . . . . .  ) und Kynurenin 
(O- -O)  an Dowex 5o-X8, 200-400 mesh. Es wurde eluiert mit 4 ° ml o.i M Citratpuffer (pH 2.6), 
3oml o.i M Natriumacetat-Formiat (pH 4.0) und anschliel3end mit 0.05 M Natriumacetat- 
Formiat (pH .5.o). Gemessen wurde die Absorption bei 31o m~ ( . . . . .  ), 33 ° m/2 (--) und 365 m/2 
(O--O).  Ordinate: Absorptionen bei 31o, 33 ° und 365 m/~. Abszisse: Zahl der Fraktionen zu 
je Io ml. 
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(b) Bei dem zweiten Sys tem be t rug  die Austauscherf i i l lung an Dowex 50 nur 
3 cm. Nach Aufgeben des i iberehlorsauren E x t r a k t e s  wurde mit  IO ml 0.2 M Citratpuffer  
(pH 3.0) und 5 ml 0.2 M Citratpuffer  (pH 4.0) nachgewaschen.  Die Kynurens~iure 
wurde d a r a u f  mi t  20 Inl 0.2 M Citratpuffer  (pH 4,0) eluiert.  In  beiden Verfahren wurdc  
der  Ka t ionenaus t ausche r  mi t  I M NaOH-L6sung  und anschlieBendem Waschen  mit  
o.2 M Citra tpuffer  (pH 2.6) regeneriert .  Die Kynurens~iure wurde in den Etua ten  spek-  
t ropho tomet r i sch  auf  Grund  der  Absorp t ion  bei 33o m# oder spektrof luorometr isch  
nach SATOH UND PRICE v bes t immt .  

I)as schlagar t ige  Aus t re ten  der  Kynurens / iure  yon der  SSule bei p H  4.o ist wohl 
auf  die e lek t ros ta t i sche  AbstoBung der dissozi ier ten Carboxylgruppe  des Metabol i ten  
und der ebenfalls  nega t iv  geladenen Su l fona tgruppe  des Aus tauschers  zurfickzufiihren, 
sodaB die s ta rk  adsorp t iven  Kr~ifte zwischen beiden Pa r tne rn  i iberwunden x~erden. 
Mit Hilfe dieser Methode  wurden im Lebergewebe der  Maus folgende enzymat i sche  
Akt iv i t f i t en  der  Kynuren in  A m i n o t r a n s f e r a s e - - a u s g e d r i i c k t  in #Mol gebi ldeter  
Kynurens~ture pro h pro g Feuch tgewich t  - -  gefunden : L6sliche F rak t ion  des Cytoplas-  
mas o .32:~o. Io ,  16sliche F r a k t i o n  der Mitochondr ien  1 .o4±o.21 .  Die l nkuba t ion  mi t  
L-Kynuren in  (o.8 m M ) e r g a b  dieselbe Akt iv i t f i t  wie mit  DL-Kynurenin (i .0 raM). Es 
findet un te r  diesen Bedingungen  also keine H e m m u n g  der  Aminot ransfe rase  du tch  

die I ) -Form des Subs t ra tes  s ta t t .  
Das beschr iebene Verfahren en tspr ich t  den Anfl)rderungen,  die an einen enzy- 

mat i sehen  Test  zu stellen sin& Hins icht l ich  Zeit  und eingesetzter  E n z y m m e n g e  ergab 
sich Proport ional i t~t t  zur gebi ldeten Kynurens~iure. Was  die Zeit  betrifft ,  die zur 
Durchff ihrung der  Bes t immungsmethode  ben6t ig t  wird, so ist sie mi t  dem zeit l ichen 
Aufwand  ffir die Messung fihnlicher enzymat i scher  AktivitS~ten durchaus  vergleichbar.  
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