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normal  values ,  t h e  m o s t  m a r k e d  g roup ing  of t h e  p r o t e i n s  
was obse rved  in  t h e  ]3 zone, c o r r e s p o n d i n g  to  s e r u m  
albumin.  The  n u m b e r  of d i f fe ren t  iden t i f i ab le  c o m p o n e n t s  
was s ign i f i can t ly  decreased  in t he  t r e a t e d  a n i m a l s :  t h e  
nuclear  f r ac t i on  a p p e a r e d  reso lved  i n to  7-8  (af ter  1 a n d  5 
days respec t ive ly)  c o m p o n e n t s ,  a g a i n s t  9 of the  con t ro l s ;  
the m i t o c h o n d r i a l  one  i n to  7 -6  a n d  10 r e spec t ive ly  
(Figure 1), 

In  our  op in ion  t h e  p a t t e r n s  o b s e r v e d  c a n  be  cons idered  
as an  exp re s s ion  of p r o t e i n  d e n a t u r a t i o n ,  as f i r s t ly  sug-  
gested b y  DAvis ,  HOLLANDER, a n d  GREENSTEIN 1°. 

As r ega rds  t h e  g lycopro te ins ,  we h a v e  found  s ign i f i can t  
changes  for  t h e  m i t o c h o n d r i a l  f r ac t i on :  a f t e r  5 d a y s  a 

Pereentual amounts of the soluble proteins isolated from rat liver 
nuclear, mitochondrial and cytoplasmic fractions, in CC14 induced 

fatty change 

A B C D E F G 

Nuclear fraction 
Normal liver 16.8 32.2 19.9 13.7 8.5 4.5 4.4 
After 24 h 1,4 37.4 3°~.9 19,6 6.7 2.0 - -  
After 5 days 11.2 52.7 24.4 5.1 5.2 t,4 - -  

Mitochondrial fraction 
Normal liver 6.7 44.4 24.4 16.5 6.2 1.5 0.3 
After 24 h 1.2 18.5 52.9 20.1 7.3 - -  - -  
After 5 days 4.8 59.4 24.1. 5.1 4.5 ~.1 - -  

Cytoplasmic fraction 
Normal liver 1.8 29.5 20.9 1~.~ 20,8 10.1 4.7 
After 24 h 1.5 16.2 23.6 20.8 24.4 10.~ 3.3 
After 5 days 11.1 '24.7 2'2.7 9.8 19.7 12.0 - -  

t y p i c a l  g r o u p i n g  of c o m p o n e n t s  in t h e  a l b u m i n - l i k e  zone 
was  obse rved  (Figure  2a) .  

I t  is of i n t e r e s t  t h a t  no  d i f ference  of l i popro te in  p a t t e r n  
for t h e  nuc l ea r  and  c y t o p l a s m i c  f rac t ions  were no ted ,  
whi le  for the  m i t o c h o n d r i a l  we obse rved  on ly  one  fl-lipo- 
p ro te in - l ike  peak,  i n s t e a d  of t he  two  well  def ined  peaks  
co r r e spond ing  to t h e  n o r m a l  m i t o c h o n d r i a l  p a t t e r n  
(F igure  2b).  

Riassunto. Oli a u t o r i  h a n n o  s t u d i a t o ,  m e d i a n t e  e l e t t ro -  
foresi  su agar ,  il c o m p o r t a m e n t o  del le  p ro t e ine  solubi l i  
i so la te  dal le  d iverse  f raz ion i  cel lu lar i  di  epa toc i t i  di  r a t t o ,  
in corso di s tea tos i  d a  CC14. 

A car ico delle f raz ioni  nuc lea re  e mi tocond r i a l e  6 s t a t a  
o s s e r v a t a  u n a  d iminuz ione  dei  c o m p o n e n t i  p ih  e m e n o  
dispersi ,  con un  r a g g r u p p a m e n t o  in zone a mo t i l i t £  in te r -  
med ia ,  p a r i a  que l la  delle a l -g lobu l ine  s ier iche o delle 
a lbumine ,  a c c a n t o  ad  u n a  r iduz ione  del n u m e r o  dei  com- 
p o n e n t i  pro te ic i  c h i a r a m e n t e  ind iv iduab i l i .  

A n a l o g h e  modi f icaz ion i  sono s t a t e  r i l eva t e  a enrico dei  
c o m p o n e n t i  gtico- e t ipopro te ic i  - ne t la  sola  f raz ione  
mi tocondr i a l e .  
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1Dber die tuberkulostatische Aktivitfit yon 
2, 5 - B i s -  ( a m i n o o x y m  e t h y l  ) - 3, 6 - diketopiperazin, 
eines Umwandlungsproduktes  des Cycloserins 

I n  d e n  w~ssr igen  1, w~ss r ig -a lkohol i schen  ode r  essig- 
s au ren  2 L 6 s u n g e n  f~illt 4 -Amino-3 - i soxazo l idon  (Cyclo- 
serin) b is  zu e i n e m  gewissen G r a d  e i n e m  i n t e r e s s a n t e n  Di-  
me r i s i e rungsvo rgang  a n h e i m .  D as  E n d p r o d u k t  dieses 
i n t e r m o l e k u l a r e n  U m a m i d i e r u n g s p r o z e s s e s  i s t  2 ,5-Bis-  
( a m i n o o x y m e t h y l ) - 3 , 6 - d i k e t o p i p e r a z i n  (DKP)1 .  Je  n a c h  
der  Dars t e l lungswei se  u n d  d e m  R e i n i g u n g s v e r f a h r e n  en t -  
h a l t e n  sXmtl iche  t t a n d e l s p r o d u k t e  des  Cycloser ins  be- 
s t i m m t e  M e n g e n  y o n  D K P .  

Z ~- 0 "~ "NH F "CHzONH~ 
Aus den  w/issr igen L 6 s u n g e n  l/isst s ich D K P  le ich t  in  

F o r m  von  D i h y d r o c h l o r i d  isolieren.  Aus  d iesem k a n n  freie 
Base auf  t ibl iche Weise  zu r i i ckgew onnen  werden .  Des  D K P  
wurde we l t e r  als Monosu l f a t  u n d  D i p i k r a t  cha rak t e r i s i e r t .  

Als Tr i tger  y o n  zwei A m i n o o x y g r u p p e n  reag ie r t  D K P  
sowie se in  D ihyd roc~ lo r id  ode r  S u l p h a t  m i t  f ibe r raschen-  
der  Le i ch t i gke i t  m i t  e iner  Re ihe  yon  O x o v e r b i n d u n g e n  zu 
den  e n t s p r e c h e n d e n  2, 5 -Bis - (a lky l iden-  bzw. a r a l k y l i d e n -  
a m i n o o x y m e t h y l ) - 3 ,  6 -d ike top ipe raz inen .  

Diese K o n d e n s a t i o n s p r o d u k t e ,  yon  denen  m a n c h e  eine 
biologische A k t i v i t ~ t  aufweisen,  werden  a n  a n d e r e r  Stel le  
n~ther besp rochen .  Es  i s t  j e d o c h  v o n  In teresse ,  dass  die 
oben  a n g e f i i h r t e n  D e r i v a t e  des D K P  a u c h  d i r e k t  v o m  

RN/C= NO CHz...~ NH ,,.~0 

0-- "NH" "CHzON=C~, 
Rz 

Cycloserin ausgehend durch Eimvirkung verschiedener 
O x o v e r b i n d u n g e n  in wasse r f re i em AlkohoI  zug-Xnglich ge- 
m a c h t  w e r d e n  k o n n t e n .  I h r e  S t r u k t u r  wurde  au f  G r u n d  
de r  E rgebn i s se  de r  k a t a l y t i s c h e n  H y d r i e r u n g  u n d  de r  
Hydrogeno lyse  ges icher t ;  z u m  Beispi61 k o n n t e  2 ,5-Bis-  
(benzy l idenaminooxymethy l ) -3 ,  6 -d ike top iperaz in  auf  diese 
Weise  z u m  S e r i n a n h y d r i d  u n d  B e n z y l a m i n  g e s p a l t e n  
werden .  Die B i l d u n g  de r  e n t s p r e c h e n d e n  Sch i f f chen  B a s e n  
k o n n t e n  wir  u n t e r  den  gegebenen  R e a k t i o n s b e d i n g u n g e n  
in k e i n e m  Fal le  b e o b a c h t e n .  

De r  ~ V i r k u n g s m e c h a n i s m u s  des  Cycloser ins  wi rd  yon  
v e r s c h i e d e n e n  A n t o r e n  ~-~ u n t e r  a n d e r e m  e b e n  auf  die 
B i l d u n g  e ine r  Sch i f f schen  Base  y o n  Cycloser in  m i t  Py -  
r i doxa l  bzw. P y r i d o x a l - 5 - p h o s p h a t  zur t ickgeff ihr t .  
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Clt 3 OH 0 
Unsere eigenen Untersuchungen brachten uns zur Ver- 

mutung, dass Cycloserin auf bis jetzt  yon uns nicht v611ig 
gekl/irte Weise teils tiber D K P  hinaus seine biologische 
Aktivit~.t entfaltet.  Die interessanten pharmakologischen 
Eigenschaften des D K P  bieten eine gewisse Sttitze fiir 
unsere Anschauungen fiber die Wirkungsweise yon Cyclo- 
serin. 

diketopiperazins beobachteten toxischen Symptome sind 
durch starke Niedergeschlagenheit gekennzeichnet, welche 
yon Ptosis und Katalepsie begleitet wird. Jedoeh ruff jede 
yon aussen kommende Anregung starke Reizbarkeit  her- 
vor. Sp~iter treten Atmungsschwierigkeiten und Cyanosis 
hinzu. Nach Verabreichung von D,L-Cycloserin wurden 
praktisch dieselben toxischen Symptome beobachtet. 

Im Gegensatz zum D, L-Cycloserin, das die Thiopenthal- 
narkose bei M~iusen bedeutend verl~ingert, zeigte sich 
D, L- 2, 5- Bis- (aminooxymethyl)-  3, 6- diketopiperazin in 
dieser Hinsicht ohne Einfluss. Die Resultate der vorl~tu- 
figen pharmakologischen Untersuchungen deuten auch in 
anderen Richtungen auf die unterschiedlichen Eigen- 
schaften der beiden PrAparate hin (zum Beispiel in der 
Wirkung auI die krampferregenden Stoffe). Das 2, 5-Bis- 

C#sCH=NOCHz"~ NH~_,~ 0 =- 

0 ~ "NH CH~.ON=CHC6Hs 
HOCHz'~NHTO +2CsHsCHzNHz 

0 "/ "N~ "CH20H 

Es wurden vergleichende Untersuchungen tiber die anti- 
tuberkulose "Wirksamkeit yon D,L-Cycloserin und D,L-  
2, 5-Bis-(aminooxymethyl)-3, 6-diketopiperazin in vitro an 
einer 12 Tage alten Kul tur  des Mycobacterium tuberculosis 
var. hominis H37Rv in fitissigem N/ihrmedium nach Pros- 
kauer-Beck durchgeftihrt. Die verwendeten Pr/iparate 
wiesen Konzentrationen von 0,78 7/ml bis 100 7/ml auf. 
Nach 14t~giger Inkubationszeit  bei 37 ° wurden die Ergeb- 
nisse makroskopisch abgelesen. Die vollstAndige Wachs- 
tumshemmung des Mycobacterium tuberculosis bewegte 
sich bei beiden Pr~iparaten im Konzentrationsbereich von 
6,25 bis 12,5 7/ml. Die in vivo durehgeftihrten Orientie- 
rungsversuche brachten ebenfalls gtinstige Resultate. 

Die Toxizitlit  des D,L-2,5-Bis-(aminooxymethyl)-3,6- 
diketopiperazins ist bei peroraler Verabreichung gleich 
gross wie die des D,L-Cycloserins (DLs0 4 g/kg). Die nach 
der Applikation des D,L-2,5-Bis-(aminooxymethyl)-3,6-  

(aminooxymethyl)-3,6-diketopiperazin sowie seine Deri- 
r a t e  sind Gegenstand weiterer pharmakologischer Unter- 
suchungen. 

Summary. I t  has been ascertained tha t  racemic 2, 5-bis- 
(aminooxymethyl)-3,6-diketopiperazine, being a trans- 
formation product of D,L-cycloserine, possesses the same 
effect against Mycobacterium tuberculosis as D,L-cyclo- 
serine itself. 
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When nucleop~oteins are dissociated with different 
techniques, nucleic acids apparently retain the whole 
genetic information1, z and protein moiety most of the 
immunological properties of the original complex. In ad- 
dition, nucleoproteins have some biochemical and bio- 
logical characteristics which are not displayed by their 
components: a remarkable resistance toward hydrolysis 
with enzymes for instance. The host-specificity and high 
efficiency of infection tha t  whole viruses (but not the 
extracted V-DNA and V-RNA) possess, and the ability of 
ribosomes to serve  as template for protein synthesis 3 (a 
property which i s  not  shared by R-RNA) are other 
characteristics of intact nucleoprotein particles only. 

We have been interested in investigating the properties 
of artificial ribonucleoprotein complexes deriving from the 
in vitro combination of a basic protein with nucleic acids 
of different types and sources, with the aim of using them 
as biochemical tools for a s tudy of more complex systems 
such as viruses and ribosomes. 

Experimental. Basic protein (MA) was prepared by 
methylation with methanol and HCI of bovine serum 

albumin (fraction V, Armour Labs.) 4-6. Nucleic acids were 
obtained from mammalian cells and viruses by extraction 
with cold phenol 73. HeLa cells, homogenously labelled by 
suspension culture in modified Hank's  medium containing 
Pa2-orthophosphate, and suspended in 0.1 M NaC1 buffered 
at pH 7.1 with 0.1 M phosphates, were extracted with 2% 
duponol and water-saturated phenol T, s. Protein-free 
nucleic acids, precipitated with ethanol (95%, 6 vol, 18 h, 
3°C) and redissolved in buffered saline (0.1M NaC1, 
pH 7.1) were fractionated with 1.51~[ NaC1 (18 h, 3 ° C) into 
a sediment containing most of the high molecular weight 
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