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A group of 6 infected guinea-pigs was given isoniazid
solution (0.0059%,) in lieu of drinking water from the 8th
to the 38th day postinfection. Tuberculous animals were
decapitated between the 3rd and the 4th week post-
infection, whereas isoniazid-treated animals were sacri-
ficed after 30 days of drug therapy. The kidneys were
promptly removed and homogenates were prepared as
described earlier?. The tissue concentration was adjusted
to 200 mg/ml of homogenate with the aid of biuret reac-
tion®. The glucose-6-phosphatase activity was determined
by the phosphate release method of Swanson10 by adding
0.1 ml of kidney homogenates in the incubation mixture.
Phosphorus was determined by the method of TAaUussky
and SHORR!.

In the present studies, the assay of glucose-6-phospha-
tase was performed in the kidney homogenate since this
organ did not show any gross tuberculous lesions. The
results obtained on glucose-6-phosphatase activity are
reported in the Table. A small but significant rise
(p < 0.025) in the enzyme activity of kidney homogenates
of tuberculous animals as compared to those of control
animals was observed. Administration of isoniazid for 30
days did not significantly lower the elevated glucose-6-
phosphatase activity. In the previous findings we have
reported that infection with M. tuberculosis caused drastic
effects on the metabolism of the host tissuesl-5. Some
enzymes, particularly those dependent on NAD and
NADP for their activities, are more easily deranged

during the progressive infection®%12, The increased
No. of M of phosphate %
animals  liberated/100 mg increase
of tissue in 15 min
(mean 4 S.E.)
Control 10 6.08 -+ 0.15 —
Tuberculous 6 8.30 4+ 0.18 36.5
Tuberculous animals 6 7.66 4 0.12 26.0

given isoniazid

Strukturspezifischer Abbau von Polypeptid-
Metall-Komplexen III1. Abbau des Ni*-Angio-
tensin II-Komplexes durch H,0,2

Der Abbau des Cu?+-Komplexes des cyclischen Deka-
peptides Polymyxin B durch H,0, wird, wie wir gezeigt
haben!, vom Metallion gesteuert (vgl. auch3), wobei diese
Reaktionen — dasselbe gilt fiir den entsprechenden Ni2+-
Komplex?* — iiber terndre Komplexe verlaufens.

Um zu priifen, ob eine derartige Degradation nicht nur
bei einem cyclischen Peptid — dessen Komplex struktur-
méssig eine Sonderstellung einnimmt —, sondern auch bei
linearen Peptiden auftritt, untersuchten wir den Abbau
von Valf-Angiotensin II-Aspl-f-amid®. Dieses lineare
Oktapeptid besitzt folgende Aminosiduresequenz? (vgl
auch $):

H - Asp(NH,)-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe - OH
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glucose-6-phosphatase activity in the kidney homogenate
of tuberculous animals, as reported here, may be due to
enzyme adaptation since several studies have shown that
a decrease in liver glycogen causes a marked adaptive
increase in glucose-6-phosphatase activity %»1314, Unlike its
influence on various enzymes reported previously2-4, the
isoniazid therapy on tuberculous animals for 30 days was
ineffective in lowering the glucose-6-phosphatase activity
indicating that the elevated activity was secondary to
tuberculous infection. This supports the view of adaptive
increase in enzyme level as a result of decreased glycogen
content.

Zusammenfassung. Bei den tuberkuldsen Meerschwein-
chen wurde in der Niere eine erhohte Aktivitit der
Glukose-6-Phosphatase beobachtet. Isoniazid hat die er-
hohte Aktivitit des Enzyms nicht erniedrigt, wenn es
tuberkulésen Tieren vom 8. bis zum 38. Tage nach der
Infektion oral verabreicht wurde. Es wird angenommen,
dass die erhohte Aktivitit Ausdruck der Adaptionsfihig-
keit von Glukose-6-Phosphatase ist.
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tit des Cu?+- bzw. Ni2t+-1:1-Komplexes® 11 indem wir
die Anfangsgeschwindigkeitskonstante k& des H,O,-Zer-
falls pseudo-erster Ordnung in bezug auf H,O, bestimm-
ten 2, Hierbei trat nun der interessante Fall auf, dass wohl
der Ni?+-Komplex, nicht aber der Cu?t-Komplex eine
katalytische Aktivitat zeigte (Figur 1), obwohl in der Re-
gel Cu?+t-Komplexe (vgl. zum Beispiel Polymyxin, Figur1)
eine sehr viel grossere Aktivitdt aufweisen als Ni2+-Kom-
plexe?® 12,

Die Voraussetzung fiir die Katalyse des H,0,-Zerfalls
durch einen Metallkomplex ist, wie wir bereits friiher ge-
zeigt haben!?13, dass dieser freie Koordinationsstellen
aufweist, die die Ausbildung eines terndren Peroxokom-
plexes gestatten. Der obige Befund ist damit wohl so zu
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Fig.1. Katalytische Aktivitit, bestimmt als Anfangsgeschwindig-

keitskonstante k& des HyO,-Zerfalls, gemessen!? als Reaktion pseudo-

erster Ordnung in bezug auf H,O, (8 - 102 M) in Abhingigkeit vom

pH fiir die Cu?+- bzw. Ni2+-1:1-Komplexe (4 - 10~* M) von Angio-

tensin 11 (durchgezogene Linien) und Polymyxin B%? (gestrichelte
Linien).
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Fig.2. Hochspannungselektrophoretischer Nachweis der Degrada-
tion des Ni?*-Angiotensin II-Komplexes mittels H,O,; nicht abge-
baut wird der entsprechende Cu?+-Komplex. Zum Vergleich wurden
mit aufgetragen die Ni?*- bzw. Cu?+-Komplexe ohne Zusatz von
H,0,, sowie Angiotensin IT mit H,0, und Angiotensin I allein. Bei
den nicht numerierten Banden links handelt es sich wohl um die
Metallionen sowie um EDTA. (Bedingungen: pH 1,9; 4000 Volt;
70 mAmp.).
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erkldren, dass das vier Koordinationsstellen aufweisende
Cu?* im Angiotensin II-Komplex so besetzt ist, dass der
«aktive» Zwischenkomplex?? nicht gebildet werden kann,
weshalb dieses System katalytisch inaktiv ist. Beim
Komplex des Ni?+ mit der Koordinationszahl 6 (vgl. auch?)
ist offenbar diese Bedingung erfiillt, wodurch die kataly-
tische Aktivitdt dieses Komplexes verstandlich wird.

Bei den Degradations-Versuchen fiigten wir zu 3 - 102
mM des Me?* und 3 - 10-3 mM des Angiotensin IT — ge-
16st in 5 ml Wasser — 1,8 - 10-2 mM H,0, und unterbra-
chen die Reaktion nach zweistiindigem Stehen mit
1,2-10-2 mM EDTAYM, Bei der diinnschichtchromato-
graphischen!® bzw. besonders deutlich bei der hochspan-
nungselektrophoretischen Untersuchung (Figur 2) zeigte
sich, dass unter diesen Bedingungen offenbar nur der
Ni2+-Angiotensin IT-Komplex abgebaut wird S,

Interessant ist, dass nur derjenige Angiotensin II-
Komplex abgebaut wird, der auch katalytisch aktiv ist.
Dies weist auf eine enge Kopplung zwischen katalytischer
Aktivitit und «Zerstérung» des Liganden hinl?. Diese
Beobachtung stimmt iiberein mit den fritheren Befunden,
wonach im Falle des Polymyxin B, wo beide untersuchten
Me2+-Komplexe katalytisch aktiv sind (Figur 1), auch
beide durch H,O, abgebaut werden® 4.

Die Untersuchung der Aminosduresequenz der Spalt-
stiicke des Ni2t-Angiotensin II-Komplexes ist im Gang?8.

Summary. The octapeptide Val®-Angiotensin II-Asp!-
B-amide7 is split into characteristic fragments by hydrogen
peroxide, when complexed with Ni%+; this degradation
does not occur with the Cu2t complex, presumably be-
cause an ‘active’ ternary peroxo complex cannot be
formed 3 512,

H. Siger und H.Ca. CUrTIUS

Institut fiv Anovganische Chemie dev Universitdt Basel und
Chemisches Laboratovium dev Universitits- Kindevklinik,
Ziwich {Schwerz), 15. Juli 1966.

10 Dass eine Komplexbildung zwischen Angiotensin IT und Cu?* bzw.
Ni2+ stattfindet, zeigt sich bei der Titration eines 1:1-Ansatzes am
Freiwerden von Protonen, sowie an der Farbinderung; Cu?t:
pH > ca. 8 blauviolett; Ni2+: pH > ca. 9 gelb?.

11 Ein solcher liegt hier sicher vor®; allgemein ist jedoch bei solchen
Versuchen zu bedenken, dass iiber den Grad der Ausbildung des
Komplexes erst auf Grund der Stabilitdtskonstanten eine Aussage
méglich ist (vgl. auch 12%3),

12 H, Sicer und U.MULLER, Helv. chim. Acta 49, 671 (1966).

18 H, Brin1zINGER und H,ERLENMEYER, Helv. chim. Acta 48, 826
(1965).

14 Mit Ni?+ wurde bei pH 10 und mit Cu?t+ bei pH 8,5 gearbeitet
(eventuell geringe Niederschlagsbildung); ¢ = 20°C; bei Bedarf
wurde die Reaktionsldsung nach Zufiigen von EDTA am Rotations-
verdampfer bei 40°C etwas eingeengt (vgl. auch ).

15 Kieselgel S-HR; Fliessmittel vgl. 7.

16 Dje Reaktionsldsung wird eigenartigerweise nach ca. 15 min leicht
gelbstichig (offenbar wiid das koordinierte Angiotensin IT an einer
Haftstelle durch HOO- verdringt) und nach ca. 30 min tritt ein
feiner Niederschlag auf; trotzdem nimmt die H,0,-Konzentration
praktisch nicht ab, ebenso findet offenbar keine Degradation statt.
Vermutlich besteht der Niederschlag aus einem terndren Peroxo-
komplex, der aber nicht in den «aktiven» Komplex!*? iiberzu-
gehen vermag.

17 Dies weist darauf hin, dass beide Reaktionen iiber einen gemein-
samen «Zwischenkomplex» verlaufen, bedeutet aber nicht, dass
die Katalyse des H,0,-Zerfalls und die der «Zerstdrung» beim sel-
ben pH ihr Maximum haben (vgl. hierzu 3).

18 Herrn Prof. Dr. H.ERLENMEVYER danken wir fir sein Interesse an
dieser Arbeit. Herrn Dr. W.RirreL (CIBA-Aktiengesellschaft,
Basel) sind wir fiir die Uberlassung von Angiotensin II, sowie Frl.
S.ReEmmanN und Herrn P. ANDERs fiir ihre sorgfaltige Hilfe bei den
Versuchen dankbar.



