904

laBt sich ein Bromid oder Jodid gewinuen (30 cem Eisessig und 2 cem Brom-
wasserstoffsiiure bezw. 50 cem Eisessig und 3 cem Jodwasserstofisidure auf [ g
Acridon).
3-Methyl-9-acridon zeigt in Bezug aul Loslichkeitsverhiltuisse
und Fluorescenz grofle Ahulichkeit mit Acridon. Zu Biischeln vereinigte,
mikroskopische Niadelchen (aus Eisessig).
0.1876 g Shst.: 0.5521 g COy, 00925 g 11,0. — 0.1743 g Sbst.: 10.95 cem
N (22.50 718.5 mm).
CysH ON. Ber. € 8038, H 5.26, N 6.70.
Gef. » 80.26, » 5.48, » 6.86.

Wie mir Hr. Bamberger im Dezember 1908 mitteilte, hat auch
er, allerdings nach mir, aber ohne von meinen Versuchen Kenntnis
zu haben, die Umlagerung von Arylanthranilen in Acridone ausgefiihrt
und zwar aul ganz anderem Wege. Wir kamen iiberein, unsere
Arheiten Ende Januar gleichzeitig an die Redaktion dieser Berichte
zusenden, aber eine Lrkrankung, die Hrn. Bamberger in den ersten
Tagen 1909 betiel, hat die Ausiihrung dieses Planes verhindert. Hr.
Bamberger wird, sobald er gesundheitlich in der Lage ist, seine
Publikation nachlolgen lassen.

90. A. Bach: Zur Kenntnis der Tyrosinase.
(Eingegangen am 2. Februar 1909.)

Die Tatsache, dal Hydroperoxyd hei der Oxydation von drei ver-
schiedenen Karperklassen (Phenolen, aromatischen Aminen und Jod-
wasserstoffsiiure) durch Peroxydase aktiviert wird, 1aBt in letzterer die
Fxistenz von drei verschiedenen, spezifisch wirkenden Enzymen ver-
muten.  Trotz aller Bemiihungen ist es aber bisher noch nicht ge-
gelungen, die vermutlichen Enzyme von einander zu trennen, hezw.
eine der Funktionen der Peroxydase aufzuheben, ohne dabei auch die
iibrigen zu vernichten!). Bel dem gegenwiirtigen Stand unserer Kennt-
nisse sind wir also zu der Annahme berechtigt, dafl ir das Zustande-
kommen des Aktivierungsprozesses nicht die chemische Natur der
durch Hydroperoxyd oxvdierbaren Korper, sondern die Anwesenheit
von labilen Wasserstoll in ihnen maBgebend ist. Mit anderen Worten,
die Peroxydase verhilt sich als ein nicht spezifisches Enzym. Bei
der vollen Gleichwertigkeit des Systems Peroxydase-Hydroperoxyd

) Vergh. A. Bach, diese Berichte 40, 230, 3186 [1907]; 41, 2349 [1908].
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und der gewdhnlichen Oxydase diirfte auch dieser keine Spezifizitit
zukommen. Mit dieser Folgerung steht aber die Tatsache im Wider-
spruch, daB Tyrosin von gewdhplicher Oxydase nicht angegriffen
wird; wohl aber wird es durch Tyrosinase, eine von Bourquelot und
Bertrand!) eotdeckte Oxydase, verhéltnismaflig rasch oxydiert. Dem-
entsprechend ist auch das System Peroxydase-Hydroperoxyd auf Ty-
rosin ohve jede Einwirkuog?). Es scheint also hier ein Fall von
spezifischer, aun die chemische Struktur des Substrats gebundener
Fermentwirkung vorzuliegen. Zur Aufklirung dieses Widerspruchs
wurden von mir systematische Versuche angestellt. In Folgendem soll
iiber die Lirgebnisse dieser Versuche kurz berichtet werden.

Bei der Lrirterung der Ursache der scheinbaren Spezifizitat der
Tvyrosinase war in erster Linie die voo Gonnermanu?) aufgestellte
Hypothese zu beriicksichtigen. Dieser Forscher hilt die Tyrosinase
nicht fiir ein oxydierendes, sondern fiir ein hydrolytisches Enzym.
Tyrosin sel durch Tyrosinase hydrolytisch in der Weise gespalten,
daf} aus ihm leicht oxydable, sich an der Luft freiwillig oxydierende
Spaltungsprodukte entstehen. Sollte sich diese Annahme als den Tat-
sachen entsprechend erweisen, so wiirde hiermit das erwéhnte Problem
der Spezifizitat der Tyrosinase eine ebenso klare, wie einfache Losumg
erhalten. Die Gonnermannsche Hypothese wurde daher von mir
in verschiedenen Richtungen nachgepriiit. Zunachst versuchte ich, dié
zwei gepannten Prozesse — Hydrolyse des Tyrosins und Oxydation der
entstandenen Spaltungsprodukte — zeitlich von einacder zu trenmen.
Zu diesem Zwecke wurde folgender Versuch anpgestells:

0.2 g durch Fillen mit Alkohol gereinigte Tyrosinase aus Russula delica
wurden in 400 cem ausgekochtem und im Wasserstoffstom abgekiihltem Wasser
geldst. Andererseits wurde in derselben Weise eine heiBgesittigte, sauerstoff-
freic Tyvosinlosung dargestellt. Voun den beiden Losungen wurden je 200 cem
in einem mit Wasserstoff gefullten Kolben zusammengebracht (Gemisch A).
Urspriingliche Losungen und Gemisch wurden im Thermostaten bei 25° unter
J.uftabschluf stehien gelassen. Nach 24 Stunden wurden von dem Gemisch A
200 cem in ein Becherglas gegeben, und gleichzeitig wurde aus den im Ther-
mostaten getrennt aufbewahrten, urspriinglichen Ferment- und Tyrosinlosungen
cin gleiches Gemisch dargestellt (Gemisch B). Beide Gemische wurden dann
unter gleichen Bedingungen der Einwirkung des Luftsauerstoffs ausgesetat.
Der Verlauf der Oxydation des Tyrosins wurde in beiden Fillen mittels

1) Bourquelot et Bertrand: Les ferments oxydants dans les cham-
pignons.  Soc. mycol. de France 12, 17 [1896]. . ‘
% R. Chodat, Journ. suisse chim. pharm. 46, 48 [1906]; A. Bach,
diese Berichte 39, 2126, 3329 [1906).
% M. Gonvermann, Pfliigers Archiv 1900, 82.
39*
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der von mir?!) frither beschricbenen Permanganatmethode messend verlolgt,
indem nach gleichen Zeiten den Gemischen je 20 cem entnommen, mit Schwefel-
sdure angesiuert und mit 0.002-pormaler Permanganatlosung Dbis zur Ent-
firbung titriert wurden.
Verbrauchte Permanganatlosung.

Zeit in Stunden: 1 2 3 4 B

Gemisch A: 3.7Tecem Hleem 69cem 102 cem 16,4 cem

» B: 38 » 53 » 68 » 103 » 16.3 »

Aus diesem Versuch geht hervor, dafl das Vorbehandeln des Ty-
rosins mit Tyrosinase unter Sauerstoffabschlull keinen Linfluff auf
die Geschwindigkeit der nachtriglichen Oxydation des Gemisches aus-
iibt,  Dieser Befund spricht entschieden gegen die Annahme, dall der
Oxydation des Tyrosins eine Hydrolyse vorausgeht.

DafB bei der Einwirkung von Tyrosinase auf Tyrosin unter Luft-
abschlufl keine leicht oxydablen Produkte entstehen, wurde weiter
durch folgenden Versuch festgestellt:

Sofort nach dem lLntnehmen von 200 cem fiir den obigen Versuch
wurde der Rest des (iemisches A bebuls Zerstorung der Tyrosinase
eine kurze Zeit erhitzt und dann der Finwirkung des Luftsauerstoifs
ausgesetzt. Das Gemisch blieb wochenlang furblos.  Zusatz von
Peroxydase und Hydroperoxyd iinderte nichts an dem Resultat. Die
Gonnermannsche Annahme bestiitigte sich auch in dieser Richtung
nicht.

Vorbehandeln des Tyrosins mit Trypsin (48 Stunden im Thermo-
staten bei 37° unter Toluolzusatz) und mit dem peptolytischen Inzym
des Buchnerschen Zymins ergab ein iihnliches vegatives Resultat.

Die Annalime der hydrolytischen Spaltung des Tyrosins durch
Tyrosinase wurde schlieBlich noch in einer anderen Richtung nachgepriift.
Die einfachste Spaltung des Tyrosins diirfte entweder im Sinne der
Formel I oder im Sinne der Formel 11 vor sich gehen:

HOon
I. HO.CeI, . CH, . CIT(NH.).COOI.
OHII
1L 110.C Hy! CH, . CH(N11.). COOTL.

In ersterem Falle diiriten als Spaltstiicke Phenol und Serin, im
letzteren Hydrochinon und  Alanin  entstehen.  Bekanntlich treten
Phenol, Serin und Alanin als Produkte der Hydrolyse der Protein-
stoffe auf, und die Annahme einer derartigen Spaltung ist wobl zu-
lissig.  Geht nun der Oxydation des Tyrosins eine Spaltung im
Sinne der obigen Formeln vorauvs, so diirfte Tyrosinase aus den

1 Dicse Berichte 41, 217 [1908].



Spaitungsstiicken dasselbe Oxydationsprodukt, wie aus Tyrosin, er-
Zeugen.

Aquivalente Mengen von Phenol und d/-Serin') einerseits und von Hy-
drochinon und Alavin andererseits (je 0.0001 Mol. in 20 cem Wasser) wurden
mit Tyrosinase zusammgenbracht und an der Luft stehen gelassen. Gleich-
zeitiz wurden Wontrollversuche mit den entsprechenden Phenolen ohne Zusatz
von Aminosiuren angestellt. s zeigte sich, dal dl-Serin auf die Oxydation
des Phenols hemmend -wirkte, indem die Reaktion etwa 2 Stunden spiter, als
bet dem Kontrollversuch, ecintrat. Nach 48 Stunden war kein Untas
zwischen beiden Proben wahlrnchmbar. Beide zeigten die gleiche  1rivis
Firbung. Die charakteristische Schwarzfirbung trat in dem Phenol- Seri
Gemisch auch nach Verlauf von 10 Tagen nicht ein. Was die Oxydation
Hydrochinon-Alanin-Gemisches anbelangt, so ging sic genau wie die des Hy-
drochinons in Abwesenheit von Alanin vor sich.

Die genannten Gemische wurden auch mit tyvosinasefreier Oxydase (aus
Lactarius vellereus) und mit Peroxydase (aus Meerrettich) und Hydroperoxyd
versetzt. Die Oxydation verlief hier genau, wie die der entsprechenden henole
fir sich. Zusatz von Tyrosin zu den obigen Gemischen iibte keinen Einflub
aul die Oxydation aus.

Bs ist weiter denkbar, dall die hydrolytische Spaltung des Tyro-
sius in der B-Stellung gemill den Formeln II1 oder IV unter Bildung
von p-Kresol und Oxyaminoessigsiiure oder p-Oxvbenzylalkohol und
Glvkokoll erfolgen konute:

1T 011
1. HO.Celly . Cl: . CIL(N11,) . COO1.
OH N
IV. HO.CeH,.Cll; .CH(NH,).COOIL.

Oxyaminoessigsidure ist meines Wissens weder unter den Pro-
dukten der Hydrolyse der Proteinstoffe aufgefunden, noch kiinsthch
dargestellt worden, wahrscheinlich weil sie leicht in Ammoniak und
Glvoxylsiure zerfillt. Bei der Linwirkung von Tyrosinase auf ein
Gemisch von p-Kresol und dl-Serin (dem nichsten Homologen der
Oxyaminoessigsiure) nahm die Fliissigkeit eine prachtvolle rotviolette
Firbupg an. Die fir das Oxydationsprodukt des Tyrosins charak-
teristische Schwarzfirhung trat auch nach mehreren Tagen nicht ein.
Mit Peroxydase und Hydroperoxyd versetzt, ergab das Gemisch von
p-Kresol und dl-Serin eine milchige Triitbung, welche sich spéter zu
einem weillen Niederschlag zusammenballte. Bei der Einwirkung von
Tyrosinase auf ein Gemisch von p-Oxybenzylalkohol (aus p-Oxybenz-
amid durch Reduktion mit Natriumamalgam dargestetlt) und Glykokoll

) Das angewandte d!-Serin wurde mir von Hrn. Prof. E. Abder-
Lalden zu Verfigung gestellt, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle meinen
besten Dank sage.
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wurde mnach 3 Tagen ein rotbrauner Niederschlag erhalten. TUnter
gleichen Bedingungen ergab das genannte Gemisch in Gegenwart von
Peroxydase und Ilydroperoxyd einen braungelben Niederschlag.

Aus den im obigen mitgeteilten Versuchen ergibt sich, dal3 die
Ursache der Spezifizitit der Tyrosinase nicht auf die Fihigkeit dieser
Oxydase, Tyrosin vor der eigentlichen Oxydation zu spalten, zuriick-
zufiihren ist.

Eine andere, auf die Wirkung der Tyrosinase beziigliche Hypo-
these wurde von (Gessard?) aunfgestellt. Gessard unterscheidet in
der Wirkung der Tyrosinase zwei Prozesse: die Oxydation «des Tyro-
sins zu einem roten Korper und die nachtriighiche Kondensation des
letzteren zu dem bekannten schwarzen Produkt. Die Oxydation kann
sowchl dureh Oxydationsfermente, wie durch chemisehe Oxyvdations-
mittel (Millonsches Reagens) bewirkt werden, withrend zur Umwand-
lung des roten Kdrpers in das schwarze Kondensationsprodukt die
Mitwirknng der in der Tyrosinase enthaltenen Mineralsalze erforder-
lich sel.

Zur Nachpriifung dieser Hypothese wurde cin kritftiges, dureh mehr-
faches Iillen mit Alkohol geveinigtes Tyrosinase-Pritparat in Wasser gelost
und die Lisung zum Sieden erhitzt. Nach deni Erkalten wurde die Lisung
mit Tyrosin versetzt und zu je 20 cem auf 3 Gliser verteilt. In das ceste
wurden noch 5 cem Wasser, in das zweite 2 cem I-prozentige l'Jydroporoxyd'-
losung und 8 cem Wasser, in das dritte 2 cem Hydroperoxydlisung, 2 com
Peroxydaselosung und 1 cem Wasser gegeben.  Simtliche Proben verblichen
wochznlang farblos.

Ein dhulicher Versueh wurde unter Anwendung von Oxvdase anstatt
Perovydase und Hydroperoxyd ausgefithrt. Die Oxydase wurde aus Pilzen
(Lactarins vellercus) dargestellt und zur Zerstorung der Tyrosinase auf 75°
erhitzt.  Auch hier blieh die Oxydation des Tyrosins vollig aus. Die Ver-
suche warden hei verschiedenen Gelegenheiten mehrfach wiederholt und er-
gaben stets dasselbe Resultat.

Iis uunterliegt also keinem Zweifel, dafl die Ursache der Spezititiit
der Tyrosinase nicht in ihrem Gehalt an anorganischen Stoifen liegt.

Die Gessardsche Hypothese konnte indessen im Sinne der
modernen Lehre von den Kofermenten erweitert werden. Iis war
nimlich denkbar, dall Tyrosinase aus gewohnlicher Oxydase, bezw.
Peroxydase und Oxygenase, und irgend einem Koferment, durch
welches der OUxydationsprozefl in eine bestimmte Bahn gelenkt wird,
besteht, Ich bemiihte mich daher, die etwaige KExistenz eines der-
artigen Woferments im Pllanzenreich festzustellen. Ks wurden von

) C. Gessard, Compt. rend. 180, 1327 [1900].
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mir mehr als 100 Pilanzensifte und Pllanzenextrakte und ca. 40 Ty-
rosinase-I'raktionen verschiedener Herkunit auf ihre Fihigkeit, die Oxy-
dation des Tyrosins durch Peroxydase und Hydroperoxyd auszulGsen,
untersucht.  Dabel wurden folgende Tatsachen festgestellt.

I. Die Oxydation des Tyrosins unter der Einwirkung
von Peroxydase, Hydroperoxyd und einem Pilanzensaft
oder Fermeutpriiparat findet nur dann statt, wenn Saft oder
Praparat Yir sich dem Tyrosin gegeniiber sich als aktiv
erweisen, d. . Tyrosinase enthalten.

Bei den zabhlreichen, in dieser Riehtung ausgeliihrten Versuchen
wurde keine einzige Ausnahme von dieser Regel beobachtet. Bel
manchen Siften und Extrakten wird die Wirkung der Tyrosinase durch
die Anwesenheit von reduzierenden oder anderweitigen, niher uicht
untersuchten Stoffen verdeckt. Dies ist besonders der Fall bei Saiten
und Extrakten, welche dem Angriff von Faulnisbakterien ausgesetzt
waren.  Durch Austillen mit Alkohol kénnen aber die hemmenden
Stoffe zum griBten Teil beseitigt werden, und dann kommt die Wir-
lkung der Tyrousinase unzweideutig zum Vorsschein. Mehrere Sifte und
Iixtrakte enthalten phenolartize Substanzen, welche unter der Ein-
wirkung von Peroxydase und Hydroperoxyd sich rotbraun firben.
Auf Zusatz von Tyrosin kaun sogar eine Beschleunigung der Tarb-
stoftbildung beobachtet werden. Dieser Oxydationsprozeld hat aber
mit der Tyrosinase-Wirkung nichts zu tun, denn erstens wird eine
gleiche Beschleunigung auch durch Lssigsiiare oder Milchsiure hervor-
gerufen, und zweitens geht die Oxydation nie bis zur Bildung des
churakteristischen' schwarzen Produkts.

H. Gereinigte, villig neutrale Peroxydase wirkt sowohl
in Anwesenheit wie in Abwesenheit von IIydroperoxyd aut
die Oxydation «des Tyrosins durch gereinigte Tyrosinase
unhbedingt hemmend.

Als Beispiel sollen aus dem Beobachtungsmaterial folgende Zahlen ange-
fithrt werden:

Drei Bechergliser A, B uod € wurden mit je 150 cem heill gesittigter
Tyrosinlosung uwod 20 cem Tyrosinasclosung (0.01 g gereinigte Tyrosinase in
100 cem Wasser) beschickt. Glas A erhielt noch 30 cem Wasser; Glas B
erhielt 2 cem  I-prozentige Ilydvoperoxydlosung, 2 cem  Peroxydaselosung
(\quivalent des zugesetzten Hydroperoxyds) und 26 cem Wasser: Glas € cr-
hiclt 2 cem Peroxydaselosung und 28 cem Wasser. Nach gleichen Zeiten
wurden den Gemischen je 20 cem entvommen, mit gleichen Mengen Katalase-
lisung zur Zerstorung des in B vorhandenen Hydroperoxyds versetzt, mit
Schwefelsiiure, angesiuert und mit 0.002-n. Permanganatlosung bis zur Ent-

farbung titriert.
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Verbrauchte Permauganatlosung in com.
Zeit in Std.: 2 4 S 12 20 32 42 72
A 42 78 123 14T 188 182 182 184
B 11 23 41 - 63 101 142 161 181.
¢ 00 00 0.0 0.0 00 1.9 22 104

Bemerkenswert ist hier die Tatsache, dafl der hemmende Einfluf}
der Peroxydase aul die Wirkung der Tyrosinase durch die Anwesen-
heit von liydroperoxyd verringert wird.

Dall die Tyrosinase-Wirkung durch Zusatz von Peroxydase ge-
hemmt wird, ist bereits von W, Staub?!) bei einigen qualitativen Ver-
suchen beobachtet worden.

III. Enthilt der Pilanzensaft oder das Tyrosinase-Prii-
parat reduzierende oder andere hemmende Stoffe, so tritt
aufZusatz von Peroxydase und Hydroperoxyd eine voriiber-
gehende Beschieunigung der Oxydation ein, dann kommt
aber wiederum der hemmende Einflufl der Peroxydase zum
Vorschein.

Beispicl: Durch Ausfillen eines dilteren, durch Bakterien stark getriibten
Salftes von Russula delica mit Ammoniumsulfat wurde ein Pritparat dar-
gestellt, welches neben Tyrvosinase auch auf die Oxydation des Tyrosins
hiemmend wirkende Stoffc cnthielt.  Yon diesem Priiparat wurden 0.05 g
in 100 cem Wasser gelost: die Lisung wurde fir folgende Verswche ange-
wandt.

In 3 Bechergliser A, B und € wurden je 130 cem heill gesittigte Tyro-
sinlosung und 20 cem Fermentlosung gegeben. B erhielt noch 2 cem 1-pro-
zentige Uydroperoxydlisung, € erhielt 2 cem Hydroperoxydlisung und 2 cem
Peroxydasclisung (\quivnlen!); der Inhalt der 35 Gliser wurde mit Wasser
auf 200 cem gebracht.  Es zeigte sich, dall nach Verlaaf von 2 Stunden dic
Flissigkeit in A noch vollig farblos war, wihrend in B dic Flitssigkeit rosa-
rot und in C tief weinrot war. Nach 4 Stunden war kein Unterschied
zwischen den l'irbungen der drei Flissigkeiten bemerkbar. Nach 8 Stunden
war dagegen die Flassigkeit in A dunkler, als in B, und in letaterer dunkler,
als in C. Die Titration mit Permanganatlosung ergab folgende Zahlen:

Verbrauchte Permanganatlésung in cem.
Zeit in Stunden: 2 3 4 8 20 32
A 0.0 0.2 1.9 8.2 13.7 13.6
B 0.3 1.0 18 6.7 10.1 13.8
C 1.1 1.5 2.1 5.7 8.5 13.2

Aus dizsen Zahlen ist klar ersichtlich, dafl die Beschleunigung
des Oxydationsprozesses wihrend der ersten Stunden nicht auf den
Angriff des Tyrosins durch Peroxydase und Hydroperoxyd, sondern
auf die ZerstSrung von hemmenden Stoffen zurlickzufiihren ist.

1) W. Staub, Nouvelles recherches sur la tyrosinase. Gencve 1908, S. 40.
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In einem Falle wurde in unerwarteter Weise eine Beschleunigung
der Tyrosinasewirkung durch Peroxydase flir sich (ohne Hydroper-
oxydzusatz) beobachtet. Eine viihere Untersuchung ergab, dall die
angewandte Peroxydaselisung sauer reagierte. Bei der Wiederholung
des Versuches mit einer frisch dargestellten, villig neutralen Peroxy-
daseldsung fand, wie frither, eine Hemmung der Tyrosinase-Wirkung
statt. Aundererseits bewirkten Spuren von Milehsiiure oder Essigsiure
eine dhnliche Beschleunigung des Oxydationsprozesses, wie die siiure-
haltige Peroxydase. Die angewandte Tyrosinase-Fraktion zeigte eineun
un gemein hohen Aschegehalt (32.4 9,).

Fat man nun die lirgebnisse vorliegender Untersuchung zu-
sammen, so kommt man zur Schlulifolgerung, dall die Wirkung der
Tyrosinase von der der gewdShnlichen Oxydase, bezw. des Systems
Peroxydase-Hydroperoxyd, vollig verschieden ist. Allem Anschein
vach gehort die Tyrosinase zn einer besonderen Klasse von Oxy-
dationsfermenten, deren oxydierende Wirkung sich aul Kérper mit
weniger labilem Wasserstoil erstreckt.

G eni, Privatlaboratorium.

91. W. Borsche: Uber «-Dinitrophenyl-acetessigester und
verwandte Verbindungen. I.
{Aus dem Allgemeinen Chemischen Tnstitut der Uriversitit Gottingen.)

(Eingegangen am 9. Februar 1901.)

Der «-24-Dinitrophenyl-acetessigsiureiithbylester (I)ist

NO, NO,
/ N /

0. N/ N CH(COLCIR).CO.CTL 0, N/ >-(:11(c()gch5).o~).ce s,
Y / A\

L 1.

zuerst aul Veranlassuug von J. Wislicenus von J, Heckmann
aus Natriumacetessigester und 2.4-Dinitrobrombenzol dargestellt, aber
nur ziemlich fliichtig untersucht worden'). Heckmann beschrinkte
sich darauf, das Verhalten der neuen Verbindung gegen siedende zehn-
prozentige Schwelelsiure, durch die sie in Dinitrophenyl-essigsiure,
Essigsaure und Alkohol gespalten, und gegen alkoholische Kalilauge,
durch die sie in komplizierter Weise zersetzt wird, zu studieren.
Spiiter wird der Ester noch einmal von V. v. Richter erwéhnt. ILr
fand bei einer Wiederholung der IHeckmannschen Versuche, dal}

Y Ann. d. Chem. 220, 128 [1883].





