68. Zur Kenntnis der Mono- und Diamin-oxydase
10. Mitteilung iiber den enzymatischen Abbau von Polyaminen 1}
von E. Albert Zeller.

(2. IV. 41.)

Zur Deutung einiger besonderer Verhiltnisse beim enzymatischen
Abbau von Di- und Polyaminen durch die Diamin-oxydase (DO)
(Eigenhemmung durch iiberoptimale Substratkonzentration, Hem-
mung durch Monoamine und Summationseffekt) wurde in der 7. Mit-
teilung dieser Untersuchungsreihe?) ein Modell dieses Ferments
entwickelt. Dabei wurden einige Ergebnisse vorweggenommen, die
damals nicht austithrlicher dargestellt werden konnten, weil die ent-
sprechenden Versuche nicht in den Rahmen jener Veroffentlichung
hineinpassten. Es handelte sich hauptsichlich um Zusammenhinge
zwischen Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit bei
der enzymatischen Oxydation von asymmetrischen Molekeln wie
Agmatin (4-Aminobutyl-guanidin) und um Hemmungsversuche mit
verschiedenen Imidazolen. Dieses Versdumnis wird nun hier nach-
geholt.

In der ersten ausfiihrlichen Mitteilung iiber die Oxydation
von Diaminen?®) wurde gezeigt, dass der Sauerstoffverbrauch iiber
1 Atom Sauerstoff pro Molekel Substrat hinausgeht. In einer spé-
tern?) wurde die Frage der Beteiligung der Aldehyd-dehydrase
(= Xanthinoxydase) bei dieser Weiteroxydation des primiren Reak-
tionsproduktes der DO diskutiert. Da Harnséiure einen hemmenden
Einfluss auf die Xanthinoxydase ausiibt, untersuchte ich den Ein-
fluss dieser Verbindung auf die Oxydationsgeschwindigkeit von Dia-
minen bei Anwesenheit der DO. Die schon frither von F. J. Philpotd)
mit der Monoamin-oxydase und Harnsiure durchgefiihrten Hem-
mungsversuche wurden wiederholt und erweitert. Die dabei ge-
wonnenen Resultate erlaubten, einen Einblick in den Mechanismus
der beobachteten Reaktionen zu gewinnen.

1. Substratkonzentration und Abbaugeschwindigkeit des
Agmatins.

Wenn die Substratkonzentration der DO stetig erhéht wird, so
nimmt vorerst auch die Abbaugeschwindigkeit zu. Von einer be-

1) 9. Mitteilung: K. A. Zeller, Helv. 24, 117 (1941).

2) 7. Mitteilung: £. 4. Zeller, Helv. 23, 1418 (1940).

3) 2. Mitteilung: E. A. Zeller, Helv. 21, 880 (1938).

4) 6. Mitteilung: E. A. Zeller, R. Stern und 3M. Wenk, Helv. 23, 3 (1940).
) Biochem. J. 3[, 856 (1937).
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stimmten Konzentration an aber wird sie wieder kleiner. Diese Er-
scheinung der Hemmung der DO durch iiberoptimale Substrat-
konzentration, im Folgenden der Einfachheit halber als Eigenhem-
mung bezeichnet, findet sich kaum angedecutet beim Putrescin, etwas
stirker beim Cadaverin, noch deutlicher beim Spermin und sehr
stark beim Histamin'!). Sie kann noch dadurch verstirkt werden,
wenn ein Teil des Ferments durch Hemmungsstoffe blockiert wird:
Summationseffekt (7. Mitteilung, 1. ¢.). Wenn die Vorstellungen iiber
den enzymatischen Abbau von asymmetrischen Molekeln durch die
DO, wie sie weiter unten entwickelt werden, richtig sind, dann muss
Agmatin wie das schon gepriifte Histamin eine sehr ausgeprigte
Eigenhemmung erkennen lassen.

Es gelangten die iiblichen Fermentlosungen aus Schweinenieren-
Trockenpulver zur Verwendung. Als Mass fiir die Reaktionsgeschwin-
digkeit wurde der Sauerstoffverbrauch des Fermentssystems mano-
metrisch in der mehrfach beschriebenen Weise bestimmt (2. und
3. Mitteilung, 1. ¢.). Agmatin wurde als Sulfat (Hoffmann-La Roche
& Co., Basel) den Liésungen zugesetzt. Da die Sulfate einen hemmen-
den Einfluss auf die Histaminase (= Diamin-oxydase) ausiiben?),
wurde mit Hilfe von Natriumsulfat die molare Sulfatkonzentration
in allen Ansitzen gleich gross gemacht,

Tabelle 1.

(Nr. W 268)
Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration des Agmatins.
Trockenpulver mit der sechsfachen Menge 2V5-proz. Kochsalzlosung extrahiert, die
Losung 2 Tage gegen Phosphatpuffer pg 7.2 dialysiert. Pro Ansatz wurden 3,4 em?
dieser Losung verwendet und das Volumen auf 4,0 cry® erganzt. Zusatz von 1 Tropfen
Octylalkohol, Sauerstoffatmosphire. Molare Konzentration des Sulfations 0,016-m.

Molare
Konzentration )
von Agmatin 11 Minuten | 21 Minuten | 31 Minuten

Zahl der verbrauchten mm® O, nach

i

0,00025 5,6 NS4 10,3
0,0005 7.1 15.6 23.0
0,001 8.3 142 22.8
0,002 8.1 123 18,7
0,008 5.1 8.8 15,7
0,016 3.6 7.0 12,9

Aus Tabelle 1 geht hervor, dass eine Konzentration von 0,0005
bis 0,001-m. schon optimal ist. Tiir Histamin fand sich seinerzeit
mit einer gleichartigen Versuchsanordnung eine optimale Konzentra-
tion von 0,001-m. (4. Mitteilung, 1. ¢.). Mehrere Wiederholungen mit
5. Nehiir und S, Staehlin, Helv. 22, 837 (1939).

%y C. H. Best und F. W. McHenry, J. Physiol. 70, 349 (1930).



— 541 —

stdrkerer Unterteilung des entscheidenden Konzentrationsbereiches
fithrten zum gleichen Ergebnis, ebenfalls der Ersatz des Extraktes
aus getrockneter durch einen aus frischer Schweineniere (Nieren-
Rinde), dessen Herstellung frither beschrieben worden ist!).

Tabelle 2.
(Nr. W 276)
Agmatinkonzentration und Abbaugeschwindigkeit bei Anwesenheit frischer Schweine-
niere. Frische Schweinenierenrinde mit der fiinffachen Menge 2V5-proz. Kochsalzlosung
verricben und extrahiert, molare Konzentration des Sulfations 0,008-m. Die Ansitze
im tibrigen sonst gleich wie beim Versuch Tabelle 1. Die (sehr geringen) Leerwerte sub-
trahiert.

Molare Zahl der verbrauchten
Konzentration mm? O, nach
von Agmatin 7 Minuten j 15 Minuten

=
|

0,0005 : 11,8 | 21,6

0,001 ‘ 7.9 17,9
0,002 5,9 15,7
0,004 5.1 10,7

|

Die Resultate der eben beschriebenen Experimente geben die
Erklirung, warum nach K. Felixz und K. Zorn?) das Ferment, das
Putrescin und Cadaverin ,,leicht oxydiert‘, Agmatin aber nur ,,sehr
schwer‘* abbaut, wihrend in der 2. Mitteilung dieser Untersuchungs-
reihe (l. c.) filr Agmatin eine grossere oder ungefihr gleich grosse
Desaminierungsgeschwindigkeit wie fiir Cadaverin gefunden wurde.
Beide Versuchsanordnungen stimmen weitgehend miteinander tiiber-
ein. Im erstern Fall aber wurde e¢ine Substratkonzentration von un-
gefihr 0,01-m. verwendet, bei der die Kigenhemmung beim Agmatin
im Gegensatz zu Putrescin und Cadaverin schon sehr stark aus-
geprigt ist, im letztern eine Konzentration von 0,001—0,002-m., die
nicht weit vom Optimum entfernt liegt.

Es sei hier auf eine Schwierigkeit hingewiesen, die bei solchen
Versuchen auftritt, bei denen mit derart geringen Substratkonzentra-
tionen gearbeitet werden muss. Da die ersten Ablesungen erst einige
Minuten nach Beginn gemacht werden konnen, so ist bei den kleinsten
Konzentrationen schon ein wesentlicher Teil des Substrats verbraucht
und damit die Umsatzgeschwindigkeit verringert worden. Bei den
Substratmengen, die iiber dem Optimum liegen, bewirkt die Kon-
zentrationsabnahme umgekehrt eine Reaktionsbeschleunigung. Die
oben festgestellte optimale Agmatinkonzentration ist somit als oberer
Grenzwert zu betrachten. Diese Ungenauigkeit kann im allgemeinen
auch nicht dadurch verbessert werden, dass man die Oxydation einer

1y 5. Mitteilung: E. 4. Zeller, H. Birkhduser, H. Mislin und M. Wenk, Helv. 22,
1381 (1939). ?) 7. physiol. Ch. 258, 16 (1939).
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itberoptimalen Substratmenge verfolgt, wobei die Tangente der Kurve
des Sauerstoffverzehrs die Reaktionsgeschwindigkeit bei der jeweilig
noch vorhandenen Substratkonzentration angeben wiirde. Hier
macht sich schon nach wenigen Minuten der zusitzliche Sauerstoff-
verbrauch, der mit der 2. Oxydationsstufc verbunden ist, bemerkbar
(4. und 7. Mitteilung, I ¢.).

2, Hemmung der Diamin-oxydase duveh Imidazol und
Imidazol-Korper.

So wie das DO-Modell eine Voraussage von der grossen Affinitidt
zwischen DO und Guanidinkorper!) auf eine stark ausgeprigte
Eigenhemmung erlaubte, so sollte umgekehrt aus der Grosse der
Eigenhemmung des Histamins anf eine grosse Affinitit zwischen
der DO und dem Imidazol geschlossen werden konnen. Zur Veri-
fizierung dieser Annahme wurden Versuche in der Weise durch-
gefithrt, dass dem System DO + Cadaverin Imidazol zugesetzt wurde.
Je hoher die Affinitdt DO-Imidazol ist, umso stirker verdringt das
letztere das Cadaverin vom Ferment, ohne natiirlich selber durch
die DO abgebaut werden zu konnen, und desto griosser wird demnach
die Hemmung des Cadaverinabbaues sein. Ausser dem Grundkoérper
Imidazol wurden noch weitere Imidazolderivate in dieser Hinsicht
gepriift, darunter vor allem Imidazolyl-essigsidure, die das wahr-
scheinliche Reaktionsprodukt der 2. Oxydationsstufe des enzyma-
tischen Histaminabbaues darstellt, und schliesslich als ein Sechserring
mit 2 Stickstoffatomen Piperazin.

100

50

e

30 60
Fig. 1.

(Nr. W 319)
Beeinflussung des enzymatischen Cadaverinabbaues durch Imidazolkérper und Piperazin.
2 cm? Fermentlosung, die wie in Versuch Tabelle 1 und 2 hergestellt wurde, auf 3 em?
mit Phosphatpuffer pg 7,2 aufgefiillt. Alle Substrate in dem gleichen Puffer gelost,
allenfalls auftretende pg-Verschiebungen mit primidrem resp. sekundarem Phosphat
korrigiert. Cadaverin-dichlorhydrat 0,0033-m.., Imidazol, Imidazolyl-essigsiure und
Piperazin 0,01-m. Ubrige Versuchsbedingungen wic bei den Versuchen Tabelle 1 und 2.
Versuchsanordnung: 1: Fermentlosung (FL) allein, 2: FL+ Imidazol, 3: FL + Imidazolyl-

1) £ A. Zeller, Naturwiss. 26, 578 (1938): 3. Mitteilung. L. c.; H. Blasctko, J.
Physiol. 95, 3P (1939).
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essigsiure, 4: FL+ Piperazin, 5: FL+ Cadaverin (Cd), 6: FL+ Cd+ Imidazol, 7: FL+
Cd + Imidazolyl-essigsdure, 8: FL+ Cd+ Piperazin. Der Sauerstoffverbrauch der An-
sitze 1-—4 und 6 ist so gering, dass die Kurven mit der Abszisse zusammenfallen.

Bei einem Verhiltnis der Konzentrationen des Cadaverins zu
der des Imidazols von 1:3 vermag das letztere den Abbau des Ca-
daverins in der angegebenen Zeit vollstindig zu unterdriicken, des-
gleichen bei einem Verhéiltnis von 1:1, bei dem nach 1 Stunde nur
eine Spur Abbau gefunden wurde (Nr. W 318). Irst bei dem Ver-
héltnis von 3:1 wird der Sauerstoffverbrauch deutlich und betrigt
nach 1 Stunde 159, des Ansatzes ohne Imidazol (Nr. W 319).

Imidazolyl-essigsdure hemmt sehr viel weniger als die gleiche
molare Konzentration von Imidazol. Die Hemmung nimmt im Ver-
laufe von einer Stunde ab, um schliesslich in eine Forderung der
Sauerstoffanfnahme iiberzugehen. Piperazin dagegen zeigt wihrend
22 Stunden eine stidndig gleich bleibende Hemmung von rund 25 %,.
Piperazin selber wird nicht oder in nicht messbarer Weise oxydiert,
womit neben dem Vitamin B, (4. Mitteilung, 1. ¢.) ein zweites Diamin
bekannt geworden ist, das wohl von der DO gebunden, aber von dieser
nicht abgebaut werden kann.

Diese Versuche wurden mit der neuen, in der 8. Mitteilung dieser
Untersuchungsreihe beschriebenen Methode der oxydativen Ent-
farbung von Indigo-disulfonat!) wiederholt und erweitert. Das Prin-
zip der Methode ist das Folgende: Im System Diamin + DO + Sauer-
stoff wird ein Peroxyd gebildet, das mittels eines peroxydatisch
wirkenden Stoffes verschiedene leicht oxydable Kérper wie Athanol,
Brenztraubensiure?), Himoglobin (2. Mitteilung, 1. ¢.), Harnsdure
(vgl. Abschnitt 3) und schliesslich auch Indigo-disulfonat oxydiert.

Ausser den schon genannten Imidazolkérpern wurden noch
Imidazolyl-milchsdure und Imidazolyl-alanin (Histidin) verwendet.
Auch bei dieser Versuchsanordnung zeigte es sich, dass das Imidazol
eine Sonderstellung einnimmt. Wenn in den Ansitzen mit Imidazol-
korpern trotz der Anwesenheit dieser letztern schon alles Indigo-
disulfonat entfirbt worden war, blieb die blaue Farbe des Ansatzes
Cadaverin + Imidazol noch fast vollig erhalten, selbst bei einem Kon-
zentrationsverhiltnis Cadaverin/Imidazol von 2:1 (Nr. J 147). Die
Menge des noch {ibrig bleibenden Indigo-disulfonats kann nach Ent-
eiweissung der Fermentlosungen mit dem gleichen Volumen 10-proz.
Trichloressigsiure in einfacher Weise im Stufenphotometer ermittelt
werden. Das Resultat eines solchen Versuches ist in der Tabelle 3
dargestellt worden.

1y 8. Mitteilung: E. A. Zeller, Helv. 23, 1502 (1940); vorlaufige Mitteilung: Na-
turwiss. 28, 712 (1940).
2) Unverdifentlichte Versuche.
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Tabelle 3.

(Nr. J 146)
Beeinflussung des enzymatischen Cadaverinabbaues durch Imidazolkérper. 2 cm?® Fer-
mentlosung, die wie in den Versuchen Tabelle 1 und 2 hergestelit worden war, auf 3 cm?®
aufgefiillt. 0,2 mg Indigo-disulfonat, 1 Tropfen prim. Octylalkohol, Durchleiten von
Sauerstoff durch die Reagensgliser, die bei 38° 21}, Stunden inkubiert werden. Ent-
eiweissung mit Trichloressigsiure. Filtrat mit Kiuvette 1 ¢m Schichtdicke und Filter
S 61 im Stufenphotometer gemessen. Konzentration des Cadaverins 0,0033-m., die der

Imidazolkérper 0,0067-m.

Entfirbung
Ansitze Extinktion | des Indigo
in 9
FL .. ... ... ... 0,387
FL+Imidazol . . . . . . . . . . 0,387
FL+T-essigsdure. . . . . . . . . 0.387
FL+ I-milchsfure . . . . . . . . 0,387
FL+Histidin . . . . . . . . . . 0,377
FL+Cadaverin . . . . . . . .. 0,208 9
FL+Cd + Imidazol . . . . . . . 0,372 8
FL+ Cd+ I-essigsdure . . . . . . 0,187 100
FL+ Cd+ I-milchsdure . . . . . . 0,244 72
FL+Cd+ Histidin . . . . . . . . 0,215 86

Aus der vorstehenden Tabelle geht hervor, dass alle aufgezihlten
Imidazolkérper auch durch eine sehr aktive DO nicht oxydiert wer-
den. Damit sind die Resultate von FE. Gebauer-Fuelneqg und H. L.
AltY), die mit Histaminase (= Diamin-oxydase) keine Oxydation von
Imidazolyl-aldehyd, -propionsdure, -milchsdure und Histidin er-
zielten, bestitigt und durch Imidazol und Imidazolyl-essigsiure
erganzt worden.

Von einer gewissen Bedeutung fiir die Kenntnis der Reaktion
zwischen der DO und ihren Substraten und fiir die Frage der Re-
versibilitit der DO (vgl. 7. Mitteilung, 1. c¢.) ist der Einfluss der
seitenkettenstindigen Carboxylgruppe auf die Hemmung des Ca-
daverinabbaues durch Imidazolkorper. Offenbar vermindert die ne-
gative Gruppe die Affinitit zwischen der DO und dem Imidazolring.
Imidazolyl-essigsdure, die wahrscheinlich ein Produkt des enzyma-
tischen Abbaues von Histamin durch die DO darstellt, in dem der
primar gebildete Aldehyd durch die weitere Oxydation in die ent-
sprechende S#iure iibergeht, kann nur einen sehr kleinen Teil des
Ferments durch Blockierung ausschalten.

In adhnlicher Weise, wie die DO, wird auch die Histidase durch
Imidazolkorper gehemmt?2). Auch bei diesem Ferment besitzt Imidazol
den starksten Einfluss, wenn auch der Unterschied zu den iibrigen
Imidazolen nicht so gross ist wie der hei DO.

1) Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 29, 531 (1932).
2y S. Edlbacher, H. Baur und M. Becker, Z. physiol. Ch. 265, 61 (1940).
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3. Einfluss der Harnsidure auf den enzymatischen Abbau
von Diaminen.

Da Harnsdure als Imidazolderivat aufgefasst werden kann, sollte
sie die DO hemmend beeinflussen. Das ist, wie der Versuch Tabelle 4
zeigt, auch wirklich der Ifall. Die Hemmung nimmt im Verlaufe der
Reaktion ab, um bei grossern Substratkonzentrationen bald in eine
Beschleunigung des Sauerstoffverzehrs umzuschlagen. Erwartungs-
gemiss ist Ausschaltung der DO nicht sehr stark, weil auch hier
negativ geladene Gruppen die Affinitit der Harnsiure zur DO herab-
setzen. Harnsidure wird durch die angewandte Fermentlosung hoch-
stens spurenweise oxydiert, so dass der Mehrverbrauch von Sauerstoff
bei der hohern Histaminkonzentration auf eine sekundire Oxydation
der Harnsiure durch das bei der Reaktion sich bildende Peroxyd (vgl.
vorangehender Abschnitt) zuriickzufiithren ist. Als ein Ergebnis dieses
in vitro-Versuches erhebt sich die Moglichkeit, dass auch ein Or-
ganismus, der keine spezielle Urico-oxydase besitzt, wie es fir den
Menschen allgemein bekannt ist, trotzdem Harnsdure abbauen kann.

Tabelle 4.
(Nr. W 282)

Beeinflussung des enzymatischen Histaminabbaues durch Harnsiure.
Nierentrockenpulver mit der fiinffachen Menge Kochsalzlosung extrahiert. 3 cm?® Fer-
mentlosung auf das Volumen 4 cm?® aufgefillt. Pro Ansatz 5,2 mg Harnsiure (HS).
Die tubrigen Versuchsbedingungen dieselben wie bei den vorangehenden Versuchen.

Minuten J Verbrauchte mm?® O,
nach E Leerversuche Hist. 0,0005-m. Hist. 0,001-m.
Versuchs- | R A B -
beginn ] ohne HS ]‘ mit HS | ohne HS | mit HS | ohne HS | mit HS
e e T e
10 L 0,5 22,5 14,5 30,5 | 25
20 I 1,5 4,5 26,5 23,5 45 ] 66
30 ! + 2%) 6,5 29 26 47 80,5
40 ‘ +1,5%) 7 30.5 26,5 48,5 1, 91

Druckabnahme.

Beim enzymatischen Abbau von Cadaverin traten die gleichen
Erscheinungen auf, dass bei kleinerer Substratkonzentration eine
Hemmung, bei grosserer eine Erhohung des Sauerstoffverbrauchs
durch Harnséurezusatz bewirkt wurde.

4. Kinfluss der Harnsidure auf den enzymatischen Abbau
von Tyramin.

Die im vorangehenden Abschnitt beschriebene Hemmung der
DO durch Harnsdure ist wohl am einfachsten als Konkurrenzphino-
men zwischen der Harnsidure (= Imidazolderivat) und den Diaminen
zu interpretieren. Der Einfluss der Harnsdure ist verhiltnisméssig

35
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gering und bei weitem nicht mit der starken Hemmung der Ty-
raminase (Monoamin-oxydase) durch Harnsdure, wie sie von F. J.
Philpot gefunden worden war (L ¢.), zu vergleichen. Damit schien
ein Unterscheidungsmerkmal zwischen den beiden Amin-oxydasen
gefunden worden zu sein. Aus diesem Grunde wurden die zitierten
Versuche wiederholt. Die Ergebnisse bestitigten die frithern Befunde.
So verbrauchte das System Rattenleberextrakt - Tyramin &9 mm?
Sauerstoff, Extrakt -+ Harnsdure 66 mm?3, Extrakt -- Harnsdure -
Tyramin nur 100 mm?3 (Nr. W 286). Bei einem derartigen Resultat
ist aber keine Entscheidung maoglich, ob Harnsiure den Tyramin-
abbau oder Tyramin den Harnsdureabbau hemmt, oder ob es gar
nicht die Ausgangskorper sind, sondern erst die Abbauprodukte, die
einen Einfluss ausiiben. Zur Klirung dieser Frage wurde anstelle
von Rattenleber Menschenleber verweudet!), da diese bekanntlich
keine Urico-oxydase enthiilt. Als Beispiel ist ein solcher Versuch in
der Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5.
(Nr. W 294)

Oxydation von Tyramin durch Menschenleber in Gegenwart von Harnsdure.
Menschenleber unmittelbar nach der Sektion in iiblicher Weise zerkleinert, extrahiert
und dialysiert (vgl. 5. Mitteilung, 1. c.). 2 em? Fermentlosung auf 3 em? aufgefullt. Tyra-

amin 0,0083-m., Harnsdure 0,008-n1.

Minuten Verbrauchte mm? O,
nach o
Versuchs- . | . FL | FL+HS

beginn FL I FL+HS Tvramm ‘\ + '1 yramin

10 0 f 0 40 48

20 1 ‘ 0 i 97 104

30 2 | 0 ! 148 153

50 6 | 4 273 289

215 s | 14 406 426

Trotzdem die Harnsdurekonzentration gegenither den DO-
Versuchen erhoht worden war, fand keine merkliche Veriinderung
durch den Harnsdurezusatz statt. Es ist also nicht die Harnsdure
selber, die fiir den angegebenen Effckf beim Tyraminabbau mit
Rattenleber verantwortlich ist, soudern der enzymatische Harn-
siiureabbau.

Diskussion der Irgebnisse.

Die Krgebnisse der Versuche dicser Arbeit ermoglichen eine
genduere Vorstellung von der Reaktion zwischen der DO und ihren

1 Fiir dio Uberlassung des Sektionsmaterials bin ich Herrn Prof. Dr. 4. Werlhe
mann, Direktor des pathologisch-anatomischen Institutes der Universitit Bagel, sehr zu
Dank verpflichtet.
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Substraten. Die dabei sich abspielenden Vorginge sind kurz die
folgenden:

Nach dem friither entwickelten Modell der DO (7. Mitteilung, 1. ¢.)
tritt eine doppelte Bindung zwischen dem Ferment und seinem
Substrat ein. Zunehmende Substratkonzentration fithrt dazu, dass
die beiden fiir die Bindung verantwortlichen Gruppen des Ferments
(F und ¥’) sich mit 2 entsprechenden Gruppen des Substrats (S und
S’) verkniipfen, die nicht einer, sondern 2 Substratmolekeln ange-
horen. Eine teilweise Blockierung des Ferments durch einen Hem-
mungsstoff verstirkt diese Erseheinung (Summationseifekt). Die
Substrate hemmen also in zunehmendem Masse ihren eigenen Abbau.
Wihrend diese Eigenhemmung bei Substraten mit 2 einfachen Amino-
gruppen, wie Putrescin und Cadaverin, verhiiltnismissig wenig stark
ausgebildet ist, ist sie besonders bei denen stark ausgepriagt, die an
Stelle der einen Aminogruppe einen Imidazolring oder eine Guanidin-
gruppe tragen (Histamin und Agmatin).

Das kennzeichnende und unterscheidende Merkmal beider Arten
von Substraten ist der Unterschied in der Grosse der Affinititen
der beiden reagierenden Gruppen. Aus der geringen hemmenden
Wirkung der primiren Amine Amyl- und Methylamin auf den Di-
aminabbau (8. Mitteilung, 1. ¢.) kann auf eine geringe Affinitit der
priméren Aminogruppe, aus der starken Wirkung von Imidazol und
Guanidin und Guanidinderivaten auf eine grosse Affinitdt der be-
treffenden Atomgruppierungen gesclilossen werden.

Die Bindung zwischen Ferment und Substrat ldsst sich in zwei
Phasen zerlegen. Beim Cadaverin tritt in der Phase @ die eine Amino-
gruppe (S) mit einer Fermentgruppe (F) in Verbindung. In der Phase b
klappt die Molekel herunter, so dass auch die 2. Aminogruppe (8')
mit der 2. Haftstelle (F') verkniipft wird. Mit 8’ konkurriert aber
die Aminogruppe einer 2. Molekel Substrat um die Gruppe F’, und
das umso mehr, je grosser die Cadaverinkonzentration ist. Die beiden
konkurrierenden Aminogruppen sind in bezug auf die Affinitit zu
der zu besetzenden Gruppe ungefihr gleichwertig. Beim Agmatin
dagegen wird schon in der Phase a die eine Gruppe, der Guanidinrest,
wegen seiner grossern Affinitat gegeniiber der priméiren Aminogruppe
bevorzugt an I gebunden. In der Phase b konkurriert die noch haupt-
siachlich freie Aminogruppe der ersten Molekel nicht nur mit Amino-
gruppen anderer Molekel um F', sondern besonders auch mit den
freien Guanidinresten derselben. Die Konkurrenz ist in diesem Fall
wegen des Unterschiedes der Affinititen eine sehr viel grossere als
fiir den Fall des Cadaverins, was zur Ifolge hat, dass schon bei ge-
ringeren Konzentrationen von einer Fermentmolekel 2 Substrat-
molekel gebunden werden, und die KEigenhemmung stirker zum
Ausdruck kommt. Diese Uberlegungen gelten im gleichen Mass auch
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tiir den Histaminabbau. Diesem Reaktionsschema liegt die Annahme
zugrunde, dass S und 8’ sowohl mit F wie mit ¥’ reagicren konnen.

Zur Entscheidung der Frage, ob bei dem Verbrauch des zweiten
Atoms Sauerstoff pro Molekel Substrat die Xanthin-oxydase beteiligt
sei, ist der Zusatz von Harnsiure zu den DO-Ansitzen ungeeignet.
Rinerseits kann Harnsiure als Imidazolderivat in Konkurrenz mit
dem Substrat treten, und anderseits kann sie durch das entstehende
Peroxyd oxydiert werden, was einen Mehrverbrauch an Sanerstoff
bedingt. Ob daneben noch eine Beeinfliissung der Xanthin-oxydase
mitspielt, ist unter diesen Umstidnden schwer zu beurteilen.

P.J. G. Mann und J. H. Quastel’) hatten festgestellt, dass die
Hemmung der Gehirnatmung durch Tyramin nicht auf diesen Stoff
zuriickzufithren ist, sondern auf die enzymatischen Abbauprodukte
des Tyramins. In dhnlicher Weise kann die gegenseitige Oxydations-
hemmung des Tyramin- und Harnsiureabbaues in der Rattenleber
gedeutet werden, da aus dem Versuch mit Menschenleber eindeutig
hervorgeht, dass jedenfalls Harnsiure selber nicht die von F. J.
Philpot beschriebene Wirkung auf den Tyraminabbau bewirkt.

Zusammenfassung.

1. Beim Agmatin tritt bei der iiblichen Versuchsanordnung bei
kleineren Konzentrationen als bei allen bisher untersuchten Sub-
straten der DO eine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit wegen
iiberoptimaler Substratkonzentration auf.

2. Imidazol iibt einen sehr starken, die Imidazolderivate Imid-
azolyl-essigsdure, -milchsiure, Histidin und Harnsiure einen wesent-
lich schwiicheren hemmenden Einfluss auf den enzymatischen Abbau
der Diamine aus.

3. Das ringtéormige Diamin Piperazin wird von der DO wohl
gebunden, aber nicht abgebaut.

4. Harnsiure kann durch das beim enzymatischen Abbau von
Diaminen entstehende Peroxyd oxydiert werden.

5. Harnsdure hemmt den enzymatischen Abban von Mono-
aminen nur dann, wenn sie gleichzeitig durch die Urico-oxydase
angegriffen wird.

Ich danke Frl. M. Gerber und Frl. 4. Biithe fir fleissige Hilfe bei der Durchfithrung
der Versuche.

Physiologisch-chemisches Institut der Universitit Basel.

1) Biochem. J. 34, 414 (1940).



