— 1831 —

werden, welcher den Beweis zu fiihren versucht, dass die Eiweiss-Synthese sich haupt-
sichlich in der Zellkernsubstanz abspielt. Da Aminosaure-Synthese und Aminosgure-
Abbau in innigster Weise miteinander verkniipft sein werden, erscheint es vom physiolo-
gischen Standpunkt sehr wahrscheinlich, dass bestimmte Zellbezirke in den verschie-
denen Organen in dhnlicher Weise funktionieren.

Wir méchten endlich nochmals hervorheben, dass diese Untersuchungen mit den
urspriinglichen Beobachtungen von Weil-Malherbe (1. c.) nicht in Widerspruch stehen,
sondern diese durch eine andere Versuchstechnik erweitern.

Frl. Frieda Nebiker hat bei den Versuchen wertvolle Hilfe geleistet.

Basel, Physiologisch-chemisches Institut der Universitit.

217. Zur Kenntnis des Abbaues der Aminosiuren
im tierischen Organismus.
5. Die antipodische Hemmung des Aminosdure-Abbaues
von S. Edlbacher und 0. Wiss.
(25. X. 44.)

Als ,,antipodische Hemmung‘‘ bezeichnen wir bekanntlich die
Erscheinung, dass der enzymatische Abbau einer optisch aktiven
Substanz durch die Gegenwart des optischen Antipoden gehemmt
wird. Es wurde dieses Verhalten von einem von uns (E.) am Bei-
spiele der Histidase!) gezeigt. Auch F. Bamann?) hat solche Ver-
hiltnisse bei den Organproteasen entdeckt. Er konnte zeigen, dass
bei Versuchen mit d,!l-Leucylglycin die d-Peptidspaltung durch das
entstehende [-Leucin blockiert wird?). Gemeinsam mit H. Baur?)
haben wir auch {iber Versuche mit Peptidasen berichtet, die darauf
hinweisen, dass die I-Leucylglycinspaltung antipodisch durch das
d-Peptid gehemmt wird. FEine Beeinflussung der d-Alanin-oxydase
durch {-Alanin ist unter den damals gewidhlten Versuchsbedingungen
nicht erwiesen worden. In den beiden Mitteilungen iiber den Abbau
der Aminosiduren im Gehirn®) haben wir nun dieses Problem weiter
verfolgt und konnten zeigen, dass sich auch der oxydative Abbau der
Aminosiduren durch die Enzyme des Gehirnes antipodisch hemmen
lasst. Wie zu erwarten war, wird diese Hemmung weitgehend durch
die Konzentrationsverhiltnisse der Reaktionspartner beeinflusst. So
ist z. B. die Hemmung des I-Glutaminséure-Abbaues nur bei hohen
Substratkonzentrationen unter Messung des Sauerstoffverbrauches
Z. physiol. Ch. 265, 61 (1940).

Bioch. Z. 310, 119 (1941) und 310, 302 (1941).
Naturwiss. 29, 515 (1941).

Z. physiol. Ch. 270, 176 (1941).
Helv. 27, 1060 und 1824 (1944).
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zu beobachten. In den genannten Mitteilungen brachten wir weitere
Beispiele iiber die antipodische Hemmung zwischen den folgenden
Aminosiuren beim oxydativen Abbau durch Gehirnenzyme:

[-Alanin und d-Alanin,

[-Valin und d-Valin,

{-Glutaminsiure und d-Alanin,

I-Leucin und d-Leucin,

{-Isoleucin und d-Isoleucin,

I-Phenylalanin und’ d-Phenylalanin,

[-Histidin und d-Histidin.

In der vorliegenden Mitteilung teilen wir neue Versuche mit,
welche zeigen, dass das Phinomen der antipodischen Hemmung des
oxydativen Aminosdure-Abbaus sich auch bei Verwendung von
Leber- und Nierengewebe beobachten lasst. Fiir die Auswahl der
einzelnen Aminosduren war dabei der folgende Gesiehtspunkt mass-
gebend: Beim Abbau der Monoamino-di-carbonsiduren unter Ver-
wendung von nativen und ungereinigten Enzympréiparaten findet
eine weitergehende Umsetzung des gebildeten Ammoniaks statt.
Daher kann diese Ammoniakbildung nicht zur Messung der Abbau-
grosse verwendet werden. Es wurden daher die Untersuchungen auf
Monoamino-mono-carbonsiuren beschrinkt. Bei dieser Gruppe
von Aminosiduren dominiert nun der Abbau der unnatiirlichen d-For-
men iiber den der natiirlichen I-Antipoden sehr stark. Es wurde
daher die hemmende Wirkung der I-Formen auf den Abbau der
d-Formen untersucht. Die Abbauwerte der natiirlichen I-Formen
sind unter den gewihltenVersuchsbedingungen viel kleiner als der
hemmende Effekt auf den Abbau der d-Formen. Sie betragen nur
ungefihr den zehnten Teil des letzteren, sodass sich die Hemmung
also deutlich auswirken konnte.

Wie im experimentellen Teil gezeigt wird, liess sich die anti-
podische Hemmung bei Wahl von geeigneten Konzentrationen in
allen untersuchten Fillen beweisen. In den Tabellen Nr. 1 und 2
sind die Verhiltnisse bei Verwendung von Alanin, Valin, Leucin,
Isoleucin, Phenylalanin, Histidin beim Abbau durch Ratten-Nieren
und Ratten-Leber wiedergegeben. Bei wesentlich grésseren Um-
sdtzen als im Gehirn zeigen sie sehr eindrucksvoll die antipodische
Hemmung.

In Fortsetzung dieser Untersuchungen wurden neue Versuche
durchgefiihrt, bei denen der Abbau einer d-Aminoséure in fallenden
Konzentrationen durch eine bestimmte Konzentration einer I-Amino-
sdure gehemmt wurde. In Tabelle 3 ist ein solcher Versuch wieder-
gegeben, der das Paar d-Alanin—I-Phenylalanin betrifft. Man sieht
aus den Zahlen, dass sowohl inbezug auf den Sauerstoffverbrauch,
als auch auf die Ammoniakbildung sich der hemmende Zusatz von
l-Phenylalanin sehr eindrucksvoll darstellen lisst.
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Durehfiihrung der Versuehe.

Die Messung des Sauerstoffverbrauches und die Ammoniakbildung sowie die Her-
stellung des Hackbreies wurde in den fritheren Mitteilungen beschrieben. Zur Bereitung
der Extrakte wurden die Organe 10 Minuten lang mit feinem Seesand im Mérser ver-
rieben. Dieser Brei wurde mit der sechsfachen Menge Phosphatpuffer (pg = 7,0 von 38°),
bezogen auf das Organgewicht, einige Minuten extrahiert und abzentrifugiert. Pro
Ansatz wurde 1 cm?® verwendet und das Volumen mit Puffer bzw. Aminosdurelésung
auf 3 cm? gebracht. Die angegebenen Aminosiurekonzentrationen beziehen sich auf die

Tabelle 1.
Antipodische Hemmung der Aminosduren in Ratten-Nierenhackbrei.
Gesamtfliissigkeits-Volumen = 3 cm3.
Versuchsdauer betrug immer 1 Stunde.

O,-Ver- Am- Ammoniak-
s Hack-| O,-Ver- braxuqh moniak- Bilc%qu
Aminosdure Mol. | brei | brauch abziiglich Bildun abztiglich
Leeratmung € [ Leerwert
cm? mm?3 mm? Y 3
— — 0,5 264 — 44 —
{-Alanin . . . .| m/10]| 0,5 130 -84 42 -2
d-Alanin . . . .[m/10| 0,5 | 1473 1209 1810 1766
{-Alanin+ . . .| m/10
d-Alanin . . . .| m/10| 0,5 | 1387 1123 1828 1784
e — 0,5 285 — 35 —
I-Valin . . . . .|m/10| 0,5 221 — 64 58 23
d-Valin. . . . .|m/l0| 0,5 703 418 975 940
{-Valin+ . . . .| m/10
d-Valin. . . . .|m/10| 0,5 668 383 862 827
— — 0,5 394 - 50 —
!-Leucin . . . .|m/l1| 0,5 304 -90 92 42
d-Leucin . . . .|m/15] 0,5 486 92 950 900
i-Leucin+ . . .| m/11
d-Leucin . . . .| m/15 0,5 475 81 489 439
— — 0,5 415 — 36 —
{-Isoleuein . . .| m/10| 0,5 346 - 69 94 58
d-Isoleucin . . .| m/10| 0,5 695 280 800 764
I-Isoleucin+ . .| m/10
d-Isoleucin . . .| m/10| 0,5 598 183 624 588
— — 0,5 379 — 47 —
[-Phenylalanin .| m/12 | 0,5 212 - 167 89 42
d-Phenylalanin .| m/20 | 0,5 368 189 1022 975
I-Phenylalanin+ | m/12
d-Phenylalanin .| m/20 | 0,5 475 96 818 771
— — | 03 251 — 30 -
I-Histidin. . . .| m/5 0,5 153 - 98 28 -2
d-Histidin. . . .| m/10| 0,5 332 81 208 268
I-Histidin+ . . .| m/5
d-Histidin. . . .| m/10| 0,5 225 - 26 164 136
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Endkonzentration des Ansatzes. Die Versuchsdauer betrug je nach der Intensitat des
Abbaues eine halbe oder eine Stunde. Sie wurde so kurz gewahlt, damit sich die Messung
bei konstanter Reaktionsgeschwindigkeit abschliessen liess. Das in mm3 gemessene
Sauerstoff-Ammoniak-Verhaltnis erreicht nicht genau den theoretischen Wert von 1:2,
sondern ist zugunsten des Ammoniaks verschoben. Diese relativ erhéhten Ammoniak-
werte erkliren sich durch die Tatsache, dass die Aminosauren gleich zu Beginn des Ver-
suches zugegeben wurden und nicht erst nach der Temperaturausgleichsperiode, d. h. zu
Beginn der Sauerstoffmessung in den Hauptraum der Gefisse eingekippt wurden. Nach
Beendigung der Sauerstoffmessung verstrich wiederum geraume Zeit, bis das Enzym in’
den Conway-Gefdssen durch Zusatz von Lauge inaktiviert wurde.

Tabelle 2.
Antipodische Hemmung der Aminosduren in Ratten-Leberhackbrei.
Gesamtfliissigkeits-Volumen = 3 cm?3.
Versuchsdauer betrug immer 1 Stunde.

0O,-Ver- Am- Ammoniak-
- Hack- [ O-;Ver- brstuc}x moniak- Bil(%upg
Aminosiduren Mol. | prei | brauen | _abziiglich Bildune abziiglich
Leeratmung Mg | Leerwert
cm?® mm? mm? ¥ p
— — 0,5 — — 21 —
l-Alanin . . . .| m/10| 0,5 — — 29 8
d-Alanin . . . .|{m/10| 0,5 — — 183 462
l-Alanin+ . . .| m/10
d-Alanin . . . .|m/10 | 0,5 — — 438 417
— — 0,5 — — 11 —
I-Valin . . . . .| m/10| 0,5 — — 18 7
d-Valin. . . . .| m/10]| 05 — — 177 168
[-Valin+ . . . .| m/10
d-Valin. . . . .| m/10 0,5 — —_ 151 140
— —_ 0,5 81 — 18 -
I-Leucin . . . .[m/l11: 0,5 77 -4 27 9
d-Leucin . . . .|Im/l15| 0,5 131 50 105 &7
l-Leucin+ . . .| m/11
d-Leucin . . . .| m/15| 0,5 102 21 85 67
— — 0,5 95 — 20 -
l-Isoleucin . . .| m/10 | 0,5 96 1 29 9
d-Isoleucin . . .| m/10 | 0,5 141 46 100 80
l-Isoleucin+ . .| m/10
d-Isoleucin . . .| m/10 0,5 124 29 81 61
— — 0,5 39 — 19 —
[-Phenylalanin . | m/12 0,5 50 11 69 50
d-Phenylalanin . | m/20 0,5 199 160 377 358
[-Phenylalanin+ . | m/12
d-Phenylalanin . | m/20 | 0,5 117 78 210 191
- — | 05 42 — 1t —
{-Histidin. . . .l m/5 | 0,5 56 14 74 63
d-Histidin. . . .| m/10| 05 93 51 77 66
[-Histidin+ . . .| m/5
d-Histidin . . . . 7 m/10 | 0,5 94 52 83 72
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Tabelle 3.

Hemmung des d-Alanin-Abbaues durch [-Phenylalanin im Ratten-
Nierenextrakt.

Die Versuchsdauer betrug % Stunde.

%Z-Veli; Am- Ang?(;)niak-
-Ver- rauc : un,
o | @-Alanin | Ehenst Lrver | heiglich monialk- abziiglich
Leeratmung | PHAURE | Leerwert
mm? mm? - ¥
1 — — 24 —_ 47 —
1| ma4 - 154 430 1211 1164
1 m/16 — 392 368 1060 1013
1 m/32 — 302 278 798 | 751
{ m; 64 — 203 197 597 550
1 m/128 — 105 81 376 329
1 | m2s6 — 64 40 234 187
1 m/1024 — 29 5 115 68
1 — m/30 13 — 77 —
1| m4 m/30 398 385 1168 1091
1 m/16 m/30 208 285 954 877
1 m/32 m/30 226 213 750 673
1 m/64 m/30 124 111 530 453
1 m/128 m:30 85 72 328 251
1| m256 | m30 52 39 207 130
1 m/1024 m/30 24 11 122 45

Eine Ausdehnung der in Tabelle 3 wiedergegebenen Versuchsanordnung auf andere
Aminosduren ergab prinzipiell gleiche Resultate, die in den Tabellen 4—9 in abgekiirzter
Form zusammengefasst sind.

Tabelle 4.

Hemmung des d-Alanin-Abbaues durch /-Alanin.

Versuchsdauer !4 Stunde.

bei Zusatz von m/7 |bei Zusatz von m/3,5
d-Alanin-f s | L NH I-Alanin l-Alanin
Konzentr. B 3

mm3 0, | y NH; | mm? O, | y NHj

m/1024 6 21 6 24 4 29
m;256 26 | 88 30 102 26 102
m,64 95 269 89 270 69 232
m/10 167 178 161 457 137 419
m/4 215 607 207 506 188 501

Bei m;7 [l-Alanin-Konzentration ist die Hemmung noch nicht deutlich. Sie tritt
jedoch bei m/3,5 l-Alanin-Konzentration in Erscheinung.
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Tabelle 5.
Hemmung des d-Alanin-Abbaues durch I-Valin.
Versuchsdauer % Stunde.

bei Zusatz von m/10| bei Zusatz von m/5
d-Alanin- mm? 0, | y NH [-Valin [-Valin
Konzentr. 3 3

mm?® O, | y NH; | mm?® O, | y NH,

m/1024 17 32 13 17 -1 16
m/256 44 75 30 45 16 28
m/64 144 359 83 252 62 198
m,16 273 634 189 528 160 466
m/4 321 774 248 732 250 678

Bei m/10 [-Valin ist die Hemmung schon deutlich. bei m/3 [.Valin ist sie noch
deutlicher.

Tabelle 6.
Hemmung des d-Alanin-Abbaues durch {-Histidin.
Versuchsdauer %, Stunde.

bei Zusatz von m/5
d-Alanin. mm? O ~» NH {-Histidin
Konzentr. o 3

mm? 0, | + NH,

m/1024 19 50 1 27
m/256 73 264 q 160
m/64 273 838 138 591
m/16 424 1304 331 1145
m/4 472 1530 429 1420

Bei Zusatz von m/5 [-Histidin ist die Hemmung im Sauerstoffverbrauch sehr deut-
lich, beim Ammoniak schwicher.

Tabelle 7.

Vergleich der hemmenden Wirkung van I-Leucin und !-Isoleucin auf den
d-Alanin-Abbau.
Versuchsdauer % Stunde.

bei Zusatz von m40|bei Zusatz von m/40
d-Alanin- mm?® O.| + NH I-Leucin Isolencin
Konzentr. 2l 3 - S

mm?® O, | y NH; |mm? O, | v NH,

m/1024 3 25 0 12 — 11
m;256 23 116 16 73 — 96
m/64 123 324 53 203 — 270
m/16 236 635 164 465 — 558
m/4 279 749 233 666 703

In Erweiterung mit der in der vorangehenden Abhandlung erwihnten Tatsache,
dass die C-Kettenlinge den Grad der Hemmung beeinflusst, ist bier ersichtlich, dass
Leucin stirker hemmt als Isoleucin.
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Tabelle 8.

Hemmung des d-Valin-Abbaues durch /-Valin,
Versuchsdauer 1 Stunde.

bei Zusatz von m/10
d-Valin- mm?® O, | v NH l-Valin
Konzentr. e 3

mm?® O, | » NH,

m/556 29 58 16 10
m/128 69 174 48 111
m/32 149 332 109 267
m/16 159 387 141 319
m/4 187 434 173 425

Tabelle 9.

Hemmung des d-Phenylalanin-Abbaues durch [-Phenylalanin.
Versuchsdauer 1 Stunde.

d-Phenyl- bei Zusatz von m/15
alanin- | mm?® O, | y NH, [-Phenylalanin

Konzentr. mm?® 0, | y NH,
m;640 16 81 33 7
m/160 42 124 34 69
m/80 52 219 49 133
m/40 109 354 75 217
m/10 204 572 132 435

Die Hemmung des d-Alanin-Abbaues durch verschiedene Konzentrationen von
[-Leucin ist nun in den beiden Figg. I und IT beziiglich des Sauerstoffverbrauches und
der Ammoniakbildung graphisch dargestellt. Auf die Abszisse ist der negative Loga-
rithmus der Molaritit des d-Alanins, auf die Ordinate der Sauerstoffverbrauch bzw.
die Ammoniakbildung in gewohnlichem Masstabe aufgetragen. Die obersten Kurven
stellen also den ungehemmten d-Alanin-Abbau dar. Die iibrigen Kurven illustrieren den
Einfluss von verschiedenen /-Leucinkonzentrationen.

Aus Raumersparnis bringen wir nur dieses Beispiel. Die in den Tabellen 5—9 mit-
geteilten Zahlen ergeben alle die gleichen Kurven.

Aus diesen Versuchen ergibt sich also, dass sich die Beziehung
zwischen den Abbaugriossen der d-Aminosiuren und den Substrat-
Konzentrationen durch eine S-férmige Kurve ausdritcken lisst, und
dass die Beeinflussung durch [-Aminosiuren eindeutig
eine Parallelverschiebung der Kurve bewirkt. Dieses Ver-
halten erinnert an Beobachtungen, die von L. Michaelis!) und Mit-
arbeitern sehon vor lingerer Zeit am Beispiele der Saccharase ge-
macht wurden. Auch sie erhielten dhnliche S-Kurven. DBesitzt der

Y Bioch. 7. 49, 333 (1913) und 60, 79 (1914).
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Hemmungskorper eine Affinitit zum Enzym, so wird dadurch die
Konzentration der Enzym-Substratverbindung vermindert. Es ergibt
sich in diesem Falle nach Michaelis eine Parallelverschiebungder
Kurve.

H, s
T kein I-Lencin 340
800 320 kain I-Lein
™o Leucin 300 ™o tLeucin
Yo i 2 e
600 240 o b
220
500 200
180
400 . ™) bLeucin 160 .
300 e v "o teucin
00
200 80
100 o
, , d-Alanin. 2 f . d-Alanin-
iz hoss Yot el Ve konzentration oz loss (Ve The| e | iecmbation
=3(="oco) ~1(=a) | gt " ~1(="h) |l
1000, Vo) logerithmisch =3(="1000) o) |logarithmisch
=2 (") 0(~m . 2="Yed) 0(=m)
Fig. 1. Fig. 1I.
Hemmung des d-Alanin-Abbaues durch Hemmung des d-Alanin-Abbaues durch
m’yg, mfsg und m/ygl-Leucin in Bezug m; g, m'2g und miygl-Leucin in Bezug
auf NH,-Bildung. auf O,-Verbrauch.

Bewirkt jedoch der Hemmungskorper nur eine Hemmung des
Zerfalles der primir entstehenden Enzym-Substratverbindung, so
resultieren divergierende Kurven.

Da nun in den von uns untersuchten Fallen durch
Zusatz von l(-Aminosiuren immer die Parallelverschie-
bung auftritt, so bildet diese Tatsache einen Hinweis,
dass die I-Aminosiuren Affinititen zu den d-Aminosaure-
oxydasen besitzen.

Wir haben in den vorangehenden Mitteilungen dieser Reihe
wiederholt darauf hingewiesen, dass sich die verschiedenen d- und
I-Aminosfiure-oxydasen teilweise dhnlich, teilweise verschieden ver-
halten. HEs wire vertritht, aus dem vorliegenden Beobachtungs-
material weiter gehende Schlilsse zu ziehen. Es miissen solche Ver-
suche namentlich auch mit Rein-Enzymen durchgefithrt werden.
Die verschiedenen [- und d-Aminosiure-oxydasen miissen aber zu-
mindest ganz dhnlich gebaute oder gleiche Komponenten enthalten,
sonst konnten die von uns beschriebenen Hemmungserscheinungen
nicht auftreten. Wir erinnern in diesem Zusammenhange nochmals
an die von Euler entwickelte Vorstellung des ,,Enzymoid‘‘-Begriffes,
auf die in der Abhandlung mit H. Grauer!) schon hingewiesen wurde.

1) Helv. 27, 941 (1944).
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Durch diese neuen Untersuchungen wird das Auftreten der
pantipodischen Hemmung* beim oxydativen Aminosiure-Abbau be-
wiesen. Sie bringt das Zustandekommen des Abderhalden’schen
Schockphinomens dem Verstindnis niher. Solange jedoch das Auf-
treten messbarer Quantititen von d-Aminosiuren als Metabolite
nicht eindeutig bewiesen ist, hat die antipodische Hemmung keine
physiologische, sondern nur theoretische Bedeutung.

Frl. Frieda Nebiker hat bei den Versuchen wertvolle Hilfe geleistet.

Physiologisch-chemisches Institut der Universitit Basel.

218. Etude critique des réactifs des cations.
12, Réactifs des cations et des anions du chrome
par P. Wenger et R. Duckert.

(Collaboratrice Mlle Y, Ruseoni.)

(26 X 44)

Nous présentons, dans ce travail, I’étude des cations et des
anions du chrome, faisant suite & celle des ions d'autres éléments?).
Nous avons fait un examen approfondi des réactifs du chrome pour
procéder a un choix de quelques-uns des meilleurs, en nous inspirant
des mémes priucipes critiques que précédemment.

Nous nous sommes basés sur la liste des réactifs établie par la
Commission Internationale des Reéactions et Réactifs analytiques
nouveaux (Premier Rapport de la Commission) et sur les indications
de la bibliographie des années 1937 —1943.

II nous semble utile de proposer, pour un usage pratique, des
réactifs du cation Cr'-- aussi bien que des anions CrO; et Cr,0;,
tous ces -ions se rencontrant fréquemment dans I'analyse. Il faut
noter aussi que le cation peut facilement étre oxydé en anion et
recherché ensuite au moyen des réactifs de ce dernier.

1. Réactifs des ions du chrome dont nous ne rccommandons pas l'emplos.

Nous énumérons ci-dessous tous les réactifs que nous avons
décidé d’éliminer au cours de nos recherches. Ils se répartissent en
quatre groupes d’apres leurs défauts caractéristiques.

Y 11e Etude, Helv. 27, 759 (1944); voir également Helv. 26, $16 (1943)..



