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226. Uber eine neue Z- Aminosaure-oxydase I) 
(1. Mitteilung) 

von E. A. Zeller und A. Maritz. 
(27. S. 44.) 

In  Schlangengiften lassen sieh zahlreiche Fermente nachweisen, 
(lie xu einem betriichtlichen Teil die Ursache der Giftigkeit bilden. 
Bis jetzt wurden nur Enzyme der Gruppe der H y d r o l a s e n ,  wie 
Proteasen, Peptidasen, Phosphatidasen, Phosphatasen, Cholinesterase 
usw. 2), bekannt. Eine Ausnahme bildet ein Hanioglobin zu Met- 
hamoglobin oxydierendes Enzym3). Nach den Ergebnissen der vor- 
liegenden Untersuchung aber wird diese Reaktion sehr wahrschein- 
lich nicht durch ein Ferment sui generis, sondern durch eine soge- 
nannte Sekundaroxydation bewirkt. I n  unserer Xtteilung wird ein 
in verschiedenen Schlangengiften vorkommendes, zu den D e s mo - 
la sen  gehorendes Ferment beschrieben, das eine ganze Reihe von 
(natiirlichen) b-Aminosauren, insbesondere Monoamino-monocarbon- 
sauren, osydativ desaminiert. Von den bisher bekannten Z-Amino- 
saure-osydasen zeichnet es sich durch eine aussergewohnliche 
Aktivitat und durch seine freie Loslichkeit aus und stellt deshalb 
ein iiberaus geeignetes Material dar, um die Spezifitat und den 
R'eaktionsverlauf des enzymatischen Abbaues natiirlicher Amino- 
sauren xu studieren. Daruber hinaus kann es f i i r  den quantitatit-en 
Xachweis von kleinen Xengen \-on Z-Aminosauren, Z-Peptiden, 
Z-Peptidasen und \-on iiusserst geringen Katalase-Aktivitaten n r -  
m w l e  t werclen. 

In  der vorliegenden Publikation werdcn hauptsachlich Vrrsuche 
mit Clem Gift cler Tipera aspis L. beschrieben. I n  einer sptiteren Jlit- 
teilung werden die Ergebnisse der analogen Cntersuchungen an Gift 
weiterer Vipera-Arten (V. libetina, V. latastei), am Kobra- uncl am 
Lanzenschlangengift zur Darstellung gelangen. Soweit es sich um 
die Z-Aminosaure-osydase handelt, ergaben auch diese Gifte genan 
die gleichen Resultate wie das Aspisgift4). 

1) Ausschnitte a m  den1 hier publizierten Material wurden am S. 7. 44 an der 25. Ta- 
gung des Schweiz. Vereins der Physiologen und Pharmakologen ( E .  il. Zeller,  Helv. 
physiol. acta, 2, C 3 3  (1944)) und am 3. 9. 44 a n  der 124. Tagung der Schweizerischen 
Yaturforschenden Gesellschaft ( E .  A. Zeller und -4. Jlari lz .  Verhandl. Schweiz. med.- 
htologische Gesellschaft, im Druck) vorgetragen. 

2)  Zusammenfassung : C. H .  IL~Elnway, Animal Poisons, Annual Rev. Biocheni. 8, 
,541 (1939). 

j) @. k'. D u n n :  J. Pharmacol. exp. Themp. 50, 356, 393 (1934). 
*) Fur die Uberlassung von Giftpraparaten sprechen wir den Herren Priv.-Doz. 

Dr. H .  Bloch, Prof. Dr. H .  H e h g e r ,  Direktor des Basler Zoologischen Gartens, P. Pezler 
und (2. Steinnaler-*lforatl~ unsern besten Dank Bus. Ohne die grossen &Mengen von Aspis- 
gift, die uns von Herrn Seller zur Verfugung gestellt wurden, ware die weitgehende 
Analyse der neuen Fermentreaktion nicht moglich gewesen. 
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1. Experimentelle Ermittlung der Reuktionsgleichungen. 

I. S a u e r s t o f f v e r b r a u c h .  
In der Gegenwart von Aspisgift nehmen unter geeigneten Reak- 

tionsbedingungen mehrere I-Aminosauren rasch Sauerstoff auf, bis 
annahernd 13101 Sauerstoff pro Nolekel Substrat erreicht wird. Die 
Substrate, wie 2-Tyrosin, Derivate des Z-Tyrosins und Tryptophan, 
bewirken einen Sauerstoffverbrauch, der etmas uber diesen Wert 
hinausgeht (Tabelle 1 und 9), wahrend dieses mit Substraten mit 
kleiner Oxydationsgesehwinciigkeit wie I-Valin nicht erreicht wird, 
offenbar deshalb, weil das Enzym wghrend der langen Versuchs- 
dauer teilweise inaktiviert mird. 

f Mot 0, 

200 rnrn 

100 m m  

Y 
I I 

r 2 3 Stunden 
Fig. 1. 

O s p d a t i o n  Ton P h e n y l a l a n i n  b e i  G e g e n w a r t  u n d  Abwesenhei t  Ton h a m o -  
1 y s ie r t e n E r y t h r o c y t e  n . 

Frisches Aspisgift 1 mg, Phenylalanin $101, gewaschene Erythrocyten cm3, 
Gesamtvolumen 2,s cm3. 

Wenn den Ansatzen gewaschene Erythrocyten oder andere Katalasequellen zu- 
gesetzt werden, so hort der Sauerstoffverbrauch schon bei einem Atom Sauerstoff pro 
Mol Substrat auf (Fig. 1).  1st dieser Wert erreicht, so verlauft die Kurve horizontal, 
wahrend in den Gefassen ohne diesen Zusatz die Oxydation langsam dem Endwert zu- 
strebt. 

Die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme ist aussergewohn- 
lich gross. Unter giinstigen Bedingungen kann 1 mg getrocknetes 
Aspisgift in einer Stunde eine Sauerstoffaufnahme bis uber 2100 mm3 
bewirken (TabelIe l o ) ,  was dem mehr als zehn- bis tausendfachen 
Wert fur die bisher bekannten 2-Aminosaure-oxydasen entspricht. 

11. Ammonia  k b i l  dung.  
Die Oxydation der Aminosaure mit Hilfe des Aspisgiftes ist aus- 

nahmslos mit einer Ammoniakbildung verknupft. Wenn unter den 
ublichen Versuchsbedingungen ein Mol Sauerstoff pro Mol Substrat 
verbrsucht worden ist, dann liegt der gesamte Amino-Stickstoff als 
Ammoniak vor. In  vielen Fallen ist die oxydative Desaminierung 
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schon vollstandig, bevor ein Mol Sauerstoff erreicht worden ist 
(Tabelle I). Wenn die Oxydation in Gegenwart von Erythrocyten 
durchgefuhrt wird, die im allgemeinen ein Weiterschreiten des Sauer- 
stoffverbrauches uber 0,5 Mol verhindern, so wird trotzdem eine 
vollige Ablosung der Aminogruppe erreicht. Es ist somit 1 Atom 
Sauerstoff notwendig, urn 1 Mol Ammoniak in Freiheit zu setzen, 
wie dies auch fur andere oxydative Desaminierungen gilt, beispiels- 
weise f i i r  den fruher von dem einen von uns untersuchten enzyma- 
tischen Abbau von Di- und Poly-aminen'). Dieses Verhaltnis von 
1 Atom Sauerstoff zu 1 Mol Ammoniak kann wohl grosser als 1 
werden, wenn die Oxydation weitergeht, wahrend eine Unter- 
schreitung dieses Wertes in sehr zahlreichen Versuchen nie beob- 
achtet werden konnte. 

Tabelle 1. 
S a u e r s t o f f v e r b r a u c h  u n d  A m m o n i a k b i l d u n g  i n  G e g e n w a r t  u n d  Abwesen-  

h e i t  v o n  E r y t h r o c y t e n .  
Der Sauerstoffverbrauch ist in Atomen, die Ammoniakbildung in Molen angegeben. 

Substratmenge: Mol., Erythrocyten 0,l om3. 

Substrat 

I-Phenyl- 
alanin 

l-Leucin 
l-Tyrosin 

0,-Verbrauch NH,-Bildung 
Gift 

V. aspis 1,45 x 1,02 x l W 5  1,02 x 0,99 x 1W5 
V. aspis 2,OO 1,03 0,95 1,06 
V. libet. 2,35 1,43 1,07 1,02 

~~ 

1,42 
2,11 
2,Ol 

~~ ~ ~~ ~~~~ 

111. B i l d u n g  von  Carbony lve rb indungen .  
Wie die osydative Desaminierung der d-Aminosauren scheint 

auch der Abbau der I-Aminosauren durch Aspisgift zu a-Ketonsauren 
zu fuhren. Wenn den Versuchsansatzen Dinitrophenylhydrazin zu- 
gesetzt wird, bildet sich ein starker gelbroter Niederschlag. In 
Losungen von Aminosauren, die langere Zeit der Wirkung des Giftes 
ausgesetzt waren, lasst sich ein solcher Niederschlag nicht mehr 
erzeugen, wohl aber, wenn die Reaktion in Gegenwart von Erythro- 
cyten sich vollzog. 

Das Abbauprodukt von l-Phenylalanin llsst sich aus saurer Losung mit &her ex- 
trahieren und dem Ather mit Sodalosung wieder entziehen. Nachdem es wieder in Ather 
ubergefuhrt und der Ather abgedampft worden ist, gibt es den envhhnten Niederschlag 
mit Dinitrophenylhydrazin. Auf Zusatz von Lauge lost sich der Niederschlag unter Bil- 
dung einer braunroten Farbe auf, deren Intensitat im Stufenphotometer leicht gemessen 
werden kann?). ills Vergleichssubstanz diente synthetische Phenylbrenztraubensaure. 

I) E. A. Zeller,  Helv. 21, 880 (1938). 
2, Diese Methode, die eine Modifikation derjenigen von I,. Penrose und J .  €I. 

Quastel, Biochem. J. 31, 266 (1937), darstellt, wurde fur die Bestimmung von Phenyl- 
brenztraubensaure im Harn von Patienten mit Oligophrenia phenylpyruvica ausge- 
srbeitet und wird an anderer Stelle genauer beschrieben. 

1,03 
0,97 
1,40 
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Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass das Abbauprodukt von 182 mg Z-Phenyl- 
alanin 126 mg Phenylbrenztraubensiure entsprach (70% Ausbeute). 

Tabelle 2. 
S a u e r s t o f f v e r b r a u c h  u n d  B i l d u n g  v o n  C a r b o n y l v e r b i n d u n g e n .  

Frisches Aspisgift 1 mg, Phenylalanin Mol. Gesamtvolumen 2,5 cm3. Menge der 
gewaschenen Erythrocyten in Volumina der urspriinglichen Blutmenge angegeben. 

1,79 x 10-5 - 
0,l cm3 f S  

cm3 1 0,95 
0 , O l  cm3 0,90 
0,001 om3 1 0 3 5  

- 
- 

Die praparative Isolierung der Reaktionsprodukte verschiedener Aminosauren ist 
im Gange. *Us vorlaufige Mitteilung sei hier angefiihrt, dass sich nach dem Abbau von 
Phenylalanin in der eben erwahnten Weise ein Hydrazon gewinnen Iiisst, das nach Schmelz- 
punkt 159--160,5O, ,Wschschmelzpunkt 163-16P mit einem synthetischen Praparat 169O 
und nach seinem Loslichkeits- und Sublimationsverhalten sich sls identisch mit dem 
Hydrazon der Phenylbrenztraubensaure erwiesl). 

IV. Bi ldung von  Koh lend iosyd .  
I n  gewohnlichen Ansiitzen, in denen 1 Mol Sauerstoff pro 3101 Substrat verbraucht 

worden ist, lassen sich betrachtliche Mengen von Kohlendiosyd nachweisen. Das ge- 
schieht mit HiIfe von je 2 Manometergefassen, die in gensu gleicher Weise mit Ferment- 
16sung und Substrat beschickt werden, von denen aber das eine nicht wie sonst iiblich 
Lauge zur Absorption von Kohlendioxyd enthalt. Die Druckunterschiede der parallelen 
Ansatze entsprechen bei Beriicksichtigung der Absorptions-Koeffizienten von Kohlen- 
dioxyd und Sauerstoff der Menge des gebildeten Kohlendioxyds (Fig. 2) .  Buf diese Weise 
liessen sich beim Leucin nach 2 Stunden 4-17:, beim Phenylalanin nach 16 Stunden 77YL 
des Kohlendioxyds erfassen, das durch die vohtandige Decarboxylierung der Amino- 
silure entstehen miisste. Wenn den Enzymlosungen gewaschene Erythrocyten zugesetzt 
werden, so ist die Druckabnahme in den Geflssen mit und ohne Lauge innerhalb der 
Fehlerbreiten der Methode vollkommen identisch. Es bildet sich in diesem Fall somit 
kein Kohlendioxyd. 

V. Bi ldung von Wassers toffperoxyd.  

Bei der osydativen Dessminierung von d-Aminosauren2), von 
Mono-a~ninen~) und von Di- und PoIy-aminen4) bildet sich Peroxyd, 
clas rnit seiner Wirkung auf leicht osydierbore Substrate, wie Athsnol, 
erkannt werden kann (sogenannte Sekundiirosydation). Dssselbe 

l) E. A. Zeller, Helv. 26, 1614 (1943). (Schmelzpunkt des Phenylhydrazons nach 

2, D. Keilin und E. F .  Hartree, Proc. Roy. SOC. 119, 114 (1936). 
3, JI. L. C. Hare, Biochem. J. 22, 968 (1928). 
4, E. A. ZeIler, Helv. 21, 880 (1938). 

Erlenmeyer (A. 271, 137 (18921) 160-161O). 
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gilt fi ir  die I-Aminosaure-oxydase des Schlangengifts. Nur ist hier 
der Zusatz eines besondern Sauerstoffskzeptors nicht notig, weil ein 
Reaktionsprodukt, die a-Hetonsaure, an dessen Stelle tritt. Es liegen 
die gleichen Verh altnisse wie bei der gereinigten, katalasefreien 
d-Aminosaure-oxydase vor, die d-Alanin in Essigsgure, Hohlendioxyd 
und Ammoniak umwandelt, wahrend ungereinigte d- Aminosaure nur 
Brenztraubensaure entstehen lasstl). Da auch das Schlangengift 
vollstandig frei von Katalase ist, kommt es unter Bildung von 
Kohlendioxyd und unter Verbrauch eines weitern Atoms Sauerstoff 
zu einer Oxydation des Reaktionsproduktes. Dadurch wird ver- 
standlich, dass in Gegenwart von Katalase (Erythrocyten) der Sauer- 
stoffverbrauch im allgemeinen auf die Halfte herabgesetzt und die 
Kohlendioxyd-Bildung verhindert wird, wahrend die Ammoniak- 
entwicklung keine Beeinflussung erfahrt, wie in den vorangehenden 
Abschnitten schon gezeigt wurde. Ein Zusatz yon Katalase bewirkt 
somit eine tiefgreifende Anderung der durch das Schlangengift kata- 
lysierten Abbauresktion der Z-Aminosauren. Es ist auf diese Weise 
die Katalsse erkennbsr, die in den Erythrocyten von cm3 Hen- 
schenblut enthalten ist (Tabelle 3). Nit den ublichen Methoden der 
Kstalasebestimmung konnen Mengen, die in em3 H u t  enthslten 
sind, erfssst werden. 

ohne Katalase 
I 1 Ma1 02 

mit Katalase 

1 1 2 Stunden 

Fig. 2. 
K o h l e n d i o x y d b i l d u n g  bei  G e g e n w a r t  u n d  Abwesenhei t  v o n  E r y t h r o c y t e n .  
Trockenes Aspisgift 1 mg, Leucin Mol, gewaschene Erythrocyten 0,l om3. Ausge- 
zogene Kurve: Saiierstoffverbrauch in mm3. gestrichelte Rurve : Kohlendioxydbildung 

in mm3. 

l) E. Negelei)L und H. Rromel, Bioch. Z. 300, 225 (1939) 
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Tabelle 3. 

Beeinf lussung d e s  S a u e r s t o f f v e r b r a u c h s  d u r c h  E r y t h r o c y t e n .  
Frisches Aspisgift 1 mg, Phenylalanin 10-5 Mol, Versuchsdauer 2 Stunden. 

Erythrocyten 
~~ 

0,Ol 
0,001 
0,0001 
0,00001 
0,000001 

mm3 0, 

215 
114 
111 
115 
159 
178 
203 

I 1,92 X l W 5  
1,02 
0,99 
1,03 
1,42 
1 3 9  
1,81 I 

Das Peroxyd lasst sich qualitativ auch direkt mit Phenolphtalin') und mit Kalium- 
jodid und Starke nach Saurezusatz nachweisen. Hamoglobin wird nach Iangerer Inku- 
bationszeit braun, was wohl auf die Methamoglobinbildung zuriickzufiihren i ~ t ~ ) ~ ) .  Diese 
Beobachtung bietet moglicherweise eine Erkliirung fur die in der Einleitung envLhnte 
Oxydation von Hamoglobin zu Nethamoglobin durch Schlangengift. So findet sich im 
Gift der indischen Kobra, das Hamoglobin oxydiert, eine Protease und eine Peptidasej) 
und, wie wir nachweisen konnten, die eben von uns beschriebene I-Aminosaure-oxydase 
(Tabelle 10). Es ist deshalb immer mit einer tsilweisen Umwandlung des in den Versuchs- 
losungen vorhandenen Eiweisses in Aminosliuren und mit der Oxydation derselben durch 
die Oxydase zu rechnen, wobei Peroxyd entstehen muss, das sekundar Methamoglobin 
bildet. Damit in Einklang steht die Feststellung, dass die Hihoglobin-Oxydation erst 
nach einigen Stunden Inkubationszeit eintritt5). Es sind somit alle Voraussetzungen fur 
die Deutung der Methamoglobin-Entstehung als einer Sekundarosydation und damit 
nicht als einer besonderen Fermentreaktion vorhanden. In ahnlicher Weise wurde vor 
kurzeni die fur Aspergillus postulierte und auch, wie wir eben anfiihrten, im Schlangengift 
nachweisbare ,, Jodid-oxydase" auf eine Sekundar-oxydation d c k g e f u h r t e ) .  In  diesem 
Falle ist es die Oxydation von Glucose zu Gluconsaure, die zur Peroxyd-Bildung und 
zur Oxydation des Jodids fuhrt. 

VI. R e zt k t i o n s g 1 e i c h un ge n. 
Die hier mitgeteilten Daten lassen sich wohl am einfachsten in 

den folgenden Gleichungen zusammenfassen : 
I RCH?U'H,.COOHt O,+H,O = RC0.COOH+SH3+Hz0, 

Diese Gleichung I ist bei der Beeinflussung der Reaktion durch 
Katalase durch die folgende zu ersetzen: 

I1 RCH?U'H,*COOH+ +O, = RCO.COOH+ XH, 

Wenn aber dzts Peroxyd durch Katalase nicht zerstort wird, 
wirkt es teilweise im Sinne von Gleichung Ia,  wobei ausdrucklich 
betont sei, dass noch andere Oxydationswirkungen des Perosyds 

l) 0. Schales, B. 71, 477 (1938). 
?) F. Rernheim, Jf. L. C. Bernheim und A. I ; .  ( h l l a s p x ,  J .  Biol. Chem. I 14, 657 (1936). 
3, E. A. Zeller, Helv. 21, 880 (1938). 
4) 13. J. Ghosh und S. S. De,  J. SOC. Chem. Ind. 13, 627 (1936). 
j) E. 3. Dunn, 1. c. 
") A. -4. Pearee, Biochem. J. 34, 1493 (1940). 
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wahrseheinlich sind. Bei der Kombination von Gleiehung I und Ia 
kommen wir zur Gleichung Ib,  die ebenfalls nur eine beschrankte 
Geltung besitzt : 

I a  RCO .COOH + H,O, = RCOOH + CO, + H,O 
I b  RCEWH,*COOH+O, = RCOOH+NH,+CO, 

2. Charakterisierung der 1-Aminosaure-oxydatio.n als Permentreaktion. 
Das im Aspis- und in anderen Schlangengiften vorhandene Agens, 

das die Oxydation der Aminosauren katalysiert, ist sehr hitze- 
empfindlich, da es schon durch kurzfristige Erhitzung (Aufkochen) 
auf 1000 inaktiviert wird. Langdauernde Dialyse setzt die Wirksam- 
keit des Giftes nur wenig herab (Tabelle 4). 

Tabelle 4. 
D i a l y s e v e r s u c h  m i t  Aspisg i f t .  

Frisches Aspisgift 1 mg, Dialyse gegen Phosphatpuffer, Leucin 
3.5 om3. 

3101, Gesanitvolumen 

24 I nicht dialysiert I 630 

nicht dialysiert 630 
I 

Alter der Gift- I Behandlung der 
losung i I Giftlosung 1 Std. 

nicht dialysiert ' 610 
dialysiert 550 

Der Abbau der I-Aminosaure ist von der Wasserstoffionen- 
konzentration abhangig. Das Optimum ist ziemlich flach und liegt 
etwas oberhalb des Neutralpunktes. Unterhalb pH 6 und oberhalb 
pH 5 erfolgt ein rascher Abfall der Aktivitat (Tabelle 5) .  

Tabelle 5. 
pE - 9 b h ~ i n g i g k e i t  d e r  L e u c i n - O s y d a t i o n .  

Frisches Aspisgift I mg, Leucin 10-5 3101, Gesamtvolumen 2,s cm3. Einstellung dcs p~ 
durch mi15 PhosDhatmffer. 

Obwohl eine Fermentreaktion nie eine Reaktion erster Ordnung 
sein kann, entspricht die Hurve ihres Reaktionsverlaufes haufig der 
einer solchenl)2). Das gilt auch f i i r  die Z-Aminosaure-oxydase des 

l) D. wan Slyke, Advances in Enzymolo,oy, The Kinetics of Hydrolytic Enzymes 

,) E. A. Zeller, B. Schiir und S. Xtaehlin, Helv. 22, 837 (1939). 
and Their Bearing on Methods for Measuring Enzyme Activity, 2, 33 (1943). 
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Schlangengifts, sofern die Reaktion in Gegenwart von Katalase sich 
abspielt (Gleichung 11). In diesem Falle bestiinde somit die Moglich- 
keit, den Abbau durch die Konstante der monomolekularen Reaktion 
zu charakterisieren. 

Tabelle 6. 
Verlauf  d e r  d u r c h  Aspisg i f t  k a t a l y s i e r t e n  L e u c i n o x y d a t i o n .  

Frisches Aspisgift 1 mg, Leucin Nol, 0,l om3 Erythrocyten, Gesamtvolumen 2,s cm3. 

I 
i mm3 '2 

Zeit 
_ _ ~  __-___- 

10 35 
20 68 
30 85 
40 ~ 97 
50 1 102 
60 ' 107 
90 111 

c = -  

- ---I 

I 

I 

~_____ 
0,0162 
0,0203 
0,0206 
0,0219 
0,0210 
0,0225 
0,0228 

Die Abbaugeschwindigkeit der Z-Aminosaure ist von der Sub- 
stratkonzentration abhangig und steigt mit zunehmender Konzen- 
tration an, bis sie nach Uberschreiten einer optimalen Konzentration 
deutlich wieder abfallt (Fig. 3). Diese Erscheinung einer optimalen 
Substratkonzentration wurde bisher mit Z-Leucin, Z-Phenylalanin, 
Z-Tryptophan und Z-Histidin festgestellt. 

1.7 3,3 6.7 13.7 %,6 53.3 
Fig. 3. 

S u b s t r a t k o n z e n  t r a t i o 11 u n d 0 s y d a. t i  o ns g e Y c h w i n d i  g k e i t . 
Frisches Aspisgift 0,s mg, Gesamtvolurnen 3 cm3, Ahszisse: Leucinkonzentration i n  

milIi-3101, Ordinate: mm3, Sauerstoffverbrauch nach 20 Minuten. 

Das Auftreten eines Substratoptimums lasst auf eine doppelte Bindung zwischen 
Ferment und Substrat, wie beispielsweise bei der Diamin-oxydase') und bei der I-Cholin- 
esterase?), schliessen. Day Nodell fur die Enzym-Substratbindung der l-Aminoslure- 
oxydase ist sornit das gleiche wie fiir die beiden erwahnten Fermente, das in den ange- 
gebenen Publikationen zur Darstellung gelangte und deshalb hier nicht noch einmal 
angefiihrt wird. 

l )  E. A. Zeller, Helv. 23, 1418 (1940). 
2, E. 1. ZeZZer und A. Brssegger, Helv. 26, 1619 (1943). 
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3. Inhibitoren des 1-Aminosauren-Abbaues. 

Zur weiteren Charakterisierung des enzymatischen Abbaues der I-Aminosauren 
durch Schhngengifte d e  dieser mit mehreren der ublichen Fermentinhibitoren ge- 
priift. Von den negativen Ergebnissen seien n u  die mit Kaliumcyanid und Semicarbazid 
angefiihrt. Das erstere bewirkte auch bei einer 0,Ol-m. Konzentration keine Hemmung 
der Oxydation und Desaminierung von Leucin. Es wurde bei diesen Versuchen nicht die 
gewohnliche Lauge zur Absorption von Kohlendioxyd in den Manometergefassen ver- 
wendet, sondern die Rrebs'schen Cyanid-Lauge-Mischungen, die den gleichen Blausaure- 
Dampfdruck wie die Versuchslosung aufweisen*)2). Auch 0,033-m. Semicarbazid be- 
einflusste .die Orydation nicht (Leucin) oder nur in sehr geringem Ausmasse (Phenyl- 
alanin). Durch den negativen Ausfall dieser beiden Hemmungsreaktionen unterscheidet 
sich das neue Ferment sehr wesentlich von der Diamin-oxydase, der es sonst in vieler 
Hinsicht sehr Lhnlich ist3). 

Die Affinitiit der d-Aminosiiuren zu dem Ferment ist so klein, dass keine Hemmung 
des Abbaues der LAminosiiure durch Zusatz von ddminosiiuren eintritt. Es kann somit 
hier nicht wie beim Histidinabbau yon einer ,,antipodischen" Hemmung') gesprochen 
werden. 

Hemmung  d u r c h  a romat i sche  Sulfosauren.  
Bus den Versuchen uber das Substratoptimum wurde geschlossen, 

dass zwischen Ferment und Substrat eine doppelte Rindung ein- 
gegangen wird. Die nachstliegende Annahme ist die einer salz- 
artigen Verbindung der beiden geladenen Gruppen des Substrates 
mit einer cc-Aminosiiure- Gruppierung des Enzyms. 

H R  

COO- >< N H 3 ~  

NH,+ COO- >< I E N Z Y M  I 
Wenn diese Anschauung richtig ist, dann miisste die IUH,+- 

Gruppe des Enzyms durch aromatische Sulfosauren, die mit der 
Aminogruppe von A4minosiiuren schwerlosliche Salze geben5), blockiert 
und das Substrat miisste vom Ferment verdrangt werden. Das ist 
tatsachlich der Fall. Mit einer grosseren Zahl von solchen Sulfo- 
sauren wurden ausnahmslos Hemmungen sehr verschiedenen Grades 
erzielt. So verminderte 4-Nitrodiphenylamin-sulfosaure den Leucin- 
abbau noch in einer Konzentration von 7 x 10-5-m. zu 21%. Eine 
kleine Auswahl der untersuchten Sulfosiiuren ist in der Tabelle 7 
vereinigt . 

l )  H .  A. Zirebs, Biochem. J .  29, 1620 (1935). 
2, E. A. ZeEler, Helv. 21, 880 (1938). 
3, E. A. Zeller, Diamin-Oxidase, Advances in Enzymology 2, 93 (1942). 
4, S. Edlbacher und H .  Baur, Z. physiol. Ch. 270, 176 (1941). 
5, D. G. Doherty, W .  H.  Stein und il.1. Bergmann, J. Biol. Chem. 135, 487 (1940). 
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Tabelle 7. 

Aspisgift 0,25 mg, Gesamtvolumen 3 3  em3, Leucin 
H e m m u n g  d e r  L e u c i n - o x y d a t i o n  d u r c h  a r o m a t i s c h e  S u l f o s a u r e n .  

Sulfosauren als Xatriumsalze zugesetzt. 
Mol, Versuchsdauer 15 Minuten. 

Sulfosaure 

keine Sulfosiiure . . . . . . . . . . . . . 
2,5-Dibrombenzol-sulfosaure . . 2,9 x 10-3-m. 

Azobenzol-sulfosiiure . . . . . 2,9 x lW3-m. 

p-Oxyazobenzol-sulfosaure . . 2,9 x 10-3-~11. 

2,5-Dichlorbenzol-sulfosaure . . 2,9 x 10-3-m. 

or-Chlortoluol-4-sulfosaure . . . 3,9 x 10-3-m. 

~ __._ ~ 

29 x 10-3-m. 

29 x 10-3-m. 

29 x 10-3-m. 

29 x 10-3-111. 

29 x 10-3-m. 

QO, 

928 
320 

SO 
224 
4s 

176 
32 
41 6 

64 
464 
112 

Wenn diese Sulfosauren tatsachlich so wirken, dass sie mit den 
Aminostiuren in Konkurrenz um das Enzym treten, dann musste 
durch Steigernng der Substratkonzentration die Hemmung ab- 
nehmen, was vom Experiment bestatigt wird (Tabelle 8) .  

Tabelle 8. 
d b h a n g i g k e i t  d e r  S u l f o s a u r e h e m m u n g  v o n  d e r  S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n .  
Getrocknetes Aspisgift 0,25 mg, Leucin 3101, Gesamtvolumen 3.0 em3, Konzen- 

tration der 4-Nitrotoluol-2-sulfosaure 0,33 x 10-3-m, Versuchsdauer 20 Minuten. 

Konzentration 
des Leucins 

m/600 
in/300 
m/l50 
m/75 
m/30 

- - 

QO? 1 Qo: 
ohne Inhibitor init Inhillitor 

304 
575 

740 700 
600 600 

Damit ist eine neue Gruppe von Fermentinhibitoren gefunden 
worden, deren Wirkung auf andere Aminosainre-oxydssen gegen- 
w3irtig von uns untersucht wird. 

4 .  Spexif itat des Xchlangelzgiftfermelzts. 
Nit Hilfe des Giftes der V. aspis und der andern in der Ein- 

leitung genannten Giftarten konnten die in der Tabelle 9 zusammen- 
gestellten Aminosauren osydativ desaminiert werden. Von diesen 
murden I-Dibrom-, I-Dijod- und Z-Nitrotyrosin zum erstenma1 enzy- 
matisch angegriffen, Z-Cystein, I-Cystin, Z-Methionin und Z-Arginin und 
Z-Dioxyphenylalanin erstmals oxydativ desaminiert. 
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Tabelle 9. 

E n z y m a t i s c h e r  S b b a u  v o n  I-Aminosi iuren d u r c h  Aspisg i f t .  
Trockenes Gift 0,25 mg, Gesamtvolumen 2,5-3 om3. Neben Qo, ist der gesamte Sauer- 
stoffverbrauch (nach 3 und mehr Stunden) und die am Schluss der Versuche gebildete 
Ammoniakmenge angegeben, die letztere in Prozenten des Gesamt-Amino-Stickstoffes. 
Die Zahlen stammen nicht aus einer einzigen Versuchsserie, so dass die Zahlenwerte 
nur angeniihert das gegenseitige Verhiiltnis der Oxydationsgeschwindigkeit wiedergeben. 

Substrat 

______.____ 

1-Alanin . . . . . . . .  
I-Valin . . . . . . . .  
I-Isoleucin . . . . . . .  
I-Leucin . . . . . . .  

2-Cystein ohne Gift . . 

I-Methionin . . . . . .  
I-Sginin . . . . . . .  
I-Phenylalanin. . . . .  

I-Nitrotyrosin . . , . . 
I-Dijodtyrosin . . . . .  
I-Dibromtyrosin . . . .  
I-Dioxyphenylalanin . . 
l-Dioxyphen. ohne Gift. 
I-Histidin . . . . . . .  

I-Cystein . . . . . . .  

I-cystin . . . . . . . .  

I-Tyrosin . . . . . . .  

I-Trypt.ophan . . . . .  

Konzentration 

10 x 10-5 ~ o i  
1 x 10-5 

10-5 
10-5 
10-5 
10-5 
10-5 
10-5 
10-5 
10-5 
10-5 

2 x 10-5 
1 x 10-5 

10-5 
10-5 

4 x 10-5 
1 x 10-5 

10-6 

QO: 

__ .__ 

30 
71 

162 
612 

68 
46 
42 

390 
26 

780 
402 
129 
135 
216 
294 

0 
78 

540 - 

Gesamt- 
verbrauch 
n Sauerstoff- 

atomen 

0,94 x 10-5 
0,79 
1,58 
1,76 
1,19 
0,42 
1,02 
1,88 
0,82 
1,92 
1 ,B1 
2,71 
1,84 
2,46 
2,02 
1,87 
0,71 
1,97 

Bisher konnte eine Oxydation oder Desaminierung folgender dminosauren und 
Derivate nicht gefunden werden: Lomithin, I-Lysin, 1-Prolin, I-Oxyprolin, I-Glutamin- 
siiure, 1-Asparaginsiiure, 1-Asparagin, d, 1-Serin, d, I-Thyroxin, Glykokoll, Sarkosin, Hip- 
pursaure, 8-Alanin, Kynurensaure, Glycyl-l-leucin, Glycvl-l-tyrosin, I-Leucyl-glycin und 

Bei solchen Untersuchungen iiber die Spezifitat scheint es sehr wichtig zu win, bei 
negativem Ausfall einer Reaktion diese mit verschiedenen Substratkonzentrationen zu 
wiederholen. So konnte zuerst bei 1-Alanin in den ublichen Versuchsansatzen kein Abbau 
festgestellt werden. Als aber die Konzentration gesteigert wurde, trat eine deutliche Oxy- 
dation und Desaminierung ein. Die Abbaugeschwindigkeit nimmt in der Reihe der ali- 
phatischen Aminosiiuren mit kurzer werdenden Kettenlangen sehr stark ab (vgl. Tabelle 9) .  
Wir untersuchten deshalb die wichtigsten, durch Schlangengift nicht oxydierbaren 
Aminosiiuren; Glykokoll, Lomithin, I-Lysin, [-Asparagin uber einen grosseren Konzentra- 
tionsbereich von 0,8 x 10-3-111. bis 33 x 10-3, 1-Oxyprolin uber den Bereich von 0,7 x 
m. bis 5,3 x lO-3-m., ohne eine Reaktion erzwingen zu konnen. Beim l-F'rolin wurde das 
pH zwischen 6,6 und 7,8 variiert. Die Versuche mit I-rllanin wurden mit einem aus Wasser 
umkrystallisierten Produkt durchgefuhrt. 

Eine Sonderstellung nehmen l-Histidin und I-Arginin ein, die beiden einzigen oxy- 
dierbaren Aminosiiuren, die keine Monoamino-monocarbonsiiuren sind. Die Oxydation 
tritt nur sehr langsam nach einer Inkubationsperiode auf. 1-Histidin wurde zur Reinigung 
mit 2,5-Dichlorbenzol-sulfosaure gefiillt und mit Pyridin wieder zerlegt'). Eine h d e r u n g  

Glycyl-glycin. 

l) D. G. Dohert!j c. s., 1. c. 
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des VerhaItens gegenuber dem Schlangengift var nicht feststellbar. Diese beiden Sub- 
strate besitzen trotz ihrer geringen Oxydationsgeschwindigkeit eine messbare Affinitat 
zup Aminosaure-oxydase, die dann zutage tritt, wenn die Aminosauren einem Ansatz, 
der Leucin oxydativ desaminiert, zugesetzt werden. I-Arginin verminderte die Geschwin- 
digkeit der Leucinoxydation urn ISYO, I-Histidin um 33%. Da &Histidin uber den Kon- 
zentrationsbereich von 0,8 x lO+-m. bis 33 x nicht die geringste Oxydier- und Des- 
aminierbarkeit aufwies, kann der Abbau von I-Histidin nicht auf einer unspezifischen 
Iteaktion beruhen. 

Die Spezifitat lasst sich zusammenfassend durch den Ausschluss 
der Monoamino-dicarbonsauren, der reinen Diamino-monocarbon- 
sauren, der Aminosauren mit substituierter NH,-Gruppe und der 
Arninosauren mit nicht a-standiger Aminogruppe festlegen. Es 
werden die I-Formen slimtlicher untersuchten optisch aktiven Mono- 
amino-monocarbonsauren und die beiden zweibasischen Aminosauren 
Z-Histidin unct Z-,4rginin angegriffen. 

Op t i sche  Spez i f i t a t .  
Eine osydative Desaminierung von d-Leucin, d-Histidin (vgl . 

voranstehender Abschnitt), d-Phenylalanin und d-Valin konnte nie 
nachgewiesen werden, auch wenn die Substratkonzentration sehr 
hoch gewahlt wurde. Die Affinitat dieser d-Formen zum Ferment ist 
so gering, dass sie sich nicht nachweisen liess, sogar als die zehnfache 
Menge zu der entsprechenden Z-Form zugesetzt wurde. Die Abbau- 
geschwindigkeit konnte selbst durch diesen merschuss an &Form 
nicht beeinflusst werden. 

Bei einem Handelspraparat %-on d-Leucin wurde zunachst ein 
Abbau gefunden. Durch eine ahnliche Umfiillung, wie sie beim 
Histidin beschrieben wurde, erhielten wir ein Produkt, das vom 
Schlangengift nicht mehr angegriffen wurde. Nach der Grosse des 
Ausschlages waren 2 yo einer I-Form in der urspriinglichen Amino- 
same enthalten. Der Nachweis einer so kleinen Menge an  Z-Amino- 
saure in der d-8minosaure ist nur moglich, weil die letztere, mie 
erwahnt, eine 5usserst geringe Affinitat zum Ferment aufweist. 
Diese Eigenschaft der Z-Aminosaure-osydase des Schlangengifts 
macht diese moglicherweise zu einem geeigneten Agens, die optische 
Reinheit von Aminosauren, die aus Naturprodukten isoliert wurden, 
xu prufen. 

5. Einlaeitlichkeit der I-A mirmciure-oxycluse. 
In Anbetracht der grossen Zahl der Substrate der I-Amino- 

saure-oxydase des Schlangengifts musste die Frage der Einheitlichkeit 
dieses Fermentes grundlich gepruft werden, auch wenn, wie in der 
vorliegenden Arbeit, in Hunderten von Ansatzen, in denen das Sub- 
strat immer wieder variiert wurde, kein einziges Resultat erhalten 
werden konnte, das fur die Vielheit des Enzyms sprache. Es wurde 
tlaher eine grossere Zahl von Eonkurrenzversuchen angestellt, in 
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denen zwei Substrate f i i r  sich allein und, in einem parallel laufenden 
Ansatz, miteinander dem Substrat beigesetzt wurden. In  allen 
Fallen trat eine deutliche Konkurrenz zntage (Tahelle 10). 

Tabelle 10. 
K o n k u r r e n z v e r s u c h e  m i t  v e r s c h i e d e n e n  S u b s t r a t e n .  

$lie Versuche wurden mit Aspisgift durchgefuhrt, mit Ausnahme von **, das mit Kobra- 
gift zur Reaktion kam. 

Ver- 
suchs- 
dauer 

10' 
10' 
60' 

10' 
60' 
20' 
20' 
20' 
lo' 

__ 
~ 

- 

Substrat 2 

____ - 

10-5 3101 

Substrat 1 

l-Leucin 

l-Leucinl 

I-Leucin 10-5 m 
1-Leucin 10-5 MOI 

1-Isoleucin 10-5 MOI 

I-Isoleucin 10-5 ~ 0 1  

1-Xethionin 10-5 3101 
l-Tryptophan**2 x Mol 

I-Tryptophan 2 3  x 1101 
I-Cystein 10- 5 1101 
l-Methionin 10-5 3101 
1-Tyrosin 
1-Tyrosin 
E-Tyrosin 0,25 x 10-6 3101 

Q& 
___ ___ 

420 
504 
140 

1776 
376 
96 
96 

324 
2110 

* Dieser Versuch verlief in Gegenwart von Erythrocyten. 

Konkurrenzversnche werden allgemein als zuverlassiges Hilfs- 
mittel betrachtet, urn die Frage der Einheitlichkeit oder Verschieden- 
heit einer Fermentreaktion zu klaren. Doch besitzen sie keine ab- 
solute Beweiskraft, weil Konkurrenzerscheinungen zwischen zwei 
Systemen denkbar sind, die ja aus mehreren miteinander verkoppelten 
Fermenten zusammengesetzt sind, von denen eines oder mehrere Teil- 
fermente beiden Fermentketten gemeinsam sind. Gerade beim Ab- 
hau der Z-Aminosauren im tierischen Organismus kommen solche 
Koppelungen haufig vor l ) .  

Urn diese noch bestehende Unsicherheit zu beseitigen, zogen 
wir die oben angefuhrte Eigenschaft der Fermentreaktion hersn, 
durch uberoptimale Substratkonzentration gehemmt zu werden. Es 
vurden zwei Substrate, von denen jedes fiir sich allein in den Ver- 
gleichsansatzen schon in der optimalen oder etwes uberoptimalen 
Konzentration vorlag, gemeinsam der Giftlosung zugesetzt, wo- 
durch also im ganzen die optimale Iionzentration wesentlich uber- 
schritten wurde, sofern es sich um ein und dasselbe Ferment han- 
delte. Tatsachlich war die resultierende Reaktionsgeschwindigkeit 
kleiner als in jedem der beiden Ansatze, die nur ein einziges Substrat 
enthielten. (Tabelle 10, erste drei Versuche.) Kach Clem Stande der 
heutigen Kenntnisse lassen sich diese Versuche wohl nur durch den 
Abbau der verschiedenen Z-Aminosauren durch ein und dasselbe Fer- 
ment erklaren. 

l) AS. Edlbacher und H .  Cr'rauer, Helv. 27, 928 (1944). 
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Da es sich bei der in dieser Arbeit heschriebenen Z-AminosSiure- 
oxydase um ein wohl charakterisiertes Ferment handelt, das in funf 
verschiedenen Schlangengiften mit Sicherheit nachgewiesen wurde, 
wird fur diese, aus Griinden der Vereinfachung, die vorlaufige Be- 
zeichnung 0 p h i  o - Z - amino  s a u r  e - o x  y d a s  e vorgeschlagen. 

E x p e r i mi e n t e 11 e s . 

- 

Die meisten der hier verwendeten Methoden wurden schon in friiheren Arbeiten 
iiber die Diamin-oxydasel) und iiber eine chemische Schwangerschaftsbestimmung?) be- 
schrieben, so dass hier einige kurze Hinweise geniigen. 

Das frisch gewonnene Viperngif t wurde in den friiheren Vervuchen sogleich in Phos- 
phatpuffer aufgelost, wahrend es spater zuerst im Elcsikkator in der Kalte getrocknet 
wurde. Es lost sich in Wasser und Phosphatpuffer vollkommen klar auf. In den meisten 
Fallen war nicht einmal eine Dialyse notwendig, da die Sauerstoff- und Animoniakleer- 
werte ausserst gering waren. Diese wurden in allen Fallen von den Ergebnissen der Haupt- 
versuche subtrahiert. Die Reaktion wurde immer in einem Phosphatpuffer von pH 5,2 
durchgefiihrt, sofern nicht andere Wasserstoffionenkonzentrationen angegeben werden. 

Die Sauerstoff- und Kohlendioxydmessung geschah in iiblicher Weise im Warburg-  
Apparat, die Ammoniakbestimmung genau nach der Vorschrift von C o ~ ~ u ; n : / ~ ) .  Die dazu 
verwendete Horizontalbiirette wurde etwas abgeandert, insbesondere durch das Anbringen 
eines Schliffes in dem zum Vonatsgefass fiihrenden Gksrohr, wodurch die Handlichkeit 
des Apparates verbessert wurde. 

Als Katalasequelle heniitzten wir Erythrocyten von Mensch und Ratte. Das defi- 
brinierte Blut wurde zentrifugiert und die Erythrocyten clreimal auf der Zentrifuge mit 
physiologischer Kochsalzlosung gewaschen. Sie wurden dann mit der Wassermenge hiimo- 
lysiert, die dem urspriinglichen Blutvolunien entsprach. Die meiteren Verdiinnungen 
wurden mit Phosphatpuffer ausgefiihrt. Alle -Angaben beziehen sich auf das urspriingliche 
Blutvolunien. Samtliche Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Gesamtvolurnen. 

2; u s a m m e n fa s s u n g. 
1. Es wird ein neues, im Wasser leicht liisliches Ferment im Gift 

von Vipera aspis beschrieben, das alle untersuchten Z-Fornien der op- 
tisch aktiven Monoamino-monocarbonsauren mit freier Aminogruppe 
rnit Ausnahme von d, Z-Serin und die Diamino-monocarbonsiiuren Z -  
Histidin und Z-Arginin oxydativ desaminiert. 

2 .  Zur Ablosung von einem Mol Ammoniak ist 1 Atom Sauer- 
stoff notwendig. Es entstehen weiterhin bei der Abbaureaktion 
Ketonsauren und Kohlendioxyd. 

3. Bei Gegenwart von Katalase wird die Sauerstoffproduktion 
auf die Half te herabgesetzt und die Kohlendioxydbildung verhinclert. 

4. Durch Variation der Wasserstoffionen- und der Substratkon- 
zentration werden ausgepragte Reaktionsoptima erhalten. 

5 .  Mehrere aromatische Sulfosiiuren iiben auf den Z-Aminosaure- 
abbau eine starke hemmende Wirkung aus. 

I) E. -4. ZelEer, Helv. 24, 539 (1941): 10. Mitteilung iiber den enzymatischen Abbau 

?) E. A. Zeller, Schweiz. med. Wschr. 71, 1349 (1941): 4. Xitteilung zur Methodik 

3, B. .I. Conu~ay, Micro-Diffusion Analysis and Volumetric Error. Xew York 1940. 

von Polyaminen. 

der fermentchemischen Schwangerschaftsbeurteilung und -diagnose. 
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6. Durch Kombination des Eonkurrenzversuchs mit der uber- 

optimalen Substratkonzentration wird die Untersuchung der Frage 
der einfachen oder multiplen Fermentnatur verfeinert und auf das 
vorliegende Ferment, fur das die Bezeichnung 0 p h i  o - Z - a mi  n o - 
s i iu reoxyda  se vorgeschlagen wird, angewandt. 

Aktiengesellschaft AZigenu, 
Wissenschaftliche Laboratorien Basel. 

Pro t okoll 
der Generalversammlung der Schweiz. Chemischen Gesellschaft 

am 3 .  September 1944, im Hotel Xargna in Sils-Baselgia. 

Eroffnung der Sitzung durch den Vizepriisidenten Herrn Prof. Dr. H .  C o l d s t e m  uni 
8.20 Uhr. 

A .  G e s c h a f t l i c h e r  T e i l .  
Traktanden : 

1. P r o t o k o l l  d e r  S i t z u n g  vom 26. F e b r u a r  1 9 4 4  i n  Bern.  Das in den 
,,Helvetica Chimica Acta" [27, 511-813 (1944)] publizierte Protokoll wird genehmigt. 

2 .  F e s t s e t z u n g  d e s  O r t e s  f u r  d i e  W i n t e r v e r s a m m l u n g  1945.  Als Ort 
fur die Winterversammlung wird vom Vorstand Bern vorgeschlagen und von der General- 
versammlung angenommen. AIs Datum kommt der 25. Februar oder der 4. Marz in Frage. 

3. F e s t s e t z u n g  d e r  Mi tg l iederbe i t rage  u n d  d e s  Abonnementspre ises  
d e r  , ,Helve t ica  Chimica  A c t a "  f u r  1945. Der Vorschlag des Vorstandes lautet 
auf Beibehaltung der Beitrage und des Abonnementspreises von 1944. Er wird von 
der Generalversammlung angenomrnen. 

4. B e r i c h t  d e s  P r a s i d e n t e n  d e s  R e d a k t i o n s k o m i t e e s .  Herr Prof. Fzchter 
berichtet kurz uber die letzte Entwicklung der ,,Helvetica Chimica Acta". Die Schwierig- 
keiten fur die Redaktion bestehen nach wie vor darin, dass aus finanziellen Grunden ein 
allzu starkes Anschwellen der Zeitschrift verhindert werden muss, wahrend andererseits 
das Niveau auf keinen Fall gedruckt werden dad. Nach dem IGiege wird die Abonnenten- 
zahl sicher betriichtlich ansteigen, was diese Schwierigkeit weitgehend beheben durfte. 

5. M i t t e i l u n g e n  d e s  P r & s i d e n t e n  d e s  , ,Consei l  d e  la Chimie Suisse". 
Herr Prof. E. Briner berichtet, dass die Arbeit in den internationalen Kommissionen und 
damit auch die vermittelnde Tfitigkeit des ,,Conseil" zur Zeit wegen des IZrieges auf ein 
Minimum beschriinkt ist. Sobald es die Weltlage erlaubt. wird der ,,Conseil de la Chimie 
Suisse" seine Dienste wieder zur Verfiigung stellen. 

6. Allfal l iges .  Nichts. 

S c h l u s s  d e r  G e s c h a f t s s i t z u n g  5.30 Uhr.  

B. Wissens  c haf t l i c  h e r  T e i l .  
Von 7 angemeldeten Referenten waren 4 am Erscheinen verhindert. In  dankens- 

werter Weise konnte noch Herr Prof. Ruzieka in letzer Ninute mit einer Mitteilung ein- 
springen. 


