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226. Uber eine neue /-Aminosiure-oxydase?)
(1. Mitteilung)
von E, A. Zeller und A. Maritz.
(27. X. 44.)

In Schlangengiften lassen sich zahlreiche Fermente nachweisen,
die zu einem betrichtlichen Teil die Ursache der Giftigkeit bilden.
Bis jetzt wurden nur Enzyme der Gruppe der Hydrolasen, wie
Proteasen, Peptidasen, Phosphatidasen, Phosphatasen, Cholinesterase
usw.?), bekannt. Eine Ausnahme bildet ein Himoglobin zu Met-
hdmoglobin 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 Sekundiroxydation bewirkt. In unserer Mitteilung wird ein
in verschiedenen Schlangengiften vorkommendes, zu den Desmo-
lasen gehorendes Ferment beschrieben, das eine ganze Reihe von
(natiirlichen) I-Aminosiuren, insbesondere Monoamino-monocarbon-
siuren, oxydativ desaminiert. Von den bisher bekannten !-Amino-
siure-oxydasen zeichnet es sich durch eine aussergewohnliche
Aktivitdt und durch seine freie Loslichkeit aus und stellt deshalb
ein liberaus geeignetes Material dar, um die Spezifitit und den
Reaktionsverlauf des enzymatischen Abbaues natiirlicher Amino-
sduren zu studieren. Dariiber hinaus kann es fiir den quantitativen
Nachweis von kleinen Mengen von I-Aminosiuren, !-Peptiden,
{-Peptidasen und von #usserst geringen Katalase-Aktivitdten ver-
wendet werden.

In der vorliegenden Publikation werden hauptsichlich Versuche
mit dem Gift der Vipera aspis L. beschrieben. In einer spiteren Mit-
teilung werden die Ergebnisse der analogen Untersuchungen an Gift
weiterer Vipera-Arten (V. libetina, V. latastei), am Kobra- und am
Lanzenschlangengift zur Darstellung gelangen. Soweit es sich um
die [-Aminosiure-oxydase handelt, ergaben auch diese Gifte genau
die gleichen Resultate wie das Aspisgift?).

1) Ausschnitte aus dem hier publizierten Material wurden am 8. 7. 44 an der 25. Ta-
gung des Schweiz. Vereins der Physiologen und Pharmakologen (L. 4. Zeller, Helv.
physiol. acta, 2, C33 (1944)) und am 3. 9. 44 an der 124. Tagung der Schweizerischen
Naturforschenden Gesellschaft (E. 4. Zeller und A. }laritz, Verhandl. Schweiz. med.-

biologische Gesellschaft, im Druck) vorgetragen.

?) Zusammenfassung: C. H. Kellaway, Animal Poisons, Annual Rev. Biochem. 8,
541 (1939).

3y E. E. Dunn: J. Pharmacol. exp. Thevap. 50, 386, 393 (1934).

4 Fir die Uberlassung von Giftpraparaten sprechen wir den Herren Priv.-Doz.
Dr. H. Bloch, Prof. Dr. H. Hediger, Direktor des Basler Zoologischen Gartens, P. Setler
und C. Stemmler-orath unsern besten Dank aus. Ohne die grossen Mengen von Aspis-
gift, die uns von Herrn Seiler zur Verfiigung gestellt wurden, wire die weitgeliende
Analyse der neuen Fermentreaktion nicht moglich gewesen.



— 1889 —

1. Experimentelle Ermittlung der Reaktionsgleichungen.
I. Sauerstoffverbrauch.

In der Gegenwart von Aspisgift nehmen unter geeigneten Reak-
tionsbedingungen mehrere /-Aminoséduren rasch Sauerstoff auaf, bis
annihernd 1 Mol Sauerstoff pro Molekel Substrat erreicht wird. Die
Substrate, wie I-Tyrosin, Derivate des [-Tyrosins und Tryptophan,
bewirken einen Sauerstoffverbrauch, der etwas tber diesen Wert
hinausgeht (Tabelle 1 und 9), wahrend dieses mit Substraten mit
kleiner Oxydationsgeschwindigkeit wie I-Valin nicht erreicht wird,
offenbar deshalb, weil das Enzym wihrend der langen Versuchs-
dauer teilweise inaktiviert wird.

1 Mol O,
200 mm? -
100 mm? /2 Mol O,
1 1 1
7 2 3 Stunden

Fig. 1.

Oxydation von Phenylalanin bei Gegenwart und Abwesenheit von hamo-
lysierten Erythrocyten.

Frisches Aspisgift 1 mg, Phenylalanin 10—5 Mol, gewaschene Ervthrocyten 10~? em?3,
Gesamtvolumen 2,5 cm3.

Wenn den Ansitzen gewaschene Erythrocyten oder andere Katalasequellen zu-
gesetzt werden, so hort der Sauerstoffverbrauch schon bei einem Atom Sauerstoff pro
Mol Substrat auf (Fig.1). Ist dieser Wert erreicht, so verliuft die Kurve horizontal,
wihrend in den Gefissen 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 tiber 2100 mm?3
bewirken (Tabelle 10), was dem mehr als zehn- bis tausendfachen
Wert fiir die bisher bekannten I-Aminosdure-oxydasen entspricht.

II. Ammoniakbildung.

Die Oxydation der Aminoséure mit Hilfe des Aspisgiftes ist aus-
nahmslos mit einer Ammoniakbildung verkniipft. Wenn unter den
iblichen Versuchsbedingungen ein Mol Sauerstoff pro Mol Substrat
verbraucht worden ist, dann liegt der gesamte Amino-Stickstoff als
Ammoniak vor. In vielen Fillen ist die oxydative Desaminierung
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schon vollstindig, bevor ein Mol Sauerstoff erreicht worden ist
(Tabelle 1). Wenn die Oxydation in Gegenwart von Erythrocyten
durchgefiihrt wird, die im allgemeinen ein Weiterschreiten des Sauer-
stoffverbrauches iiber 0,5 Mol verhindern, so wird trotzdem eine
vollige Ablosung der Aminogruppe erreicht. Es ist somit 1 Atom
Sauerstoff notwendig, um 1 Mol Ammoniak in Freiheit zu setzen,
wie dies auch fiir andere oxydative Desaminierungen gilt, beispiels-
weise fiir den frither von dem einen von uns untersuchten enzyma-
tischen Abbau von Di- und Poly-aminen?!). Dieses Verhiltnis von
1 Atom Sauerstoff zu 1 Mol Ammoniak kann wohl grosser als 1
werden, wenn die Oxydation weitergeht, wihrend eine Unter-
schreitung dieses Wertes in sehr zahlreichen Versuchen nie beob-
achtet werden konnte.

Tabelle 1.
Sauerstoffverbrauch und Ammoniakbildung in Gegenwart und Abwesen-
heit von Erythrocyten.
Der Sauerstoffverbrauch ist in Atomen, die Ammoniakbildung in Molen angegeben.
Substratmenge: 10~% Mol., Erythrocyten 0,1 cm?.

Atome O
Mol NH,

ohne Eryth.| mit Eryth. | ohne Eryth.| mit Eryth. }grh;tl:i Err?rlsh.

O,-Verbrauch NH,-Bildung
Substrat Gift

[-Phenyl-

alanin | V.aspis | 1,45x10% 1,02x107%} 1,02x10-3 0,99x 1075 1,42 | 1,03
l-Leucin | V.aspis | 2,00 1,03 0,95 1,06 2,11 | 0,97
[.Tyrosin | V. libet. | 2,35 1,43 1,07 1,02 2,01 | 1,40

III. Bildung von Carbonylverbindungen.

Wie die oxydative Desaminierung der d-Aminosduren scheint
auch der Abbau der I[-Aminosiuren durch Aspisgift zu «-Ketonsiuren
zu fithren. Wenn den Versuchsansidtzen Dinitrophenylhydrazin zu-
gesetzt wird, bildet sich ein starker gelbroter Niederschlag. In
Losungen von Aminosiduren, die lingere Zeit der Wirkung des Giftes
ausgesetzt waren, ldsst sich ein solcher Niederschlag nicht mehr
erzeugen, wohl aber, wenn die Reaktion in Gegenwart von Erythro-
cyten sich vollzog.

Das Abbauprodukt von I-Phenylalanin lisst sich aus saurer Losung mit Athe}- ex-
trahieren und dem Ather mit Sodalésung wieder entziehen. Nachdem es wieder in Ather
iibergefiithrt und der Ather abgedampft worden ist, gibt es den erwahnten Niederschlag
mit Dinitrophenylhydrazin. Auf Zusatz von Lauge 16st sich der Niederschlag unter Bil-
dung einer braunroten Farbe auf, deren Intensitit im Stufenphotometer leicht gemessen
werden kann?). Als Vergleichssubstanz diente synthetische Phenylbrenztraubensiure.

1y E. A. Zeller, Helv. 21, 880 (1938).

%) Diese Methode, die eine Modifikation derjenigen von L. Penrose und J. H.
Quastel, Biochem. J. 31, 266 (1937), darstellt, wurde fiir die Bestimmung von Phenyl-
brenztraubensiure im Harn von Patienten mit Oligophrenia phenylpyruvica ausge-
arbeitet und wird an anderer Stelle genauer beschrieben.
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Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass das Abbauprodukt von 182 mg [-Phenyl-
alanin 126 mg Phenylbrenztraubenséure entsprach (709, Ausbeute).

Tabelle 2.
Sauerstoffverbrauch und Bildung von Carbonylverbindungen.
Frisches Aspisgift 1 mg, Phenylalanin 10~5 Mol. Gesamtvolumen 2,5 em?® Menge der
gewaschenen Erythrocyten in Volumina der urspriinglichen Blutmenge angegeben.

Niederschlags-

Erythrocyten Verbrauch l?il'dung mit

Sauerstoffatome Dinitrophenyl-

hydrazin

0 cm® L79x 1073 —
0,1 cm3 0,95 +
0,01 cm? 0,90 ' +
0,001 cm? 0,95 —

Die priparative Isolierung der Reaktionsprodukte verschiedener Aminosiuren ist
im Gange. Als vorlaufige Mitteilung sei hier angefiihrt, dass sich nach dem Abbau von
Phenylalanin in der eben erwéhnten Weise ein Hydrazon gewinnen lisst, das nach Schmelz-
punkt 159—160,5°, Mischschmelzpunkt 163—164° mit einem synthetischen Priparat 169°
und nach seinem Léslichkeits- und Sublimationsverhalten sich als identisch mit dem
Hydrazon der Phenylbrenztraubensiure erwies?).

IV. Bildung von Kohlendioxyd.

In gewohnlichen Ansitzen, in denen 1 Mol Sauerstoff pro Mol Substrat verbraucht
worden ist, lassen sich betrichtliche Mengen von Kohlendioxyd nachweisen. Das ge-
schieht mit Hilfe von je 2 Manometergefiissen, die in genau gleicher Weise mit Ferment-
lésung und Substrat beschickt werden, von denen aber das eine nicht wie sonst iiblich
Lauge zur Absorption von Kohlendioxyd enthilt. Die Druckunterschiede der parallelen
Ansitze entsprechen bei Beriicksichtigung der Absorptions-Koeffizienten von Kohlen-
dioxyd und Sauerstoff der Menge des gebildeten Kohlendioxyds (Fig. 2). Auf diese Weise
liessen sich beim Leucin nach 2 Stunden 449, beim Phenylalanin nach 16 Stunden 77%
des Kohlendioxyds erfassen, das durch die vollstindige Decarboxylierung der Amino-
siure entstehen miisste. Wenn den Enzymlosungen gewaschene Erythrocyten zugesetzt
werden, so ist die Druckabnahme in den Gefissen mit und ohne Lauge innerhalb der
Fehlerbreiten der Methode vollkommen identisch. Es bildet sich in diesem Fall somit
kein Kohlendioxyd.

V. Bildung von Wasserstoffperoxyd.

Bel der oxydativen Desaminierung von d-Aminosiuren?), von
Mono-aminen?) und von Di- und Poly-aminen?) bildet sich Peroxyd,
das mit seiner Wirkung auf leicht oxydierbare Substrate, wie Athanol,
erkannt werden kann (sogenannte Sekundiroxydation). Dasselbe

1) E. 4. Zeller, Helv. 26, 1614 (1943). (Schmelzpunkt des Phenylhydrazons nach
Erlenmeyer (A. 271, 137 (1892)) 160—161°).

%) D. Ketlin und E. F. Hartree, Proc. Roy. Soe. {19, 114 (1936).

%) M. L. C. Hare, Biochem. J. 22, 968 (1928).

4) I, A. Zeller, Helv. 21, 880 (1938).
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gilt fiir die I-Aminosidure-oxydase des Schlangengifts. Nur ist hier
der Zusatz eines besondern Sauerstoffakzeptors nicht nétig, weil ein
Reaktionsprodukt, die a-Ketonsiure, an dessen Stelle tritt. Es liegen
die gleichen Verhiltnisse wie bei der gereinigten, katalasefreien
d-Aminosiure-oxydase vor, die d-Alanin in Essigsdure, Kohlendioxyd
und Ammoniak umwandelt, wihrend ungereinigte d-Aminosiure nur
Brenztraubensidure entstehen lisst!). Da auch das Schlangengift
vollsténdig 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-
stindlich, dass in Gegenwart von Katalase (Erythrocyten) der Sauer-
stoffverbrauch im allgemeinen auf die Hilfte herabgesetzt und die
Kohlendioxyd-Bildung verhindert wird, wihrend die Ammoniak-
entwicklung keine Beeinflussung erfihrt, wie in den vorangehenden
Abschnitten schon gezeigt wurde. Ein Zusatz von Katalase bewirkt
somit eine tiefgreifende Anderung der durch das Schlangengift kata-
lysierten Abbaureaktion der I-Aminosiuren. Es ist auf diese Weise
die Katalase erkennbar, die in den Erythrocyten von 10-¢ ¢cm?® Men-
schenblut enthalten ist (Tabelle 3). Mit den iiblichen Methoden der
Katalasebestimmung konnen Mengen, die in 10-2 em?® Blut enthalten
sind, erfasst werden.

ohne Katalase

1 Mol O,
mit Lauge
200 mm3}-
ohne Lauge mit Katalase
/\__—- 2 Mol O, ©hne Lauge
100 mm3 e mit Lauge
s COo,
/’/
’/
r/,
’/
/I
’/ { Il |
1 !/ 2 Stunden
Fig. 2.

Kohlendioxydbildung bei Gegenwart und Abwesenheit von Erythrocyten.

Trockenes Aspisgift 1 mg, Leucin 10-5 Mol, gewaschene Erythrocyten 0,1 cm? Ausge-
zogene Kurve: Sauerstoffverbrauch in mm3, gestrichelte Kurve: Kohlendioxydbildung
in mm3.

1y E. Negelestn und H. Briomel, Bioch. Z. 300, 225 (1939).
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Tabelle 3.
Beeinflussung des Sauerstoffverbrauchs durch Erythrocyten.
Frisches Aspisgift 1 mg, Phenylalanin 10~3 Mol, Versuchsdauer 2 Stunden.

Erythrocyten| mm? O, |Sauerstoffatome
0 215 1,92 x 10~3
0,1 114 1,02
0,01 111 0,99
0,001 115 1,03
0,0001 159 1,42
0,00001 178 1,59
0,00000t 203 1,81

Das Peroxyd lasst sich qualitativ auch direkt mit Phenolphtalin?) und mit Kalium-
jodid und Stirke nach Siurezusatz nachweisen. Himoglobin wird nach lingerer Inku-
bationszeit braun, was wohl auf die Methamoglobinbildung zuriickzufiihren ist?)3). Diese
Beobachtung bietet moglicherweise eine Erklirung fiir die in der Einleitung erwahnte
Oxydation von Hamoglobin zu Methémoglobin durch Schlangengift. So findet sich im
Gift der indischen Kobra, das Hamoglobin oxydiert, eine Protease und eine Peptidase?)
und, wie wir nachweisen konnten, die eben von uns beschriebene I-Aminoséure-oxydase
(Tabelle 10). Es ist deshalb immer mit einer teilweisen Umwandlung des in den Versuchs-
l6sungen vorhandenen Eiweisses in Aminosduren und mit der Oxydation derselben durch
die Oxydase zu rechnen, wobei Peroxyd entstehen muss, das sekundar Methémoglobin
bildet. Damit in Einklang steht die Feststellung, dass die Hamoglobin-Oxydation erst
nach einigen Stunden Inkubationszeit eintritt®). Es sind somit alle Voraussetzungen fiir
die Deutung der Methimoglobin-Entstehung als einer Sekundiroxydation und damit
nicht als einer besonderen Fermentreaktion vorhanden. In dhnlicher Weise wurde vor
kurzem die fiir Aspergillus postulierte und auch, wie wir eben anfiihrten, im Schlangengift
nachweisbare ,,Jodid-oxydase auf eine Sekundéir-oxydation zuriickgefiihrt®). In diesem
Falle ist es die Oxydation von Glucose zu Gluconsiure, die zur Peroxyd-Bildung und
zur Oxydation des Jodids fiihrt.

VI. Reaktionsgleichungen.

Die hier mitgeteilten Daten lassen sich wohl am einfachsten in
den folgenden Gleichungen zusammenfassen:

T RCHNH,-COOH + 0,+ H,0 = RCO-COOH +XNH, + H,0,

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

1T RCHNH, COOH + 10, = RCO-COOH + NH,

Wenn aber das Peroxyd durch Katalase nicht zerstért wird,
wirkt es teilweise im Sinne von Gleichung Ia, wobei ausdriicklich
betont sei, dass noch andere Oxydationswirkungen des Peroxyds

Y

%)

. Schales, B. Tl, 477 (1938).
. Bernheim, M. L. C. Bernhevm und 4. (7. Gillaspie, J. Biol. Chem. 114, 657 (1936).
. A. Zeller, Helv. 21, 880 (1938).

H=mwC

™

)

) N. Ghosh und S. S. De, J. Soc. Chem. Ind. 3, 627 (1936).
) E. Dunn, L. c.

8) A. 4. Pearce, Biochem. J. 34, 1493 (1940).

@
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wahrscheinlich sind. Bei der Kombination von Gleichung I und Ta
kommen wir zur Gleichung Ib, die ebenfalls nur eine beschrinkte
Geltung besitzt:

Ia RCO-COOH+H,0, = RCOOH+C0,+H,0

Ib RCHNH,-COOH+ 0, = RCOOH+NH,+CO,

2. Charakterisierung der I-Aminosdure-oxydation als Fermentreaktion.

Das im Aspis- und in anderen Schlangengiften vorhandene Agens,
das die Oxydation der Aminosiuren 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.
Dialyseversuch mit Aspisgift.
Frisches Aspisgift 1 mg, Dialyse gegen Phosphatpuffer, Leucin 10—% Mol, Gesamtvolumen

2,5 cm3.
Alter d er Gift- Behandlung der

lésung I Giftlo Qog

Std. ! iftiosung
24 nicht dialysiert | 630
48 nicht dialysiert | 630
dialysiert 580
72 nicht dialysiert 610
dialysiert . 850

Der Abbau der I-Aminosdure ist von der Wasserstoffionen-
konzentration abhingig. Das Optimum ist ziemlich flach und liegt
etwas oberhalb des Neutralpunktes. Unterhalb pgy 6 und oberhalb
pr 8 erfolgt ein rascher Abfall der Aktivitit (Tabelle 5).

Tabelle 5.
pg-Abhingigkeit der Leucin-Oxydation.
Frisches Aspisgift 1 mg, Leucin 103 Mol, Gesamtvolumen 2,5 cm3. Einstellung des py
durch m/15 Phosphatpuffer.

Py Qo, Py Qo,
45 0 7,2 540
5.3 60 7.6 486
6,2 288 8,3 36
6.8 462

Obwohl eine Fermentreaktion nie eine Reaktion erster Ordnung
sein kann, entspricht die Kurve ihres Reaktionsverlaufes hiufig der
einer solchen')?). Das gilt auch fir die I-Aminosidure-oxydase des

1) D. van Slyke, Advances in Enzymology, The Kinetics of Hydrolytic Enzymes

and Their Bearing on Methods for Measuring Enzyme Activity, 2, 33 (1943).
2y E. A. Zeller, B. Schir und S. Staehlin, Helv. 22, 837 (1939).
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Schlangengifts, sofern die Reaktion in Gegenwart von Katalase sich
abspielt (Gleichung 1T). In diesem Falle bestiinde somit die Méglich-
keit, den Abbau durch die Konstante der monomolekularen Reaktion
zu charakterisieren.

Tabelle 6.
Verlauf der durch Aspisgift katalysierten Leucinoxydation.
Frisches Aspisgift 1 mg, Leucin 10~% Mol, 0,1 cm? Erythrocyten, Gesamtvolumen 2,5 cm?3.

. ! 3 : 1 a

Zeit | mm?® O, c= ¢ -1g py
10 ? 35 0,0162

20 68 0,0203

30 ; 85 0,0206

40 ; 97 0,0219

50 L102 0,0210

60 | 107 0,0225

90 Lo 0,0228

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

50 mm3 -

1 i 1 I g
7,17 3,3 6,7137 26,6533
Fig. 3.
Substratkonzentration und Oxydationsgeschwindigkeit.
Frisches Aspisgift 0,5 mg, Gesamtvolumen 3 cm?®, Abszisse: Leucinkonzentration in
milli-Mol, Ordinate: mm3, Sauerstoffverbrauch nach 20 Minuten.

Das Auftreten eines Substratoptimums lisst auf eine doppelte Bindung zwischen
Ferment und Substrat, wie beispielsweise bei der Diamin-oxydase!) und bei der I-Cholin-
esterase2), schliessen. Das Modell fiir die Enzym-Substratbindung der I-Aminosiure-
oxydase ist somit das gleiche wie fiir die beiden erwihnten Fermente, das in den ange-
gebenen Publikationen zur Darstellung gelangte und deshalb hier nicht noch einmal
angefiihrt wird.

Yy E. 4. Zeller, Helv. 23, 1418 (1940).
%) E. 4. Zeller und A. Bissegger, Helv. 26, 1619 (1943).
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3. Inhibitoren des l-Aminosduren-Abbaues.

Zur weiteren Charakterisierung des enzymatischen Abbaues der I-Aminosduren
durch Schlangengifte wurde dieser mit mehreren der iblichen Fermentinhibitoren ge-
priift. Von den negativen Ergebnissen seien nur die mit Kaliumcyanid und Semicarbazid
angefiithrt. Das erstere bewirkte auch bei einer 0,01-m. Konzentration keine Hemmung
der Oxydation und Desaminierung von Leucin. Es wurde bei diesen Versuchen nicht die
gewdhnliche Lauge zur Absorption von Kohlendioxyd in den Manometergefissen ver-
wendet, sondern die Krebs’schen Cyanid-Lauge-Mischungen, die den gleichen Blausiure-
Dampfdruck wie die Versuchslésung aufweisen!)?). Auch 0,033-m. Semicarbazid be-
einflusste ‘die Oxydation 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 dhnlich ist?).

Die Affinitat der d-Aminosduren zu dem Ferment ist so klein, dass keine Hemmung
des Abbaues der I-Aminosiure durch Zusatz von d-Aminosiuren eintritt. Es kann somit
hier nicht wie beim Histidinabbau von einer ,,antipodischen” Hemmung*) gesprochen
werden.

Hemmung durch aromatische Sulfosduren.

Aus den Versuchen iiber das Substratoptimum wurde geschlossen,
dass zwischen Ferment und Substrat eine doppelte Bindung ein-
gegangen wird. Die nichstliegende Annahme ist die einer salz-
artigen Verbindung der beiden geladenen Gruppen des Substrates
mit einer o-Aminosdure-Gruppierung des Enzyms.

H R
%

00~ NH,*
NH,* COO-

\C
VAN
ENZYM

Wenn diese Anschaunung richtig ist, dann miisste die NH,*-
Gruppe des Enzyms durch aromatische Sulfosiduren, die mit der
Aminogruppe von Aminosiduren schwerldosliche Salze geben 3), blockiert
und das Substrat miisste vom Ferment verdringt werden. Das ist
tatsichlich der Fall. Mit einer grosseren Zahl von solchen Sulfo-
sduren wurden ausnahmslos Hemmungen sehr verschiedenen Grades
erzielt. So verminderte 4-Nitrodiphenylamin-sulfosiure den Leucin-
abbau noch in einer Konzentration von 7x10-%-m. zu 219%,. Eine
kleine Auswahl der untersuchten Sulfosiduren ist in der Tabelle 7
vereinigt.

1 4. Krebs, Biochem. J. 29, 1620 (1935).

) H.
) E. A. Zeller, Helv. 21, 880 (1938).

) E. A. Zeller, Diamin-Oxidase, Advances in Enzymology 2, 93 (1942).
) S.

) D.

L]

Edlbacher und H. Baur, Z. physiol. Ch. 270, 176 (1941).

5 G. Doherty, W. H. Stein und M. Bergmann, J. Biol. Chem. 135, 487 (1940).
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Tabelle 7.

Hemmung der Leucin-oxydation durch aromatische Sulfosiuren.
Aspisgift 0,25 mg, Gesamtvolumen 3,5 cm?, Leucin 10~3 Mol, Versuchsdauer 15 Minuten.
Sulfosduren als Natriumsalze zugesetzt.

Sulfosiure Qo, Hemmung
keine Sulfosdure . . . . . . . . . . . .. 928 —
2,5-Dibrombenzol-sulfosdure . . 2,9 x 10-%.m. 320 669

29 x 10-3-m. 80 ©919,
Azobenzol-sulfosgure . . . . . 2,9 x 1073-m. 224 769,
29 x 10~%-m. 48 959/,
p-Oxyazobenzol-sulfosiure . . 2,9 x 10-3-m. 176 819
29 x 10-%m. | 32 | 97%
2,5-Dichlorbenzol-sulfosdure . . 2,9 x 10~3-m. . 416 55%,
29 % 10~%m. | 64 |  93%
a-Chlortoluol-4-sulfosdure . . . 2,9 x 10~3-m. 464 5004,
29 x 10~%-m. e . 88
| |

Wenn diese Sulfosiiuren tatsidchlich so wirken, dass sie mit den
Aminosduren in Konkurrenz um das Enzym treten, dann miisste
durch Steigerung der Substratkonzentration die Hemmung ab-
nehmen, was vom Experiment bestitigt wird (Tabelle 8).

Tabelle 8.
Abhangigkeit der Sulfosiurehemmung von der Substratkonzentration.
Getrocknetes Aspisgift 0,25 mg, Leucin 10~3 Mol, Gesamtvolumen 3,0 cm? Konzen-
tration der 4-Nitrotoluol-2-sulfosdure 0,33 x 10~3-m, Versuchsdauer 20 Minuten.

Konzentration Q'O; Q0= H un
des Leucing ohne Inhibitor | it Inhibitor emmung
m/600 504 348 319,
m/300 708 575 190,
m/150 803 768 5%,
m/75 740 700 5%,
m/30 600 600 0,

Damit ist eine neue Gruppe von Fermentinhibitoren gefunden
worden, deren Wirkung auf andere Aminosiure-oxydasen gegen-
wirtig von uns untersucht wird.

4. Spezifitdt des Schlangengiftferments.

Mit Hilfe des Giftes der V. aspis und der andern in der Ein-
leitung genannten Giftarten konnten die in der Tabelle 9 zusammen-
gestellten Aminosduren oxydativ desaminiert werden. Von diesen
wurden {-Dibrom-, I-Dijod- und I-Nitrotyrosin zum erstenmal enzy-
matisch angegriffen, I-Cystein, I-Cystin, I-Methionin und /-Arginin und
I-Dioxyphenylalanin erstmals oxydativ desaminiert.
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Tabelle 9.

Enzymatischer Abbau von l-Aminosduren durch Aspisgift.
Trockenes Gift 0,25 mg, Gesamtvolumen 2,5—3 cm?. 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 angenahert das gegenseitige Verhaltnis der Oxydationsgeschwindigkeit wiedergeben.

| vervramen, | ¥HsBildung
Substrat Konzentration : Qoz an Sauerstoff- lp % desi
atomen NH,—XN
[-Alanin. . . . . . . . 10 103 Mol 30 0,94 x 10—3 7%
I-Valin . . . . . . .. 1x10-5 71 0,79 409,
l-Isoleucin. . . . . .. 105 162 1,58 | 769%,
l.Leucin . . . . . . . 103 612 1,76 949,
I.Cystein . . . . . . . 103 68 1,19 549,
I-Cystein ohne Gift . . 10-% 46 0,42 149,
I-Cystin. . . . . .. 10-3 42 1,02 649,
I-Methionin . . . . . . 103 390 1,88 859,
l-Arginin . . . . . . . 103 26 0,82 529,
[-Phenylalanin . . . . . 103 780 1,92 100%,
I-Tyrosin . . . . . . . 103 402 1,51 799,
I-Nitrotyrosin . . . . . 2x10~3 129 2,71 479%,
I-Dijodtyrosin . . . . . 1x10-5 135 1,84 609%,
[-Dibromtyrosin . . . . 10-% 216 2,46 85%,
l-Dioxyphenylalanin . . 10-3 294 2,02 84%,
l-Dioxyphen. ohne Gift. 103 0 1,87 189,
I-Histidin . . . . . . . 4x10°3 78 0,71 199,
I.-Tryptophan . . . . . 1x10-5 540 1,97 949,

Bisher konnte eine Oxydation oder Desaminierung folgender Aminosiuren und
Derivate nicht gefunden werden: I-Ornithin, I-Lysin, I-Prolin, [-Oxyprolin, I-Glutamnin-
séure, l-Asparaginsiure, [-Asparagin, d,l-Serin, d, l-Thyroxin, Glykokoll, Sarkosin, Hip-
pursdure, f-Alanin, Kynurensiure, Glycyl-l-leucin, Glycyl-I-tyrosin, I-Leucyl-glycin und
Glycyl-glycin.

Bei solchen Untersuchungen iiber die Spezifitat scheint es sehr wichtig zu sein, bei
negativem Ausfall einer Reaktion diese mit verschiedenen Substratkonzentrationen zu
wiederholen. So konnte zuerst bei I-Alanin in den tiblichen Versuchsansitzen 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 Aminoséuren mit kiirzer werdenden Kettenlangen sehr stark ab (vgl. Tabelle 9).
Wir untersuchten deshalb die wichtigsten, durch Schlangengift nicht oxydierbaren
Aminosduren; Glykokoll, I-Ornithin, I-Lysin, [-Asparagin iiber einen grésseren Konzentra-
tionsbereich von 0,8 x 10~3-m. bis 33 x 103, [-Oxyprolin iiber den Bereich von 0,7 x 10—3-
m. bis 5,3 x 10~3-m., ohne eine Reaktion erzwingen zu kénnen. Beim [-Prolin wurde das
Py zwischen 6,6 und 7,8 variiert. Die Versuche mit I-Alanin wurden mit einem aus Wasser
umkrystallisierten Produkt durchgefiihrt.

Eine Sonderstellung nehmen [-Histidin und l-Arginin ein, die beiden einzigen oxy-
dierbaren Aminosduren, die keine Monoamino-monocarbonsauren sind. Die Oxydation
tritt nur sehr langsam nach einer Inkubationsperiode auf. I-Histidin wurde zur Reinigung
mit 2,5-Dichlorbenzol-sulfosiure gefallt und mit Pyridin wieder zerlegt!). Eine Anderung

1Y D. (. Doherty c. s., 1. c.
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des Verhaltens gegeniiber dem Schlangengift war nicht feststellbar. Diese beiden Sub-
strate besitzen trotz ihrer geringen Oxydationsgeschwindigkeit eine messbare Affinitit
zur Aminosiure-oxydase, die dann zutage tritt, wenn die Aminosiuren einem Ansatz,
der Leucin oxydativ desaminiert, zugesetzt werden. l-Arginin verminderte die Geschwin-
digkeit der Leucinoxydation um 18%,, [-Histidin um 33%. Da d-Histidin iiber den Kon-
zentrationsbereich von 0,8 x 10~3.m. bis 33 x 10~2 nicht die geringste Oxydier- und Des-
aminierbarkeit aufwies, kann der Abbau von [-Histidin nicht auf einer unspezifischen
Realktion beruhen.

Die Spezifitat lasst sich zusammenfassend durch den Ausschluss
der Monoamino-dicarbonsiuren, der reinen Diamino-monocarbon-
sduren, der Aminosduren mit substituierter NH,-Gruppe und der
Aminosduren mit nicht «-stindiger Aminogruppe festlegen. Es
werden die /-Formen sidmtlicher untersuchten optisch aktiven Mono-
amino-monocarbonsiduren und die beiden zweibasischen Aminoséduren
I-Histidin und I-Arginin angegriffen.

Optische Spezifitit.

Eine oxydative Desaminierung von d-Leucin, d-Histidin (vgl.
voranstehender Abschnitt), d-Phenylalanin und d-Valin konnte nie
nachgewiesen werden, auch wenn die Substratkonzentration sehr
hoch gewihlt wurde. Die Affinitdt dieser d-Formen zum Ferment ist
so gering, dass sie sich nicht nachweisen liess, sogar als die zehnfache
Menge zu der entsprechenden I-Form zugesetzt wurde. Die Abbau-
geschwindigkeit konnte selbst durch diesen Uberschuss an d-Form
nicht beeinflusst werden.

Bei einem Handelspriparat von d-Leucin wurde zunichst ein
Abbau gefunden. Durch eine dhnliche Umfidllung, wie sie beim
Histidin beschrieben wurde, erhielten wir ein Produkt, das vom
Schlangengift nicht mehr angegriffen wurde. Nach der Grosse des
Ausschlages waren 29, einer I-Form in der urspriinglichen Amino-
sdure enthalten. Der Nachweis einer so kleinen Menge an I-Amino-
siure in der d-Aminosdure ist nur moglich, weil die letztere, wie
erwihnt, eine dusserst geringe Affinitit zum Ferment aufweist.
Diese FEigenschaft der I-Aminosiure-oxydase des Schlangengifts
macht diese moglicherweise zu einem geeigneten Agens, die optische
Reinheit von Aminoséuren, die aus Naturprodukten isoliert wurden,
zu prifen.

5. HEinheitlichkeit der 1-Aminosdure-oxydase.

In Anbetracht der grossen Zahl der Substrate der I-Amino-
sdure-oxydase des Schlangengifts musste die Frage der Einheitlichkeit
dieses Fermentes grindlich gepriift werden, auch wenn, wie in der
vorliegenden Arbeit, in Hunderten von Anséitzen, in denen das Sub-
strat immer wieder variiert wurde, kein einziges Resultat erhalten
werden konnte, das fiir die Vielheit des Enzyms spriche. Es wurde
daher eine grossere Zahl von Konkurrenzversuchen angestellt, in



— 1900 —

denen zwei Substrate fiir sich allein und, in einem parallel laufenden
Angatz, miteinander dem Substrat beigesetzt wurden. In allen
Fillen trat eine deutliche Konkurrenz zutage (Tabelle 10).

Tabelle 10.
Konkurrenzversuche mit verschiedenen Substraten.
Alle Versuche wurden mit Aspisgift durchgefithrt, mit Ausnahme von **, das mit Xobra-
gift zur Reaktion kam.

Ver-
suchs- Substrat 1 Substrat 2 Q}), Q2 Q})-z
dauer i ) !
10’ | l-Leucin 10-3 Mol { I-Phenylalanin 10-3 Mol | 420 | 342 | 162
10" | I-Tryptophan 1078 Mol | I-Phenylalanin =~ 10-5Mol| 504 | 348 | 324
60" 1l-Leucin* 4% 103 Mol | I-Tyrosin 10-3Mol| 140 | 144 [ 126
10" | l-Leucin 10-% Mol | I-Tryptophan 2,5 10—3 Mol | 1776 { 1728 | 1728
60" | l-Leucin 10~3 Mol { I-Cystein 103 Mol | 376 36 [ 312
20" | l-Isoleucin 10—% Mol | I-Methionin 10~5 Mol 96 | 324 | 330
20’ | !l-Isoleucin 10— Mol | I-Tyrosin 96 | 288 | 330
20” | l-Methionin 10—5 Mol | I-Tyrosin 324 | 288 | 342
10’ |I-Tryptophan**2x 105 Mol | I-Tyrosin 0,25 x10~2 Mol | 2110 | 960 | 1320

* Dieser Versuch verlief in Gegenwart von Erythrocyten.

Konkurrenzversuche werden allgemein als zuverlidssiges Hilfs-
mittel betrachtet, um die Frage der Einheitlichkeit oder Verschieden-
heit einer Fermentreaktion zu kliren. 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-
bau der I-Aminosiuren im tierischen Organismus kommen solche
Koppelungen hiufig vor?).

Um diese noch bestehende Unsicherheit zu beseitigen, zogen
wir die oben angefiihrte Eigenschaft der Fermentreaktion heran,
durch iiberoptimale Substratkonzentration gehemmt zu werden. Es
wurden zwei Substrate, von denen jedes fiir sich allein in den Ver-
gleichsansitzen schon in der optimalen oder etwas {iberoptimalen
Konzentration vorlag, gemeinsam der Giftldsung zugesetzt, wo-
durch also im ganzen die optimale Konzentration wesentlich iiber-
schritten wiirde, sofern es sich um ein und dasselbe Ferment han-
delte. Tatsdchlich war die resultierende Reaktionsgeschwindigkeit
kleiner als in jedem der beiden Anséitze, die nur ein einziges Substrat
enthielten. (Tabelle 10, erste drei Versuche.) Nach dem Stande der
heutigen Kenntnisse lassen sich diese Versuche wohl nur durch den
Abbau der verschiedenen I-Aminosiuren durch ein und dasselbe Fer-
ment erkliren.

1y 8. Edlbacher und H. (rauer, Helv. 27, 928 (1944).
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Da es sich bei der in dieser Arbeit beschriebenen I-Aminosiure-
oxydase um ein wohl charakterisiertes Ferment handelt, das in fiinf
verschiedenen Schlangengiften mit Sicherheit nachgewiesen wurde,
wird fiir diese, aus Griinden der Vereinfachung, die vorliufige Be-
zeichnung Ophio-l-aminosiure-oxydase vorgeschlagen.

Experimentelles.

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

Das frisch gewonnene Viperngift wurde in den fritheren Versuchen sogleich in Phos-
phatpuffer aufgelost, wihrend es spater zuerst im Exsikkator in der Kalte getrocknet
wurde. Es 16st sich in Wasser und Phosphatpuffer vollkommen klar auf. In den meisten
Fillen war nicht einmal eine Dialyse notwendig, da die Sauerstoff- und Ammoniakleer-
werte dusserst gering waren. Diese wurden in allen Fillen von den Ergebnissen der Haupt-
versuche subtrahiert. Die Reaktion wurde immer in einem Phosphatpuffer von py 7,2
durchgefiihrt, sofern nicht andere Wasserstoffionenkonzentrationen angegeben werden.

Die Sauerstoff- und Kohlendioxydmessung geschah in iiblicher Weise im Warburg-
Apparat, die Ammoniakbestimmung genau nach der Vorscbhrift von Conway?®). Die dazu
verwendete Horizontalbiirette wurde etwas abgedndert, insbesondere durch das Anbringen
eines Schliffes in dem zum Vorratsgefass filhrenden Glasrohr, wodurch die Handlichkeit
des Apparates verbessert wurde.

Als Katalasequelle beniitzten wir Erythrocyten von Mensch und Ratte. Das defi-
brinierte Blut wurde zentrifugiert und die Erythrocyten dreimal auf der Zentrifuge mit
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. Sie wurden dann mit der Wassermenge hamo-
lysiert, die dem urspriinglichen Blutvolumen entsprach. Die weiteren Verdiinnungen
wurden mit Phosphatpuffer ausgefiihrt. Alle Angaben beziehen sich auf das urspriingliche
Blutvolumen. Samtliche Konzentrationsangaben beziehen sich auf das Gesamtvolumen.

Zusammenfassung.

1. Es wird ein neues, im Wasser leicht 1sliches Ferment im Gift
von Vipera aspis beschrieben, das alle untersuchten I-Formen der op-
tisch aktiven Monoamino-monocarbonsiduren mit freier Aminogruppe
mit Ausnahme von d,I-Serin und die Diamino-monocarbonsiuren I-
Histidin und !-Arginin oxydativ desaminiert.

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

3. Bei Gegenwart von Katalase wird die Sauerstoffproduktion
auf die Hilfte herabgesetzt und die Xohlendioxydbildung verhindert.

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

5. Mehrere aromatische Sulfosfuren iiben auf den I-Aminosiure-
abbau eine starke hemmende Wirkung aus.

1) E. 4. Zeller, Helv. 24, 539 (1941): 10. Mitteilung iiber den enzymatischen Abbau
von Polyaminen.

%) E. A. Zeller, Schweiz. med. Wschr. 71, 1349 (1941): 4. Mitteilung zur Methodik
der fermentchemischen Schwangerschaftsbeurteilung und -diagnose.

3) E.J. Conway, Micro-Diffusion Analysis and Volumetric Error, New York 1940.
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6. Durch Kombination des Konkurrenzversuchs mit der iiber-
optimalen Substratkonzentration wird die Untersuchung der Frage
der einfachen oder multiplen Fermentnatur verfeinert und auf das
vorliegende Ferment, fiir das die Bezeichnung Ophio-l-amino-
sdureoxydase vorgeschlagen wird, angewandt.

Aktiengesellschaft Aligena,
Wissenschaftliche Laboratorien Basel.

Protokoll

der Generalversammlung der Schweiz. Chemischen Gesellschaft
am 3. September 1944, im Hotel Margna in Sils-Baselgia.

Ersffnung der Sitzung durch den Vizeprisidenten Herrn Prof. Dr. H. (foldstein um
8.20 Uhr.

A. Geschiaftlicher Teil.
Traktanden:

1. Protokoll der Sitzung vom 26. Februar 1944 in Bern. Das in den
»Helvetica Chimica Acta‘ [27, 811—813 (1944)] publizierte Protokoll wird genehmigt.

2. Festsetzung des Ortes fir die Winterversammlung 1945. Als Ort
fiir die Winterversammlung wird vom Vorstand Bern vorgeschlagen und von der General-
versammlung angenommen. Als Datum kommt der 25. Februar oder der 4. Marz in Frage.

3. Festsetzung der Mitgliederbeitriage und des Abonnementspreises
der ,,Helvetica Chimica Acta‘ fir 1945. Der Vorschlag des Vorstandes lautet
auf Beibehaltung der Beitrige und des Abonnementspreises von 1944. Er wird von
der Generalversammlung angenommen.

4. Bericht des Prisidenten des Redaktionskomitees. Herr Prof. Fichter
berichtet kurz iiber die letzte Entwicklung der ,,Helvetica Chimica Acta‘’. Die Schwierig-
keiten fiir die Redaktion bestehen nach wie vor darin, dass aus finanziellen Griinden ein
allzu starkes Anschwellen der Zeitschrift verhindert werden muss, wihrend andererseits
das Niveau auf keinen Fall gedriickt werden darf. Nach dem Kriege wird die Abonnenten-
zahl sicher betrichtlich ansteigen, was diese Schwierigkeit weitgehend beheben diirfte.

5. Mitteilungen des Prisidenten des ,,Conseil de la Chimie Suisse‘.
Herr Prof. E. Briner berichtet, dass die Arbeit in den internationalen Kommissionen und
damit auch die vermittelnde Tatigkeit des ,,Conseil‘ zur Zeit wegen des Krieges auf ein
Minimum beschrankt ist. Sobald es die Weltlage erlaubt, wird der ,,Conseil de la Chimie
Suisse'* seine Dienste wieder zur Verfiigung stellen.

6. Allfalliges. Nichts.
Schluss der Geschéiftssitzung 8.30 Uhr.

B. Wissenschaftlicher Teil.

Von 7 angemeldeten Referenten waren 4 am Erscheinen verhindert. In dankens-
werter Weise konnte noch Herr Prof. Ruzicka in letzer Minute mit einer Mitteilung ein-
springen.



