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1,5 g Ni-Al-Legierung versetzt und rnit H,O auf 30 cm3 aufgefiillt. Wie oben hydriert. 
Getrocknetes Rohprodukt (5 g) in wenig abs. Pyridin gelost, mit Sorbit-Pyridin-Ver- 
bindungl) angeimpft, 2 Std., zuletzt bei Oo krystallisieren gelassen. Abgenutscht, mit wenig 
abs. Pyridin gewaschen, 3,26 g Krystalle entspr. 2,227 g Sorbit. Das Piltrat mit 15 om3 
Acetanhydrid versetzt, wie oben erwarmt u. aufgearbeitet gab 6,5 g rohes 1-Idit-hexa- 
acetat. 3mal aus Ather-Petrolather umkryetallisiert, 4,6 g farblose Bliittchen, Smp. 1 1 9 , k  
120,5" '73) .  I-Sorbit-hexa-acetat schmilzt bei 96,5-97,5O 4). 

Die Mikroanalysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der Eidgen. Techn. 
Hochschule, Ziirich (Leitung W.  Manser) ausgefiihrt. 

Pharmazeutische Anstalt der Universitat Basel. 

22. Zur Kenntnis des Abbawes der Aminosauren 
im tierisehen Organismus 

9. Weitere Rlitteilungen uber Effektoren der d-Aminosiiure-oxydase 
von S. Edlbaeher, 0. Wiss und A .  Walser. 

(20. XII. 45.) 

In  friiheren Mitteilungen wurde g e ~ e i g t ~ ) ~ ) ,  dass der aus Apo- 
ferment und Coferment bestehende Symplex der d- Aminosiiure- 
oxydase mit den verschiedensten Aminosiiuren und Proteinen in 
Komplexe ubergehen kann, wobei jedesmal eine neue Variante der 
d-Aminosaure-oxydase entsteht. Seit den grundlegenden Arbeiten 
von 0. Warburg spielt die Blausaure als Hemmkorper zur Charak- 
terisierung yon Enzymen eine entscheidende Rolle. Nach 0. War- 
burg 7) hemmt die Blausaure die Cytochromoxydase durch Bildung 
einer Komplexverbindung rnit dem dreiwertigen Hiimineisen. 

Weiterhin hat H .  A .  Krebs*) die von ihm entdeckte d-Aminosaure- 
oxydase unter anderm durch ihr Verhalten gegenuber Blausaure von 
der Z-Aminosaure-oxydase abtrennen konnen. Ex zeigte sich namlich, 
dass die 2-Aminosiiure-oxydase durch Cyanion weitgehend gehemmt 
wird, wiihrend die d-Aminosaure-oxydase niclit beeinflusst wird. 

Die Charakterisierung der Z-Aminosaure-oxydase geschah jedoch 
lecliglich am Beispiel des Z-Asparaginsaure- und des Z-Valin-Abbaues 
an Rattennierenschnitten. I n  ausfuhrlichen Untersuchungen haben 
deshalb EdZbacher und Grauers) die Hemmbarkeit des oxydativen 

1) H .  H.  Strain, Am. Soc. 56, 1756 (1934). 
2, G. Bertrand, B1. [3] 33, 166 (1905). 
3, G. Bertrand, A.  Lanzenberg, B1. [3] 35, 1073 (1906). 
4) G .  Vincent, Delachanal, C. r. 108, 355; 109, 676 (1889). 

6, Helv. 28, 1111 (1945). 
9) Helv. 27, 928 und 1511 (1944). 

Helv. 28, 797 (1945). ') Bi0ch.Z. 189, 354 (1927). 
8 ,  Biochem. J. 29, 1620 (1936). 
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Abbaues zahlreicher anderer Z-Aminosauren untersucht. Durch syste- 
matische Anwendung einer grossen Anzahl der verschiedenartigsten 
Hemmkorper liess sich so die Z-Aminosaure-oxydase in weitere Einzel- 
enzyme unterteilen. 

Es ist auch bekannt, dass eine Reihe von enzymatischen Reak- 
tionen durch Blausaure aktivierbar sind. aber  den Mechanismus 
der Aktivierung ist wenig Sicheres bekannt. 

Im Balle der Papainaktivierung wird von Grassmanrcl) ange- 
nommen, dass Disulfidgruppen des Enzyms oder Substrats durch 
Cyanwasserstoff in Sulfhydrylgruppen ubergefuhrt werden. Mayr 
und Borger2) erklaren die Cyanaktivierung des Kathepsins in ahn- 
licher Weise. Nach 5?'auber3) sol1 die Carboxylase-Aktivierung durch 
Bildung eines reaktionsfiihigen Cyanhydrins mit der Brenztrauben- 
saure erfolgen. Schliesslich ist im Falle der U r e a ~ e ~ ) ~ )  auch die Mog- 
lichkeit erwogen worden, dass durch Blausaure die Hemmungswirkung 
von Schwermetallen eliminiert wird. 

In  den folgenden Untersuchungen haben wir die Wirkung von 
Blausaure auf die gereinigte d-Aminosaure-oxydase untersucht. Es 
liess sich nachweisen, dass sich der d-Aminosaure-Abbau durch Blau- 
saure in eminentem Ausmass aktivieren lasst. In  Analogie zu der 
Effektorenwirkung der Aminosauren und Proteine konnte gezeigt 
werden, dass die Aktivierung vor allem bei Verwendung von kleinen 
Enzymkonzentrationen in Erscheinung tritt, und dass das Ausmass 
der Aktivierung vom Reinheitsgrad des Ferment-Proteins abhangig 
ist. Es gelingt so, durch 0,001-m. Blausaure den Abbau von d-Alanin 
auf das ca. Hundehfache xu aktivieren. In  der 6. Mitteilung dieser 
Reihe6) liess sich nachweisen, dass durch gereinigte d-Aminoslure- 
oxydase wohl alle Typen der d-Aminosauren abgebaut werden, dass 
sich aber zwei Gruppen unterscheiden lassen, insofern sich nur der 
Abbau der Mono-aminomonocarbonsauren durch Aminosauren und 
Proteine aktivieren lasst. Es zeigte sich nun, dass Blausaure in ganz 
analoger Weise wirkt . 

Als zweiten Effektor haben wir das Pyrophosphat in den Kreis 
der Untersuchungen gezogen. Krebs (1. c.) hat in seinen Unter- 
suchungen iiber die d-Aminosaure-oxydase vorwiegend mit Phosphat- 
puffer pE = 7,4 gearbeitet . Warburg ') hingegen verwendete aus- 
schliesslich Pyrophosphat als Puffer. Er  hat anscheinend das Phos- 
phat durch Pyrophosphat ersetzt, urn bei optimalem pH unter- 

Z. angew. Ch.44, 105 (1931). 
Bioch. Z. 273, 56 (1934). 
J. Biol. Chem. 125, 191 (1938). 
Hellermann und Mitarbeiter: Proc. Nat. h a d .  Sci. U.S.A. 19, 855 (1933). 
Bersin und Koster, Z. il'aturwiss. I ,  230 (1935). 
Helv. 28, 797 (1945). 
Bioch. Z. 298, 150 (1938). 
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suchen zu konnen. Ex liegen jedoch keine Untersuchungen uber die 
Effektorenwirkung von Pyrophosphat auf die d-Aminosaure-oxydase 
vor. Wir konnten nun nachweisen, dass Pyrophosphat ahnlich wie 
Blausiiure den Abbau der d-Aminosauren beeinflusst. Auch in diesem 
Falle ist die Aktivierbarkeit in typischer Weise an den Reinheitsgrad 
des Fermentproteins und an die Enzymkonzentration gebunden. Es 
liess sich wiederum zeigen, dass im wesentlichen nur der Abbau der 
Mono-aminomonocsrbonsauren aktiviert wird. In  weiteren Unter- 
suchungen hat sich das Semicarbazid als kraftiger Hemmkorper der 
gereinigten d-Aminosaure-oxydase erwiesen. 

Krebs (1. c.) hat die d-Aminosaure-oxydase weiterhin durch ihr 
Verhalten gegenuber Octylalkohol charakterisiert . So hat er nach- 
weisen konnen, dass der Abbau von Z-Asparaginsaure bei Verwendung 
von nativen Rsttennieren-Praparaten durch Octylalkohol gehemmt 
wird, wahrend der d-Valin-Abbau nicht beeinflusst wird. Wir konnten 
diese Ergebnisse durchaus bestgtigen. Die Erweiterung dieser Unter- 
suchungen auf andere Aminosauren und andere Enzympraparate 
zeigte jedoch, dass sich der d-Aminosaureabbau unter anderen 
Versuchsbedingungen durch Octylalkohol zum Teil sehr kriiftig 
hemmen lasst. 

Experimenteller Teil. 
1. Methoden .  

Die Versuchstechnik findet sich in den vorangegangenen Mitteilungen (1. c.) be- 
schrieben. Das in der 8. Mitteilung a19 Apoferment angegebene Praparat A wurde nach 
Negelein und Hriinzell) in verdiinnter Pyrophosphat-Losung extrahiert und das wirksame 
Fermentprotein bei pH = 5,l gefallt. Das Trockenpraparat dieser Reinigungsstufe (= PrB- 
parat c) blieb wahrend einiger Wochen aktiv. Als Coferment diente durch Phenolextraktion 
gereinigter Hefekochsaft. Auf je 10 mg des Trockenpriiparates wurde 0,15 em3 Hefe- 
Extrakt zugegeben. Zur Nessung des Sauerstoffverbrauches und der Ammoniakbildung 
verwendeten wir die Methoden nach Warburg und Conway, wie wir sie in den friiheren 
Mitteilungen beschrieben haben. Das Gesamtfliissigkeits-Volumen betrug in allen Fallen 
3 em3. Fiir alle Versuche verwendeten wir Phosphatpuffer pE = 8. Bei allen Versuchen 
mit Blausaure wurde das von Krehs angegebene Gemisch von Kaliumcyanid und Kalium- 
hydroxyd in den Eiiisatz des Warbury-Gefasses gegeben. 

Die Bereitung des Kierenhackbreies findet sich in der 3. Mitteilung beschriebena). 

2 .  A k t i v i e r u n g  d e r  o x y d a t i v e n  Desaminierung v o n  d-Alanin  d u r c h  
B 1 a u s a ti r e . 

Aus den folgenden Versuchen (Tabelle 1) geht hervor, dass der oxydative Abbau des 
d-iyanins durch Blausaure bei Vcrwendung von Reinenzym enorm gesteigert wird. Die 
Aktivierung tritt am deutlichsten in kleinen Enzymkonzcntrationen in Erscheinung. Wie 
aus Tabelle 1 ersichtlich ist, wirkt Cyanwasserstoff in 0,001-m. Konzentration optimal. 
Dass es sich tatsachlich um eine oxydative Desaminierung handelt, ist aus dem Verhaltnis 
Sauerstoff : Ammoniak, das dem errechneten Wert 1 : 2 entspricht, klar ersichtlich. 

Bioch. Z. 300, 225 (1939). 
2, Helv. 27, 1060 (1944). 



Enzym d-Alanin ~ KCK 
mg Mol Mol i 
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mm3 0,-Verbrauch I mm3 OrVerbrauch 
durch Ahtivierung 

bedingt abzuglich Leerwert 
_ _  ~ _ - ~ I_- ~ ~ ~~ ~~~ 

-~ 

B 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

4 I I 23 I 
mi ~ 346 1 +342 1 678 ' 

1000 j 

C 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

d-Alanin I KCPU' 
Mol Mol 

-- ~ _ _ _ _ _ _  

m/50 
m/50 

m/50 

m/50 I m/1000 
m/50 ' m/1000 
m/50 ! m/1000 
m/50 m/1000 
m/50 m/1000 

___- 

1 abzdglich Leerwert 
mm3 0,-Verbrauch durch Aktivierung I bedingt _ - _..____ ~_ _- -_ 

1101 1 
91 4 

143 686 1 
1 

31 I 

1124 
945 
966 
768 
396 

+ 23 
+ 31 
+ 280 
+ 625 
+ 365 

D 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

14 
63 

135 + 121 
227 + 213 
252 ~ +238 
212 + 198 
95 1 + 81 

1 
1 
1 
1 1 mi50 m/1000 j 
1 I m/50 m/3200 

1 1 mi50 m/12800 ~ 
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i mm3 O,-Verbrauch 
d-Alanin 1 Na,P,O, , abziiglich Leeme* 

Enzym 
mg 

HELVETICA CHIMICA ACTA. 

mm3 02Verbrauch- 
durch Aktivierung 

bedingt 

E 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

r I I I 
Enzym 1 d-Alanin mm3 0,-Verbrauch I mg I No1 j yf 1 abziiglichLeerwert 

2 1 m/50 
2 m/30 
2 I m/15 

m/50 1 m/30 
2 1 m/15 

m/1000 
m/1000 
m/1000 

61 
83 
76 

692 
847 
541 

mm3 0,-Verbrauch 
durch Aktivierung 

bedingt 
_________ 
~ = & ~  

+ 631 
+ 764 
+ 465 

3. Aktivierung der  oxydat iven  Desaminierung von d-Alanin durch  
Pyrophosphat .  

Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass das Pyrophosphat als kraftiger 
Aktivator der d-Aminosaure-oxydase wirken kann (Tabelle 2). Wiederum tritt der Stei- 
gerungseffekt vor allem bei Verwendung von Reinenzym und bei kleinen Enzymkonzen- 
trationen in Erscheinung. Parallel zur Steigerung des Sauerstoff-Verbrauchs lasst sich die 
vermehrte Ammoniakbildung nachweisen. Mit steigender Enzymkonzentration verringert 
sich der Aktivierungseffekt, so dass bei sehr hohen Enz.ymkonzentrationen der Reaktions- 
ablauf unbeeinflusst bleibt. 

Tabelle 2. 
-4ktivierung des d -  Alanin- Abbaues durch  Pyrophosphat.  

A 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

B 
Versuchsdauer 1 Stunde. 
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C 
Versuchsdauer 1 Stunde. 
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~ mm3 O,-Verbrauch i mm3 02-Verbrauch j d-Alanin I Na,P,O, ~ abziiglich Leerwert durch Aktivierung 
mg I 1 bedingt 

5 ~ :;:i 1 ~ 61 I 

2 , m/15 

2 I m/50 1 m/100 ~ 347 + 286 
2 m/30 ~ m/100 533 I +450 

2 i m/15 i m/100 ~ 583 i +507 

~~ _______ 

D 
Enzym: 15 mg Trockenpulver/l om3 Puffer (Praparat A). 

Coferment: 0.15 om3 Phenolextrakti50 me Pulver. Versuchsdauer: 2 Stunden. 

mi50 
0,25 0'25 ~ m/50 

mi100 

mil00 
_____ 

m400 

m/100 

mm3 0,-Verbrauch 
mm3 02-Verbrauch durch Aktiviermg 
abzuglich Leerwert beding, 

1299 I +185 

1294 1 +727 

740 +678 1 
I +274 1 

567 

~ ~ _ _ _ _ ~ - ~ ~ ~  
62 

- ~ _ _ -  

283 

4. H e m m u n g  d e s  o x y d a t i v e n  A b b a u e s  v o n  d-Alanin  d u r c h  S e m i c a r b a z i d .  
Bemerkenswerter Weise liess sich feststellen, dass, im Gegensatz zur Blausaure, 

Semicarbazid die roine d-Aminosaure-oxydase intensiv hemmen kann. 

Tabelle 3. 
H e m m u n g  d e s  o x y d a t i v e n  A b b a u e s  v o n  d-Alanin  d u r c h  Semicarbaz id .  

A 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

I 
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B 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

mung 

. __ 

5. H e m m u n g  d c r  d - A m i n o s l u r e - o x y d a s e  d u r c h  Octy la lkohol .  
Wir konnten dio Angaben von Iirebs bestatigen, wonach der Abbau von 1-Asparagin- 

skure bei Verwentlung von nativen Ratten-Nierenpraparaten durch Octylalkohol gchemmt 
wird, wlihrcnd der d-Valinabbau unboeinflusst bleibt. I n  Erweiterung seiner Untcrsuchun- 
gen liess sich nun zeigen, dass einerseits der d-Asparaginsaureabbau bci der Ratte und 
bairn Moerschweinchen durch Octylalkohol ebenfalls partiell gehemmt, und dass ausserdem 
unter geeignetcn Bcdingungen aueh der Abbau der d-Mono-zLminomonocarbonsauren 
kriiftig gehemmt wird. 

Tabelle 4. 
H o m m u n g  d c r  o x y d a t i v e n  D e s a m i n i e r u n g  v o n  Aminosauren  d u r c h  Octy l -  

a lkohol .  
A 

Itattennit:ren-Hackbrci ausgewaschen mit 1/3 Puffer versetzt pH := 7.0. 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

d-Aspa- 1 Octyl- 1 mm3 1 Diffc- 
alkohol 0,-Ver- Zf?: 1 cm3 1 brauch 1 lenz I 

-- 
Diffc- 
renz 

.. - 

+ 55 
+ 11 

+ 26 
+ 13 

.. ~ 

% 
Hem - 
mung 

- 13yu 

- 5oyo 

Praparat B (vgl. 8. Mitteilung, 1. ( 9 . ) .  

Enzym: 0,15 mg Trockcnpulver/l ems. 
Coferment : 0,25 cm3 Phenolextrakt/3 mg Pulver 
Pyrophosphat: m/20 prr -- 8,3. 
Versuchsdauer: 1 Ktunde. 

d-Alanin alkohol braurh abzug- 
cm3 lich Leerwert 

Enzym 
cm, 

- ~ _- - - - ~- ~ - - __ - 

2 849 1 

0,5 m/50 115 I 

588 I -261 1- -31"/, 1 
-~ 

2 
- -  

- 62% 
71 1 0,5 -- I - 
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6.  Gegensei t ige Beeinf lussung v o n  verschiedenen  E f f e k t o r e n .  
I n  Analogie zu den Untersuchungen, die wir in der 8. Mitteilung beschrieben haben, 

beeinflussen sich mehrere gleichzeitig zugesetzte Effektoren in sehr verschiedener Weise. 
Entsprechende Versuche iiber die Wirkung des Semicarbazids auf das aktivierte Enzym 
zeigen, dass das Ausmass des Hemmungseffektes je nach der Natur des Aktivators grossen 
Schwankungen unterliegt. 

169 

mm30,- 1 mm3 NH,- 
En- d-Ala- , KCN I I-Hi- Verbrauch 1 durch Akti- Bildung 1 durch Akti- Verbranch I mm3 NH3- Bildung I I  1 1 mm30,- 

Tabelle 5. 
Gegense i t ige  Beeinf lussung v o n  verschiedenen  Effek toren .  

A 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

B 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

mm3 '2- ~ mm3 NH,- 1 mm3 NH3- 
Bildung 

Leerwert zdys Leerwert 2:~: 
~ i mm30,- En- Pyro- Verbrauch 1 Verbrauch 

KCN , ;hg I abzhglich ~ durch Akti- , 2$?th durch Akti- 

1 

C 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

mm30,-  mm3NH3- mm3NH3- 

durch Akti- 
Semi- ' mm3 Verbrauch Bildung Verbrauch 1 Bildung 

durch Akti- 1 abzbglich 
Leerwert vierung 1 bedingt 

nin bazid 1 abzuglich 
Leerwert 2:~:  
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En- 
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I I mm3 0,- 
j Verbrauch durch Akti- d-Ala- I pyrO- 1 

D 
Versuchsdauer 1 Stunde. 

I vierung 
I bedingt 

2 1 mi50 1 m/100 113 247 I i 2 4 7  
2 I 4 5 0  1 

_ _ _ _ _ _ ~  - 
I ~ ~ _ _ - ~ _ _ _  

I ~ _ _ _  4 i  I O~ 
I 2 I m/50 I 

im/5OOi 214 1 1::; 1 424 1 +424 

2 I m/50 m/100 lm/5001 209 I +205 1 427 +427 
~ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  

I I ~ 

2 
2 

2 - 

-- 
d-Ala- 

nin 

___ ~- 

m/50 

m/50 
m/5O 

m/50 

- 

~ 

- 

m/500 1 214 1 +210 I 424 
lm/100i 3 - 1 58 

m/500 'm/1001 104 ' + 98 292 
____. ~ ~~ 

I /  ~ 

mm3 NH,- 
Bildung 

durch Akti- 
vierung 
bedingt 
~- 

+ 247 

+ 95 

mm3 NH3- 
Sildung 

durch Akti- 
vierung 
bedingt 

~~ 

:-;;;,I 
- 

7 .  Beeinflussung des  Abbaues verschiedener d-Aminosauren durch  KCN 
und  Pyrophosphat .  

Die Ausdehnung der Untersuchung iiber die Effektorenwirkung von Kaliumcyanid 
und Pyrophosphat auf andere Aminosauren hat ergeben, dass sich nur der Abbau der 
d-Mono-aminomonocarbonsauren aktivieren lasst. Es zeigte sich dementsprechend, dsss 
sich Cyanion und Pyrophosphat auch in dieser Beziehung den friiher beschriebenen Effek- 
toren analog verhaltenl). 

l) Helv. 28, 797 (1945). 
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Tabelle 6. 
Akt iv ie rung  d e s  A b b a u e s  verschiedener  Aminosi iuren d u r c h  KCN u n d  

P y r o p h o s p h a t .  

171 

Versuchadauer: 1 Stunde. Enzym: 2 mg/l cm3 Puffer. 

d- Aminosiiure 

_ ~ _ ~ ~ ~ _ _ _ _ _ _ _  . _ _ _ ~ . _  

d-Isoleucin . . . . . . . ' m/50 
d-Alanin . . . . . . . . m/50 
d-Valin. . . . . . . . . m/50 
d-Phenylalanin . . . . . m/50 
d-Le.ucin . . . . . . . . m/50 

d-ilrginin . . . . . . . . I m/50 
d-Histidin. . . . . . . . 1 m/50 
d-Asparaginsaure. . . . . m/50 

d-Histidin . . . . . . . . 

~ ~ ~- ~~ 

d-Isoleucin . , . . . . . I m/50 
d-Alanin . . . . . . . . m/50 
d-Valin . . . . . . . . . I m/50 
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8. A b b a u  v o n  d-Alanin  d u r c h  R o h i e r m c n t .  
Wie im lteinferment lasst sich auch im Rohferrnent zeigm, dass der Abbau von 

d-Alanyn durch Cyanion und Pyrophosphat gesteigert und durch Bemicarbaxid gehemmt 
wird. Die Unterschiede sind zwar bedeutcnd geringer, aber doch deatlich nachweisbar. 

Tabelle 7. 
A k t i v i e r u n g  d c s  t i - A l a n i n - A b b a n r s  d u r c h  KCN im Rohfcrment .  

A 

Versuchsdauer : 10 Minuten. 
Jhzym : 10 g Nierentrockenpulvcr/40 em3, Phosphatpuffer prr 8, 20 Minuten extrahiert . 

Enzym 
cm3 

I ,6 

d-Alariin i KCN 

m/50 m/25 
m/50 m/50 
m/50 ~ m/100 
m/50 mil 000 

mm3 0,-Vcr- 
brauch 

abzuglich 
Lccrwert 

285 

510 
465 
403 
319 

~~ 

mm3 0,-Ver- 
brauch 

durch Aktivic- 
rung brdingt 

t 225 
i- 180 
+ 118 
+ 34 

Enzym : 5 g Nierentrockenpulvcr/20 em3, 20 Minuten extrahiert. 
Versuchsdauer: 1 Stunde. 

I mm3 O,-Ver- mm3 O,-Ver- 

1 Leerwert rung bedingt 

brauch brauch 
KCN 1 abzuglich durch Aktivie- 

0,05 0 

0,05 

Tabelle 8. 
A k t i v i e r u n g  d e s  d - A l a n i n -  A b b a u e s  d u r c h  N a t r i u m p y r o p h o s p h a t  im R o h -  

f e r m c n  t. 
IEnzym : 10 g Nierentroclrenpulver/40 01113, Phosphatpuffer pH = 8, 20 Minuten extrahiert. 

Vcrsuchsdauer: 10 Minuten. 
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Tabelle 9. 
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H e m m u n g  d e s  d - A l a n i n - A b b a u e s  d u r c h  S e m i c a r b a z i d  im R o h f e r m e n t  
Enzym: 10 g Nierentrockenpulver/40 cm3, Phosphatpuffer p~ = 8, 20 Minuten extrahiert. 

Versuchsdauer : 10 Minuten. 

I"","" 1 i 
_ ~ _ _ _ _ .  _ ~ ~ ~ _ _ _ ~ ~ _ _  

0,5 I m/50 
0,5 1 m/50 1 m/30 

9 .  W e i t e r e  E f f e k t o r e n  d e r  d-Aminoskure-oxydase .  
Die Versuche mit Effektoren der d-Aminosaure-oxydase wurden noch auf andere 

Substanzen ausgedehnt. Dabei zeigte sich, dass Natriumcarbonat und Natriumhydrogen- 
carbonat sowie Natriumfluorid und Natriumacetat den Abbau von d-Alanin steigern 
konnen. Andererseits wirken Malonsaure und arsenige Saure als Hemmkorper des d- 
Alanin-Abbaues. Weiterhin hat sich gezeigt, dass Leicht- und Schwermetallionen in den 
ublichen Konzentrationen keinen Einfluss auf das Reinenzym ausiiben. 

Besprechung de r  Ergebnisse .  
In  der 6. Mitteilung haben wir aus der Tatsache der Aktivier- 

barkeit des Abbaues der d-Aminosaure-oxydase durch die verschieden- 
artigsten Proteine und Aminosauren die Vorstellung der komplexen 
Natur der d-Aminoskure-oxydase entwickelt. Aus den vorliegenden 
Untersuchungen geht nun hervor, dass auch die Blausaure, also eine 
korperfremde Substanz, ganz analog auf die d-Aminosaure-oxydase 
einwirken kann. Andererseits ist bekannt, dass die Blausaure als 
Komplexbildner in sehr variabler Weise mit Enzymen in Beziehung 
treten kann. Es scheint uns deshalb die Annahme berechtigt, dass 
das System Reinenzym-Blausaure ein Model1 der komplexen d-Amino- 
saure-oxydase darstellt . 

Im weiteren erwies sich das Pyrophosphat als kraftiger Aktivator 
der d-Aminosiiure-oxydase. Es scheint nicht ausgeschlossen, dass 
durch das Zusammenwirken des Pyrophosphats mit der d-Amino- 
saure-oxydase ein auch im Leben wirksamer Komplex auftreten 
kann. Dass dem Pyrophosphat grosse biologisehe Wirksamkeit zu- 
kommen kann, ist an zahlreichen Beispielen bekannt geworden. Wir 
erinnern an die Adenosin-di- u. tri-phosphate, an das Aneurin- 
pyrophosphat usw. Bemerkenswerterweise hat sich gezeigt, dass 
sich Semicarbazid im Vergleich zu Blausgure vollstandig gegensiitz- 
lich verhalt, indem sich nachweisen liess, dass es als kriiftiger In- 
hibitor der d-Aminosiiure-oxydase wirken kann. Das gegensatzliche 
Verhalten dieser beiden Carbonylreagentien weist daraufhin, dass 
diese Substanzen offenbar auch noch in anderer Weise rnit Enzymen 
in Beziehung treten konnen als durch Hauptvalenzbildung an eine 
Carbonylgruppe des Fermentes. 
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Kyebs hat als wichtiges Kriterium zur Charakterisierung der 
Z-Aminosiiure-oxydase neben der Blausiiure-Hemmung die hem- 
mende Wirkung des Octylalkohols hervorgehoben. Wir mochten 
nochmals betonen, dass wir seine Untersuchungen an Ratten-Nieren- 
praparaten in vollem Umfang bestatigen konnten. Die Tatsachen 
jedoch, dess unter anderen experimentellea Bedingungen die d-Amino- 
saure-oxydase einerseits durch Octylalkohol kraftig gehemmt und an- 
dererseits durch Blausaure aktiviert wird, lassen es fraglich erschei- 
nen, ob solche Kriterien zur Abgrenzung einzelner Enzym-Individuen 
geeignet sind . 

Zusammenfassung. 
1. Die gereinigte d-Aminosaure-oxydase lasst sich durch Blausaure 

2. Die Aktivierung erfolgt analog der Aktivierung durch Amino- 

3 .  Semicarhazid und Octylalkohol hemmen die gereinigte &Amino- 

und Pyrophosphat in eminenter Weise aktivieren. 

s5luren und Proteine. 

saure-ox ydase. 
Fraulein Frieda Nebiker sei fiir wertvolle Ethi l fe  bestens gedankt. 
Diese Arbeit wurde dem einen (A. W.) von uns durch ein Stipendium von der 

Stiftung l i i r  biologisch-medizinisehe Stipendien der Sehweizerisehen Akademae der medi- 
zinnisehen Wissensehaften ermoglicht, fur das er auch hier seinen herzlichsten Dank aus- 
sprechen mochte. 

Basel, im Dezember 1945 
Physiologisch-chemisches Institut der Universitat. 

23. Die Umsetzung des Caseins mit Formaldehyd. 
VI. Uber die Ursaehe des Versagens der Methode von Highberger und 

Retzzsch zur  quantitativen Bestimmung des Formaldehyds 
in geharteten Caseinen 

von Hs. Nitsehmann und H. Lauener. 
(21. XII. 45.) 

Bu Beginn unserer Untersuchungen uber die Umsetzung des 
Caseins mit Bormaldehyd bemiihten wir uns um die Ausarbeitung 
einer Methode zur quantitativen Bestimmung des vom Protein ge- 
bundenen Formaldehyds l). Fur formaldehydgegerbtes Hollagen lag 
eine sehr gute Analysenvorschrift von Bighberger und Retxsch2) vor, 
von deren Buverlassigkeit wir uns durch eigene Testversuche uber- 

l) Helv. 24, 237 (1941) und 26, 1069 (1943). 
2)  J. Am. Leather Chem. Assoc. 33, 341 (1938). 




