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D u r c h ko l o r imet r i s che T y r o s i n - B e s t i m m u n g w u r d e die W i r k u n g der T y r o s i n a s e auf 
vers ch iedene Substrate v e r f o l g t . In den untersuchten P r o t e i n e n : E ia lbumin , Casein, 
T a b a k m o s a i k v i r u s - P r o t e i n und Spaltprote in aus T a b a k m o s a i k v i r u s ist das im Pept id -
verband enthaltene T y r o s i n durch T y r o s i n a s e nicht oxyd ie rbar . D i e f e r m e n t a t i v e A k t i v i -
tät v o n P e p s i n w i r d durch T y r o s i n a s e - E i n w i r k u n g nicht spezi f isch gehemmt. 

Es ist anzunehmen, daß cyclische Aminosäuren, 
vor allem Tyrosin, eine besondere Bedeutung 

für die biochemischen Funktionen von Proteinen 
besitzen. So fanden H e r r i o t und N o r t h r o p 1 

und H e r r i o t 2 , daß Acetylierung mit Keten beim 
Pepsin zur Inaktivierung führt, wenn die Reak-
tion so weit fortschreitet, daß die OH-Gruppen des 
Tyrosins davon erfaßt werden. Ferner stellte 
H e r r i o t 3 fest, daß Jodierung des Pepsins eben-
falls zum Aktivitätsverlust führt. Dabei wird das 
Jod von den Phenylresten des Tyrosins aufgenom-
men; aus dem hydrolysierten Jodpepsin konnte 
Djjodtyrosin isoliert werden. 

Analoge Versuche wurden am Tabakmosaik-
virus (TMV) durchgeführt. A n s o n und S t a n -
l e y 4 studierten die Jodeinwirkung auf TMV 
und stellten fest, daß zwar eine Oxydation der SH-
Gruppen zur Disulfidstufe die pathogene Aktivität 
des Virusproteins nicht beeinflußt, daß jedoch die 
Einführung von Jod in die Tyrosinreste des Pro-
teins völligen Aktivitätsverlust und teilweise De-
naturierung bewirkt. Auch in diesem Falle reagie-
ren die Tyrosinreste unter Bildung von Dijod-
tyrosin. S c h r a m m und M ü l l e r 5 ' 8 berichteten 
über die Einwirkung von Keten und Phenyl-
isocyanat auf das TMV, wobei zunächst voll-
aktive Derivate der Aminogruppen erhalten wur-
den, ein Befund, der von M i l l e r und S t a n l e y 7 

bestätigt werden konnte. Der bei längerer Keten-
e!nwirkung beobachtete Aktivitätsverlust wurde 
von Schramm und Müller in Analogie zu den 
H e r r i o t s e h e n Arbeiten1-2 auf die Veresterung 
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der Hydroxylgruppen des Tyrosins zurückgeführt, 
ohne daß allerdings eine quantitative analytische 
Bestimmung der Umsetzungsrate geglückt wäre. 

Durch die zitierten Untersuchungen wurde ge-
zeigt, daß die intakten Tyrosinreste für die Aktivi-
tät. der Proteine notwendig sind. Es liegt daher der 
Gedanke nahe, durch genau definierte chemische 
Eingriffe in diese Tyrosinreste die Bedeutung die-
ser Gruppen für die biochemische Aktivität weiter 
zu studieren. 

Als derartiger spezifischer Eingriff wTurde die 
Wirkung der Tyrosinase angesehen. Bei diesem 
Ferment handelt es sich um eine denHämocyaninen 
verwandte kupferhaltige Oxydase, die den mole-
kularen Sauerstoff der Luft auf Phenole über-
trägt. Nach R a p e r (1923—1935) bewirkt die 
Tyrosinase am Tyrosin zuerst die Bildung von 
Dioxyphenylalanin (I), aus dem durch Dehydrie-
rung der beiden phenolischen OH-Gruppen das 
o-Chinon (II) entsteht. Dann erfolgt ein Ring-
schluß, wobei der freiwerdende Wasserstoff an die 
Chinon-Sauerstoffatome wandert (III). Diese 
Substanz wird wiederum dehydriert zu jener 
charakteristischen roten Substanz (IV), die bei der 
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Tyrosinase-Tyrosin - Reaktion stets beobachtet 
wird. Der weitere Weg, der zum Melanin als letz-
ter Stufe führt, geht dann ohne Mitwirkung des 
Ferments vor sich. 

Diese Reaktionsfolge spielt sich am freien 
Tyrosin als Substrat ab. In Proteinen ist das 
Tyrosin jedoch mit seiner Alaninkette im Peptid-
verband gebunden. Ein Ringschluß, entspr. dem 
Stoff III, könnte also dort nicht stattfinden, und 
es wäre zu erwarten, daß als Ergebnis der 
Tyrosinase - Einwirkung lediglich der Eintritt 
einer zweiten OH-Gruppe in die Tyrosinreste er-
folgt und der Vorgang bei dieser Dioxyphenyl-
alanin-Stufe stehen bleibt. 

Da die der OH-Gruppe im Tyrosin benachbarte 
Stelle, an die bei der Oxydation zum Dioxyphenyl-
alanin die zweite OH-Gruppe tritt, die gleiche ist, 
an der bei Jodierung das Jod eintritt, so liegt es 
auf der Hand, daß in der Tyrosinase-Einwirkung 
die Möglichkeit gegeben wäre, die Bedeutung die-
ser Stelle für die biologische Aktivität des betref-
fenden Proteins zu untersuchen. 

Zunächst wurde nun nach einer Reaktion ge-
sucht, die es gestatten sollte, die Bildung von Di-
oxyphenylalanin in Proteinen unter der Wirkung 
der Tyrosinase nachzuweisen. Geeignet erschien 
eine Farbreaktion mit Ammonmolybdat, die von 
R a e 8 zur Bestimmung von Adrenalin benutzt 
worden war und spezifisch für o-Diphenole ist. 
Weiterhin fällt die Folinsche Phenolreaktion bei 
Dioxyphenylalanin viel stärker aus als bei Tyro-
sin, so daß auch an dem verstärkten Ausfall die-
ser Reaktion der weitere Eintritt einer OH-Gruppe 
verfolgbar wäre. 

Bei der Prüfung der Reaktion Tyrosin—Tyro-
sinase wurde aber festgestellt, daß sich mit keinem 
der beiden Reagenzien eine Bildung von Dioxy-
phenylalanin nachweisen läßt. Das war auch 
nicht zu erwarten, da das primär gebildete Dioxy-
phenylalanin sofort weiter umgesetzt wird und 
keine analytisch nachweisbaren Konzentrationen 
erreicht. 

Auch bei den untersuchten Proteinen (Eialbu-
min, Casein und TMV) konnte selbst nach 24-stdg. 
Einwirkung der Tyrosinase keine positive Farb-
reaktion auf Dioxyphenylalanin beobachtet wer-
den. Allerdings war die Eigenfarbe der Versuchs-
ansätze ziemlich dunkel, hervorgerufen durch eine 
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schwärzliche Färbung der Fermentpräparate, die 
sich auch bei einer mehrere Stufen umfassenden 
Reinigung (s. Beschreibung der Versuche) nicht 
ausschließen ließ. 

Um nun sicher festzustellen, ob die Tyrosinase 
auf das im Peptidverband befindliche Tyrosin fer-
mentativ einwirkt, wurde die Abnahme des Tyro-
sins in den Hydrolysaten der entsprechenden Ver-
suchsansätze untersucht. B e r n h a r t 9 hat die 
Millonsche Reaktion auf Tyrosin zu einer quan-
titativen kolorimetrischen Mikromethode ausge-
arbeitet, bei der die zu untersuchenden Proteine 
einer alkalischen Hydrolyse unterworfen werden. 

Zunächst wurde festgestellt, daß Dioxyphenyl-
alanin, das erwartete Produkt der Reaktion mit 
Tyrosinase, in dem in Frage kommenden Konzen-
trationsbereich die Millon-Bernhartsche Reaktion 
nicht gibt. 

Ferner zeigte sich, daß diese Reaktion auch bei 
freiem Tyrosin, wenn es in Gegenwart von'Pro-
teinen bestimmt werden soll, negativ ausfällt. 
Durch die Abnahme des Tyrosins im Versuchs-
ansatz läßt sich daher die Tyrosinase-Wirkung 
bestimmen. Daraufhin wurden die Mischungen 
von Ferment und den jeweiligen Substraten 
(Tyrosin, TMV, TMV-Spaltprotein10 und Eialbu-
min) im ganzen hydrolysiert. Die bei Versuchs-
beginn gefundenen Tyrosingehalte setzen sich 
additiv aus dem Eigengehalt des Ferments, der als 
Blindwert betrachtet wird, und den Gehalten der 
Substrate zusammen. 

Beobachtet wurde, daß in dem Tyrosin-Tyro-
sinase-Ansatz der Tyrosingehalt im Verlaufe von 
8 Stdn. bis fast auf den Eigengehalt des Ferment-
präparats heruntergeht. Das Substrat-Tyrosin 
wurde also im Laufe dieser Zeit durch die 
Tyrosinase quantitativ umgesetzt." 

Bei den untersuchten Proteinen blieb der 
Tyrosin-Anfangswert jedoch über 24 Stdn. Ein-
wirkungszeit hinweg konstant. Es erfolgte also 
keine Umsetzung des Substrat-Tyrosins unter 
dem Einfluß der Tyrosinase. Nach diesen Ver-
suchen scheint Tyrosinase nicht imstande zu sein, 
an den Tyrosinresten in Proteinen oxydierend an-
zugreifen. Um dieses Resultat auch physiologisch-
chemisch zu stützen, wurde die Wirkung von 
Tyrosinase auf die Aktivität von Pepsin unter-
sucht. 

Als Substrat diente das TMV-Spaltprotein, das 
von einer 0,05-proz. Pepsinlösung bei pn 3,0 in 
etwa 6 Stdn. abgebaut wird. Pepsin, das über 



Nacht bei Ph6>5 (dem Optimum der Tyrosinase) 
der Wirkung von Tyrosinase ausgesetzt war, 
wurde mit solchem Pepsin verglichen, das un-
behandelt war, bzw. solchem, dem erst zu Ver-
suchsbeginn bei PH 3,0 (bei dem Tyrosinase un-
wirksam ist) eine entsprechende Menge Tyrosinase 
zugesetzt worden war. Beide tyrosinasehaltigen 
Pepsinpräparate zeigten eine geringe Hemmung 
in den ersten 2 Stdn. der Verdauung, während der 
Verlauf von der 3. Stde. an mit demjenigen der un-
behandelten Kontrolle gleichlaufend war. Eine 
spezifische Hemmung der Pepsinwirkung durch 
Tyrosinase wurde also nicht beobachtet. Die an-
fängliche unspezifische Hemmung kann auf die 
mit dem Tyrosinase-Präparat zugefügten Ballast-
stoffe zurückgeführt werden. 

Beschreibung der Versuche 

D a r s t e l l u n g d e r T y r o s i n a s e 

5 k g g u t g e w a s c h e n e K a r t o f f e l n w e r d e n mit der 
Schale durch den F l e i s c h w o l f g e d r e h t und mit Eis -
s tücken vermischt . Dann w i r d der Saf t abgepreßt , die 
aus fa l l ende Stärke a b z e n t r i f u g i e r t und die F l ü s s i g -
kei t mit 1 /4 ihres1 V o l u m e n s e i ska l tem C h l o r o f o r m 
20 Min. geschütte l t . W i c h t i g ist, daß eine innige 
D u r c h m i s c h u n g des P r e ß s a f t e s mit dem C h l o r o f o r m 
e r f o l g t . D a r a u f w i r d die H a u p t m e n g e des Ch lo ro -
f o r m s im Scheidetr i chter abge t rennt und der P r e ß s a f t 
in den E isschrank geste l l t . A m nächsten T a g e wi rd 
das herausgea l t e r te E i w e i ß zusammen mit Chloro -
f o r m r e s t e n a b z e n t r i f u g i e r t und der k lare Überstand 
mit so v i e l A m m o n i u m s u l f a t z. A . versetz t , daß die 
Sät t i gung 7 0 % b e t r ä g t (52 g auf 100 cm3 P r e ß s a f t ) . 
Dann w i r d z e n t r i f u g i e r t , das Sed iment in 0,1-proz. 
Natr iumcarbonat l ö sung ge lös t (aus 1,6 l P r e ß s a f t 
700 cm3 ge lös tes Sed iment ) und m e h r e r e T a g e lang in 
der Kä l t e g e g e n h ä u f i g g e w e c h s e l t e 0,1-proz. Natr ium-
carbonat l ösung d ia lys ier t , b is es f r e i v o n Sul fat ionen 
ist. D i e F e r m e n t l ö s u n g ist k lar , j edoch schwärz l i ch 
ge färbt . Sie ist im E i s s chrank e in ige W o c h e n haltbar , 
w o b e i die A k t i v i t ä t a l lmähl ich absinkt . 

B e s t i m m u n g der A k t i v i t ä t : Je 0,5 cm3 Ferment -
l ö s u n g w e r d e n einmal mit 4,5 cm3 P h o s p h a t - P u f f e r 
( p H 6,5) und einmal mit 4,5 cm3 gesät t ig ter T y r o s i n -
l ö s u n g in dem g le i chen P u f f e r verse tz t . A l s Maß f ü r 
die A k t i v i t ä t dient d i e Z e i t in Minuten, die bis zum 
ersten A u f t r e t e n e iner R o t f ä r b u n g in dem tyros in -
ha l t igen Ansatz , v e r g l i c h e n mit der Kontro l l e , auf -
tr itt . Be i den nach v o r l i e g e n d e r V o r s c h r i f t g e w o n -
nenen F e r m e n t p r ä p a r a t e n b e t r ä g t diese Z e i t e twa 
10 Minuten. 

Nach der Methode v o n W i l l s t ä t t e r und S t o 1 1 1 1 

w u r d e festgeste l l t , daß das F e r m e n t p r ä p a r a t f re i von 
P e r o x y d a s e war . E i n e w a s s e r s t o f f p e r o x y d f r e i e K o n -
t ro l l e e r g a b die g le i che P u r p u r o g a l l i n z a h l w i e der 
Versuchsansatz mit H 2 0 2 . 

M o l y b d a t r e a k t i o n a u f D i o x y p h e n y l -
a 1 a n i n 

A b g e s t u f t e Mengen einer 0,01-proz. L ö s u n g von 
Brenzcatechin oder D i o x y p h e n y l a l a n i n w u r d e n mit 
0,5 cm3 10-proz. A m m o n m o l y b d a t l ö s u n g verse t z t und 
auf 11 cm3 mit W a s s e r a u f g e f ü l l t . D i e G e l b f ä r b u n g 
w u r d e im l i chte lektr ischen L a n g e - K o l o r i m e t e r in 
10-mm-Mikroküvetten mit F i l t e r B G 5 g e g e n W a s s e r 
als V e r g l e i c h s l ö s u n g ko lor imetr i e r t , B i s zur K o n z e n -
tration von 0,5 mg Brenzcatech in b z w . 0,8 m g D i o x y -
phenylalanin e r w i e s sich das L a m b e r t - B e e r s c h e G e -
setz als gü l t ig . W a h r s c h e i n l i c h re i cht dessen G ü l t i g -
kei tsbere ich noch in erhebl ich h ö h e r e Konzentra t i onen 
hinauf . Bei P r ü f u n g v o n d i o x y p h e n y l a l a n i n h a l t i g e n 
L ö s u n g e n mit E i g e n f a r b e muß g e g e n eine entspr . v e r -
dünnte w ä ß r i g e B l i n d l ö s u n g dieser V e r s u c h s p r o b e 
ko lor imetr ier t werden . 

V e r f o l g u n g d e r T y r o s i n a s e - W i r k u n g 
d u r c h T y r o s i n - B e s t i m m u n g 

Je 0,5 cm3 der f o l g e n d e n Substrate w u r d e n mit 
0,25 cm3 Ferment und 0,25 cm3 B o r a t p u f f e r ( p H 7 ) v e r -
setzt : T M V 10 mg/cm 3 , Spa l tprote in d a r a u s 1 0 mit e t w a 
8,5 mg/cm 3 , E ia lbumin 10 mg / cm 3 u n d T y r o s i n gesät t ig t 
e twa 0,4 mg/cm 3 . Nach 0, 2, 4, 8 und 24 Stdn. w u r d e durch 
Z u g a b e von 1 cm3 50-proz. N a O H unterbrochen und 
anschl ießend durch 5-stdg. Erh i tzen im siedenden 
W a s s e r b a d hydro lys i e r t . A l s B l i n d w e r t w u r d e eine 
P r o b e von 0,25 cm3 F e r m e n t + 0,75 cm3 W a s s e r in 
g le icher W e i s e mit 1 cm3 50-proz. NaOH h y d r o l y s i e r t . 
Nach dem A b k ü h l e n w u r d e mit 3 cm3 7-n. Schwefe lsäure 
s o w i e mit 1,5 cm3 15-proz. HgSO* (ge l ö s t in 5-n. Schwe -
f e l s ä u r e ) versetzt . Dann w u r d e 10 Min. im s iedenden 
W a s s e r b a d erhitzt . Nach dem A b k ü h l e n w u r d e 10 Min. 
bei 3500 U/min z e n t r i f u g i e r t und v o r s i c h t i g a b g e g o s -
sen. Dann w u r d e je 1 cm3 7-n. S c h w e f e l s ä u r e und 

HO 

\30 

£ 
20 

TMV 
' ' " [ 

» P " H 
Spaltprotein 

— k 1 
Albumin 

» P " H 
Spaltprotein 

— k 1 
Albumin 

B/in 
—£ rosin 

B/in 

1 
1 2 3 V 5 6 7 SSidn. 

Abb . 1. E i n w i r k u n g von T y r o s i n a s e auf T a b a k m o s a i k -
v i rus , Tabakmosa ikv i rus -Spa l tpro te in , E ia lbumin und 
T y r o s i n . T y r o s i n - E i g e n g e h a l t der T y r o s i n a s e als 

B l indwert . 

0,2-proz. N a N 0 2 h i n z u g e f ü g t , umgeschütte l t , auf 11 cm3 

a u f g e f ü l l t und nochmals umgeschütte l t . Nach 15 Min. 
w u r d e in 10-mm-Mikroküvetten g e g e n W a s s e r als 
B l ind lösung mit dem Grünf i l t e r V G 9 ( S c h w e r p u n k t 
bei 530 mjx) im L a n g e - K o l o r i m e t e r ko l o r imetr i e r t . 
Abb . 1 ze igt die A b h ä n g i g k e i t der A b s o r p t i o n e n v o n 

11 R o n a , Fermentmethoden , Spr inger , Ber l in 1931, 
S. 379. 



der Einwirkungszeit der Tyrosinase. In dem Ver-
suchsansatz, der Tyrosin als Substrat enthält, geht 
der Tyrosingehalt auf den Blindwert (Tyrosin-Eigen-
gehalt des Ferments) zurück, während alle anderen 
Substrate keine Abnahme ihrer Tyrosingehalte unter 
dem Einfluß der Tyrosinase zeigen. 

P r ü f u n g d e r T y r o s i n a s e w i r k u n g a u f 
d i e f e r m e n t a t i v e A k t i v i t ä t v o n P e p s i n 

Eine Lösung von 0,5 g Pepsin in 5 cm3 10-proz. 
NaCl + 5 cm3 Glycerin wurde mit 500 cm3 Wasser ver-
dünnt. Von dieser Stammlösung wTurden 50 cm3 mit 
45 cm3 Phosphatpuffer (m/20, pH 6,5) und 5 cm3 Tyro-
sinase versetzt und 20 Stdn. bei Zimmertemperatur 
sich selbst überlassen. 

Am nächsten Tage wurde eine Probe der Pepsin-
Stammlösung mit Citratpuffer (m/10, 3,0) auf den 
gleichen Verdünnungsgrad wie der Versuchsansatz 
gebracht und weiterhin ein Ansatz gemacht, der eben-
falls mit dem Puffer pH 3,0 verdünnt wurde, aber 
außerdem die gleiche Tyrosinase-Menge enthielt wie 
der Versuchsansatz. Von diesen drei Pepsinproben 
wrurden je 15 cm3 mit 15 cm3 Citratpuffer (pH 3,0) ver-
setzt; als Substrat wurde 0,5 cm3 TMV-Spaltprotein 
hinzugefügt. Die dabei trübe werdenden Ansätze wur-
den in die 30-mm-Mikroküvetten des Lange-Kolori-
meters (mit Hals und eingeschliffenem Stopfen) ein-
gefül lt und bei 37° in den Brutschrank gestellt. Als 
Vergleichslösung diente bei den tyrosinasehaltigen 
Proben eine mit Wasser verdünnte Tyrosinaselösung 

von dem Verdauungsansatz entsprechender Konzen-
tration, bei der tyrosinasefreien Kontrolle Wasser. 
Unter Verwendung von einer Photozelle wurde die 
Durchlässigkeit der Vergleichslösungen jeweils auf 
100% eingestellt und die Aufhel lung der Trübung in 
den Verdauungsansätzen stündlich gemessen. 

Abb. 2 zeigt den Verlauf der Pepsineinwirkung auf 
das Substratprotein. Wie ersichtlich, erfahren die bei-
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Abb. 2. Aktivität von Pepsin, das der Wirkung von 
Tyrosinase ausgesetzt war. Versuch; 
tyrosinasehaltige, tyrosinasefreie Kontrolle. 

den tyrosinasehaltigen Proben eine Hemmung in den 
ersten zwei Versuchsstunden. Von da ab verlaufen 
alle drei Reaktionskurven etwa gleich. Eine spezi-
fische Hemmung des Pepsins, das vorher der Wirkung 
der Tyrosinase ausgesetzt war, ist nicht zu beobachten. 

Strahlenbiologische Versuche mit schnellen Elektronen 
und Röntgenstrahlen an Drosophila-Puppen 

V o n W O L F G A N G DITTRICH, W O L F G A N G P A U L , G O T T H O L D S A L Z u n d G E R H A R D SCHUBERT 

Aus der Universitäts-Frauenklinik Göttingen 
und dem II. Physikalischen Institut der Universität Göttingen 

(Z. Naturforschg. 4b, 226—229 [1949]; eingegangen am 14. April 1949) 

An 12—24 Stdn. alten Puppen von Drosophila melanogaster wurde nach Bestrahlung 
mit schnellen Elektronen (4 MeV) die Absterberate in Abhängigkeit von der Dosis be-
stimmt. Parallelversuche wurden mit Röntgenstrahlung (180 kV, 0,25 mm Cu) durch-
geführt. Die Halbwertdosis für schnelle Elektronen wurde etwas größer als die Halb-
wertdosis für Röntgenstrahlung gefunden. Der Unterschied liegt aber innerhalb der 
Ungenauigkeit, mit der der Absolutwert der Dosis bekannt ist. Die beobachtete wahr-
scheinlichste formale Trefferzahl ist für schnelle Elektronen kleiner als für Röntgen-
strahlung. Die Größe des formalen Treffbereiches wird angegeben. 

Die Puppe der Taufliege Drosophila melano-
gaster erschien uns nach den bisher in der 

Literatur niedergelegten Erfahrungen1 geeignet, 
die Wirksamkeit schneller Elektronen und Rönt-
genstrahlen auf biologische Objekte vergleichend 

1 A. L i e c h t i , W. M i n d e r u. J. H. M ü l l e r , 
Strahlenbiologische Versuche mit Drosophila-Puppen. 
Strahlenthera}). 63. 689 [1938]; A. L i e c h t i u. J. H. 
M ü l l e r , Strahlentherap. 57, 284 [1936]. 

zu überprüfen und die sich ergebenden Schädi-
gungskurven theoretisch zu deuten. 

In sämtlichen Versuchen 2 wurde ein genotypisch 
einheitlicher Wildstamm („normal Berl in" ) von Droso-
phila melanogaster benutzt. Das Heranzüchten der 
Larven erfolgte in weithalsigen Glasgefäßen auf 

2 Die experimentellen Untersuchungen wurden mit 
Unterstützung der Landesversicherungsanstalt Han-
nover durchgeführt. 


