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Uber die Einwirkung von Tyrosinase auf Proteine

Von Gustav-ApoLF KauscHE und FRrRIEDRICH HAHN
Aus dem Institut fiir Virusforschung, Heidelberg
(Z. Naturforschg. 4b, 223—226 [1949]; eingegangen am 7. Mai 1949)

Durch kolorimetrische Tyrosin-Bestimmung wurde die Wirkung der Tyrosinase auf
verschiedene Substrate verfolgt. In den untersuchten Proteinen: Eialbumin, Casein,
Tabakmosaikvirus-Protein und Spaltprotein aus Tabakmosaikvirus ist das im Peptid-
verband enthaltene Tyrosin durch Tyrosinase nicht oxydierbar. Die fermentative Aktivi-
tdt von Pepsin wird durch Tyrosinase-Einwirkung nicht spezifisch gehemmt.

Es ist anzunehmen, daf} cyclische Aminoséuren,
vor allem Tyrosin, eine besondere Bedeutung
fiir die biochemischen Funktionen von Proteinen
besitzen. So fanden Herriot und Northrop!
und Herriot? da Acetylierung mit Keten beim
Pepsin zur Inaktivierung fithrt, wenn die Reak-
tion so weit fortschreitet, dafl die OH-Gruppen des
Tyrosins davon erfalit werden. Ferner stellte
Herriot? fest, dall Jodierung des Pepsins eben-
falls zum Aktivitatsverlust fithrt. Dabei wird das
Jod von den Phenylresten des Tyrosins aufgenom-
men; aus dem hydrolysierten Jodpepsin konnte
Dijodtyrosin isoliert werden.

Analoge Versuche wurden am Tabakmosaik-
virus (TMV) durchgefiihrt. Anson und Stan-
ley* studierten die Jodeinwirkung auf TMV
und stellten fest, dafl zwar eine Oxydation der SH-
Gruppen zur Disulfidstufe die pathogene Aktivitéit
des Virusproteins nicht beeinflulit, dal jedoch die
Einfiihrung von Jod in die Tyrosinreste des Pro-
teins volligen Aktivitdtsverlust und teilweise De-
naturierung bewirkt. Auch in diesem Falle reagie-
ren die Tyrosinreste unter Bildung von Dijod-
tyrosin. Schramm und Miiller®® berichteten
iiber die Einwirkung von Keten und Phenyl-
isocyanat auf das TMYV, wobei zunéchst voll-
aktive Derivate der Aminogruppen erhalten wur-
den, ein Befund, der von Miller und Stanley?
bestitigt werden konnte. Der bei lingerer Keten-
enwirkung beobachtete Aktivitdtsverlust wurde
von Schramm und Miiller in Analogie zu den
Herriotsehen Arbeiten®? auf die Veresterung
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der Hydroxylgruppen des Tyrosins zuriickgefiihrt,
ohne dafl allerdings eine quantitative analytische
Bestimmung der Umsetzungsrate gegliickt wére.

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

Als derartiger spezifischer Eingriff wurde die
Wirkung der Tyrosinase angesehen. Bei diesem
Ferment handelt es sich um eine den Hamocyaninen
verwandte kupferhaltige Oxydase, die den mole-
kularen Sauerstoff der Luft auf Phenole iiber-
tragt. Nach Raper (1923—1935) bewirkt die
Tyrosinase am Tyrosin zuerst die Bildung von
Dioxyphenylalanin (I), aus dem durch Dehydrie-
rung der beiden phenolischen OH-Gruppen das
0-Chinon (II) entsteht. Dann erfolg’t ein Ring-
schlufl, 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 fithrt, 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 Ringschlufl, entspr. dem
Stoff III, konnte also dort nicht stattfinden, und
es wire zu erwarten, dall als KErgebnis 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, daB in der Tyrosinase-Einwirkung
die Moglichkeit gegeben wére, die Bedeutung die-
ser Stelle fiir die biologische Aktivitéit des betref-
fenden Proteins zu untersuchen.

Zunéchst 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
Rae® zur Bestimmung von Adrenalin benutzt
worden war und spezifisch fiir o-Diphenole ist.
Weiterhin fallt die Folinsche Phenolreaktion bei
Dioxyphenylalanin viel starker aus als bei Tyro-
sin, so daBl auch an dem verstérkten Ausfall die-
ser Reaktion der weitere Eintritt einer OH-Gruppe
verfolghar wére.

Bei der Priifung der Reaktion Tyrosin—Tyro-
sinase wurde aber festgestellt, dall sich mit keinem
der beiden Reagenzien eine Bildung von Dioxy-
phenylalanin nachweisen lafit. Das war auch
nicht zu erwarten, da das priméar 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-
ansétze ziemlich dunkel, hervorgerufen durch eine
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schwirzliche Farbung der Fermentpréparate, die
sich auch bei einer mehrere Stufen umfassenden
Reinigung (s. Beschreibung der Versuche) nicht
ausschliefen liel. V

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-
suchsansétze untersucht. Bernhart® hat die
Millonsche Reaktion auf Tyrosin zu einer quan-
titativen kolorimetrischen Mikromethode ausge-
arbeitet, bei der die zu unfersuchenden Proteine
einer alkalischen Hydrolyse unterworfen werden.

Zunichst wurde festgestellt, dall 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, dall diese Reaktion auch bei
freiem Tyrosin, wenn es in Gegenwart von Pro-
teinen bestimmt werden soll, negativ ausfallt.
Durch die Abnahme des Tyrosins im Versuchs-
ansatz 1aBt sich daher die Tyrosinase-Wirkung
bestimmen. Daraufhin wurden die Mischungen
von Ferment und den jeweiligen Substraten
(Tyrosin, TMV, TMV-Spaltprotein® 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, daBl in dem Tyrosin-Tyro-
sinase-Ansatz der Tyrosingehalt im Verlaufe von
8 Stdn. bis fast auf den Eigengehalt des Ferment-
pridparats heruntergeht. Das Substrat-Tyrosin
wurde also im Laufe dieser Zeit durch die
Tyrosinase quantitativ umgesetzt."

Bei den wuntersuchten Proteinen blieb der
Tyrosin-Anfangswert jedoch iiber 24 Stdn. Ein-
wirkungszeit hinweg konstant. Es erfolgte also
keine Umsetzung des Substrat-Tyrosins unter
dem EinfluB 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 stiitzen, wurde die Wirkung von
Tyrosinase auf die Aktivitit von Pepsin unter-
sucht.

Als Substrat diente das TMV-Spaltprotein, das
von einer 0,05-proz. Pepsinlésung bei py 3,0 in
etwa 6 Stdn. abgebaut wird. Pepsin, das iiber
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Nacht bei pg 6,5 (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 py 3,0 (bei dem Tyrosinase un-
wirksam ist) eine entsprechende Menge Tyrosinase
zugesetzt worden war. Beide tyrosinasehaltigen
Pepsinpriparate zeigten eine geringe Hemmung
in den ersten 2 Stdn. der Verdauung, wiahrend 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-
fangliche unspezifische Hemmung kann auf die

mit-dem Tyrosinase-Priparat zugefiigten Ballast-

stoffe zuriickgefiithrt werden.

Beschreibung der Versuche
Darstellung der Tyrosinase

5 kg gut gewaschene Kartoffeln werden mit der
Schale durch den Fleischwolf gedreht und mit Eis-
stiicken vermischt. Dann wird der Saft abgeprelt, die
ausfallende Stirke abzentrifugiert und die Fliissig-
keit mit !/, ihres Volumens eiskaltem Chloroform
20 Min. geschiittelt. Wichtig ist, da eine innige
Durchmischung des Prefisaftes mit dem Chloroform
erfolgt. Darauf wird die Hauptmenge des Chloro-
forms im Scheidetrichter abgetrennt und der Prefsaft
in den Eisschrank gestellt. Am néchsten Tage wird
das herausgealterte Eiweil zusammen mit Chloro-
formresten abzentrifugiert und der klare Uberstand
mit so viel Ammoniumsulfat z. A. versetzt, dall die
Sattigung 70% betriagt (52 g auf 100 cm3 PreBsaft).
Dann wird zentrifugiert, das. Sediment in 0,1-proz.
Natriumcarbonatlésung gelést (aus 1,6 I PreBsaft
700 cm? gelostes Sediment) und mehrere Tage lang in
der Kilte gegen hdufig gewechselte 0,1-proz. Natrium-
carbonatléosung dialysiert, bis es frei von Sulfationen
ist. Die Fermentlosung ist klar, jedoch schwérzlich
gefiarbt. Sie ist im Eisschrank einige Wochen halthar,
wobei die Aktivitdt allmahlich absinkt.

Bestimmung der Aktivitit: Je 0,5 cm® Ferment-
losung werden einmal mit 4,5 cm3 Phosphat-Puffer
(pg 6,5) und einmal mit 4,5 cm® geséttigter Tyrosin-
l6sung in dem gleichen Puffer versetzt. Als Maf} fir
die Aktivitit dient die Zeit in Minuten, die bis zum
ersten Auftreten einer Rotfarbung in dem tyrosin-
haltigen Ansatz, verglichen mit der Kontrolle, auf-
tritt. Bei den nach vorliegender Vorschrift gewon-
nenen Fermentpriaparaten betrigt diese Zeit etwa
10 Minuten. :

Nach der Methode von Willstidtter und Stollt
wurde festgestellt, dall das Fermentpriaparat frei von
Peroxydase war. Eine wasserstoffperoxydfreie Kon-
trolle ergab die gleiche Purpurogallinzahl wie der
Versuchsansatz mit H.0,.
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Molybdatreaktion auf Dioxyphenyl-
alanin

Abgestufte Mengen einer 0,01-proz. Losung von
Brenzcatechin oder Dioxyphenylalanin wurden mit
0,5 cm® 10-proz. Ammonmolybdatlosung versetzt und
auf 11 cm® mit Wasser aufgefiillt. Die Gelbfirbung
wurde im lichtelektrischen Lange-Kolorimeter in
10-mm-Mikrokiivetten mit Filter BG5 gegen Wasser
als Vergleichslésung kolorimetriert. Bis zur Konzen-
tration von 0,5 mg Brenzcatechin bzw. 0,8 mg Dioxy-
phenylalanin erwies sich das Lambert-Beersche Ge-
setz als giiltig. Wahrscheinlich reicht dessen Giiltig-
keitsbereich noch in erheblich héhere Konzentrationen
hinauf. Bei Priifung von dioxyphenylalaninhaltigen
Lésungen mit Eigenfarbe mull gegen eine entspr. ver-
diinnte wilrige Blindlésung dieser Versuchsprobe
kolorimetriert werden.

Verfolgung der Tyrosinase-Wirkung
durch Tyrosin-Bestimmung

Je 0,5 cm® der folgenden Substrate wurden mit
0,25 cm3 Ferment und 0,25 cm?® Boratpuffer (pg 7) ver-
setzt: TMV 10 mg/cm3, Spaltprotein daraus® mit etwa
8,5mg/cm3, Eialbumin 10 mg/em? und Tyrosin gesittigt
etwa 0,4mg/cm3. Nach 0, 2, 4, 8 und 24 Stdn. wurde durch
Zugabe von 1 cm3 50-proz. NaOH unterbrochen und
anschliefend durch 5-stdg. Erhitzen im siedenden
Wasserbad hydrolysiert. Als Blindwert wurde eine
Probe von 0,25 cm® Ferment+ 0,75 cm® Wasser in
gleicher Weise mit 1 cm® 50-proz. NaOH hydrolysiert.
Nach dem Abkiihlen wurde mit 3 cm?® 7-n. Schwefelsiure
sowie mit 1,5 cm3 15-proz. HgSO, (geldst in 5-n. Schwe-
felsdure) versetzt. Dann wurde 10 Min. im siedenden
Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde 10 Min.
bei 3500 U/min zentrifugiert und vorsichtig abgegos- *
sen. Dann wurde je 1 cm?® 7-n. Schwefelsiure und
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Abb. 1. Einwirkung von Tyrosinase auf Tabakmosaik-

virus, Tabakmosaikvirus-Spaltprotein, Eialbumin und

Tyrosin. Tyrosin-Eigengehalt der Tyrosinase als
Blindwert.

0,2-proz.NaNO, hinzugefiigt, umgeschiittelt, auf 11 cm3
aufgefiillt und nochmals umgeschiittelt. Nach 15 Min.
wurde in 10-mm-Mikrokiivetten gegen Wasser als
Blindlésung mit dem Griinfilter VG 9 (Schwerpunkt
bei 530 mu) im Lange-Kolorimeter kolorimetriert.
Abb. 1 zeigt die Abhiingigkeit der Absorptionen von

11 Rona, Fermentmethoden, Springer, Berlin 1931,
S. 379.
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der Einwirkungszeit der Tyrosinase. In dem Ver-
suchsansatz, der Tyrosin als Substrat enthilt, geht
der Tyrosingehalt auf den Blindwert (Tyrosin-Eigen-
gehalt des Ferments) zuriick, wihrend alle anderen
Substrate keine Abnahme ihrer Tyrosingehalte unter
dem Einflull der Tyrosinase zeigen.

Prifung der Tyrosinasewirkung auf
die fermentative Aktivitdt von Pepsin

Eine Losung von 0,5 g Pepsin in 5 cm® 10-proz.
NaCl + 5 cm3 Glycerin wurde mit 500 cm® Wasser ver-
diinnt. Von dieser Stammlésung wurden 50 cm® mit
45 cm® Phosphatpuffer (m/20, py 6,5) und 5 cm® Tyro-
sinase versetzt und 20 Stdn. bei Zimmertemperatur
sich selbst iiberlassen.

Am nidchsten Tage wurde eine Probe der Pepsin-
Stammlosung mit Citratpuffer (m/10, py3,0) auf den
gleichen Verdiinnungsgrad wie der Versuchsansatz
gebracht und weiterhin ein Ansatz gemacht, der eben-
falls mit dem Puffer py 3,0 verdiinnt wurde, aber
aullerdem die gleiche Tyrosinase-Menge enthielt wie
der Versuchsansatz. Von diesen drei Pepsinproben
wurden je 15 cm? mit 15 cm?® Citratpuffer (py 3,0) ver-
setzt; als Substrat wurde 0,5 em® TMV-Spaltprotein
hinzugefiigt. Die dabei triihe werdenden Ansitze wur-
den in die 30-mm-Mikrokiivetten des Lange-Kolori-
meters (mit Hals und eingeschliffenem Stopfen) ein-
gefiillt und bei 37° in den Brutschrank gestellt. Als
Vergleichslosung diente bei den tyrosinasehaltigen
Proben eine mit Wasser verdiinnte Tyrosinaselésung
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von dem Verdauungsansatz entsprechender Konzen-
tration, bei der tyrosinasefreien Kontrolle Wasser.
Unter Verwendung von einer Photozelle wurde die
Durchlidssigkeit der Vergleichslosungen jeweils auf
100% eingestellt und die Authellung der Triibung in
den Verdauungsansitzen stiindlich gemessen.

Abb. 2 zeigt den Verlautf der Pepsineinwirkung auf
das Substratprotein. Wie ersichtlich, erfahren die bei-
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Abb. 2. Aktivitit 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.

Stréhlenbiol-ogische Versuche mit schnellen Elektronen
und Rontgenstrahlen an Drosophila-Puppen

Von WoLFGANG DitTRICH, WOLFGANG PauL, GottHOLD SaLz und GERHARD SCHUBERT

Aus der Universitits-Frauenklinik Giéttingen
und dem II. Physikalischen Institut der Universitit Gottingen

(Z. Naturforschg. 4 b, 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 Abhiingigkeit von der Dosis be-
stimmt. Parallelversuche wurden mit Rontgenstrahlung (180 kV, 0,25 mm Cu) durch-
gefiihrt. Die Halbwertdosis fiir schnelle Elektronen wurde etwas griofier als die Halb-
wertdosis fiir Rontgenstrahlung gefunden. Der Unterschied liegt aber innerhalb der
Ungenauigkeit, mit der der Absolutwert der Dosis bekannt ist. Die heobachtete wahr-
scheinlichste formale Trefferzahl ist fiir schnelle Elektronen kleiner als fiir Rontgen-
strahlung. Die Griofle des formalen Treffhereiches wird angegeben.

Die Puppe der Taufliege Drosophila melanc-
gaster erschien uns nach den bisher in der
Literatur niedergelegten Erfahrungen! geeignet,
die Wirksamkeit schneller Elektronen und Ront-
genstrahlen auf biologische Objekte vergleichend

t A.Liechti, W.Minder u. J. H. Miller,
Strahlenbiologizche Versuche mit Drosophila-Puppen.
Strahlentherap. 63, 689 [1938]: A. Liechti u. J. H.
Miiller, Strahlentherap. 57, 284 [1936].

zu iiberpriifen und die sich ergebenden Schédi-
gungskurven theoretisch zu deuten.

In siimtlichen Versuchen? wurde ein genotypisch
einheitlicher Wildstamm (,,normal Berlin™) von Droso-
phila melanogaster benutzt. Das Heranziichten der
Larven erfolgte in weithalsigen Glasgefifien auf

2 Die experimentellen Untersuchungen wurden mit
Unterstiitzung der Landesversicherungsanstalt Han-
nover durchgefiihrt.



