1

BERICHTE UBER DIE VERHANDLUNGEN DER SACHSISCHEN
AKADEMIE DER WISSENSCHAFTEN ZU LEIPZIG

Machemalisch-nqturwissons'chaftliche Klasse
Band 103 - Heft 5

WOLFGANG LANGENBECK

ZUR BIOCHEMIE
DER SPURENMETALLE-:

AKADEMIE-VERLAG - BERLIN
1959



BERICHTE UBER DIE VERHANDLUNGEN DER SACHSISCHEN
AKADEMIE DER WISSENSCHAFTEN ZU LEIPZIG

Mathematisch-naturwissenschaftliche Klasse
“Band 103 - Heft 5

WOLFGANG LANGENBECK

ZUR BIOCHEMIE
DER SPURENMETALLE

Mit Diskussionsbeitrigen

und 4 Tabellen

AKADEMIE-VERLAG - BERLIN
1959



Vorgetragen in der Sitzung vom 23. Februar 1959
Manuskript cingeliefert am 23. Februar 1959
Druckreif erklart am 1. Juni 1959

Erschienen im Akademie-Verlag GmbH, Berlin W 1, Leipziger Str. 3-4
Copyright 1959 by Akademie-Verlag GmbH, Berlin
Alle Rechte vorbehalten
Lizenz-Nr. 202 - 100/740/59
Satz und Druck: 1V/2/14 - VEB Werkdruck Grifenhainichen - 1117
Bestellunummer: 2027/103/5
Preis: DM 1,—
Printed in Germany
ES18 G1



In den letzten Jahrzehnten ist man darauf aufmerksam geworden,
daB die Kulturpflanze und das Haustier zum guten Gedeihen mini-
maler Mengen gewisser Metalle bediirfen. Es sind vor allem Eisen,
Kupfer, Magnesium, Mangan, Zink, Kobalt und Molybdan, die man
unter dem Namen ,,Spurenmetalle’ zusammenfal3t!). Einige von
diesen Metallen, wie Eisen und Magnesium, kommen in den meisten
Ackerboden in erheblichen Mengen vor, aber es sind nur verhéltnis-
miBig kleine Mengen, die von der Pflanze aufgenommen werden. Man
hat die Spurenmetalle auch als ,,anorganische Vitamine‘* bezeichnet.

Mangel an Spurenmetall duBert sich bei Pflanze und Tier in
charakteristischen Erkrankungen. Zum Beispiel erkranken Schafe,
Ziegen und Rinder bei Kobaltmangel an einer Art Anémie, bei Kupfer-
mangel an der sogenannten Lecksucht. Auch bei den Kulturpflanzen
treten bei Kupfermangel charakteristische Entwicklungsstorungen auf.
Molybdin ist fiir die normale Eiweillsynthese der Pflanzen erforder-
lich. Es gibt noch viele andere Beobachtungen dhnlicher Art. Deshalb
geht man heute zu einer systematischen Diingung mit Spurenmetallen
iiber, wobei z. B. Riickstinde der Metallverhiittung verwendet werden.

Fiir den Biochemiker erhebt sich sofort die Frage, welche Bedeutung
denn nun die Spurenmetalle im Ablauf der Lebensvorgéinge haben,
welches der Mechanismus ihrer Wirkung ist. Wir kénnen diese Frage
heute eindeutig beantworten: Die Metalle sind als Bausteine von Fer-
menten unentbehrlich. Die ersten Beobachtungen iiber den Metall-
gehalt von Fermenten liegen schon mehrere Jahrzehnte zuriick.

Im Jahre 1928, also etwa vor 30 Jahren, hat Orto WARBURG in
seinem Atmungsferment einen Eisen-Porphyrin-Komplex nachgewie-
sen. Seit damals datiert der Begriff der Haminfermente, der aufler
dem Atmungsferment noch die Cytochrome, die Katalase und die
Peroxydase umfaf3t.

1) Vgl. E. J. UNpERWOOD, Trace Elements in Human and Animal Nutri-
tion, New York 1956. A. P. WinocraDOW und M. TRENEL, Spurenelemente
in der Landwirtschaft, Akademie-Verlag Berlin 1958.
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Die Methode von WARBURG war sehr originell. Er bestimmte nam-
lich das Absorptionsspektrum des Atmungsfermentes auf chemischem
Wege. Die Atmung, also die Sauerstoffaufnahme von Hefe, wird durch
Kohlenoxyd gehemmt. Die Hemmung kommt dadurch zustande, daB
das Atmungsferment an sein komplex gebundenes Eisenion das Kohlen-
oxyd anlagert und dadurch unwirksam wird. Durch Bestrahlung mit
Licht 148t sich die Bindung zwischen Kohlenoxyd und Eisen losen,
das Atmungsferment wird wieder frei und erneut wirksam. Das Licht
spaltet in diesem Sinne um so stdrker, je mehr es vom Atmungs-
ferment absorbiert wird. Die intensivste Spaltung, und damit die
stiarkste Reaktivierung des Atmungsferments tritt also bei den Wellen-
lingen der Absorptionsbanden auf. Bestrahlt man die Kohlenoxyd-
hefe mit Licht verschiedener Wellenldnge, so erhdlt man durch gleich-
zeitige Messung der Atmung ein ,,Wirkungsspektrum*‘, das in der Lage
und relativen Hohe der Absorptionsbanden mit dem optischen Ab-
sorptionsspektrum des Atmungsferments identisch sein muBl. Dieses
Wirkungsspektrum hatte nun eine auffallende Ahnlichkeit mit dem
Spektrum des Kohlenoxyd Hédmoglobins, womit der Himingehalt des
Fermentes nachgewiesen war.

Viel jiinger ist die Erkenntnis, daB die EiweiBanteile der Fermente,
also die Apofermente, hdufig spezifische und fiir ihre Wirkung un-
entbehrliche Metallionen enthalten. Es sind immer solche Metalle,
die zur Komplexbildung neigen, und es kann kein Zweifel bestehen,
daB sie auch in den Apofermenten komplex gebunden sind. AuBer
Eisen hat man noch Kobalt, Zink, Kupfer, Molybdén, Mangan und
Magnesium gefunden.

Man unterscheidet meist Metallenzyme von den Enzym-Metall-
komplexen. Metallenzyme enthalten die Metallionen sehr fest ge-
bunden. Die Metalle bleiben bei der Reinigung im Enzym und kénnen
z. B. spektralanalytisch nachgewiesen werden. Wiahrend der Reini-
gung beobachtet man eine annahernde Proportionalitét zwischen dem
Reinheitsgrad des Ferments und dem Gehalt an spezifischem Metall.

Enzym-Metallkomplexe geben dagegen ihre Ionen bei der Dialyse
leicht ab. Die Metallsalze miissen bei der Aktivitatsbestimmung er-
neut zugesetzt werden. Dabei wird das Ferment vollstindig reakti-
viert, und durch solche einfachen Messungen lassen sich die wirk-
samen Metallionen leicht feststellen. Bei den Metallenzymen ist nur
ein einziges streng spezifisches Metallion wirksam, wihrend in den
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Enzym-Metallkomplexen sich oft mehrere Metallionen gegenseitig
vertreten konnen.

In den Metallenzymen ist also das Metallion sehr fest, in den Enzym-
Metallkomplexen sehr locker gebunden. Man sollte nun annehmen,
daB es zwischen den beiden genannten Extremen alle Arten von Uber-
gingen mit allen moglichen Bindungsfestigkeiten der Metallionen gibt.
In der Tat scheint zu solchen Ubergangsenzymen die Schweineleber-
Esterase zu gehoren, mit der ich mich gemeinsam mit Herrn Dr. KARL-
ApoLr MULLER niher beschiftigt habe. Uber den Metallgehalt dieses
Enzyms war bisher noch nichts sicheres bekannt, wie iiberhaupt die
Hydrolasen in dieser Richtung noch wenig erforscht sind.

Als Substrat der Leberesterase dient der n-Buttersduremethylester,
dessen Verseifung zu Buttersédure und Methanol titrimetrisch gemessen
wird. Die freiwerdende Buttersiure wird dabei durch dauernde Zu-
gabe kleiner Mengen von n/100-Natronlauge neutralisiert, so daB ein
pr-Wert von 8 aufrechterhalten bleibt. Die Anzahl verbrauchter
cem 0,01 n-Natronlauge in 30 Minuten ist dann ein Ma@8 fiir die Alkti-
vitdt der Fermentlosung. Natiirlich findet die Verseifung in stark ver-
dinnter walriger Losung statt.

Das Verhalten der Schweineleber-Esterase bei der Dialyse ist bis-
her nur von dem Italiener RuFro?!) untersucht worden. Er dialysierte
einen Lebertrockenpulver-Extrakt gegen Wasser und stellte eine In-
aktivierung fest. Bei weiterer Dialyse nahm die Aktivitat wieder zu
und ging schlieBlich véllig verloren. Nach der ersten Inaktivierung
konnte das Enzym durch Kupferionen wieder aktiviert werden. Diese
Ergebnisse konnten wir nicht bestitigen.

Wir nahmen fiir unsere Versuche?) nicht einen einfachen Trocken-
pulverextrakt, sondern eine nach RosENGART u. Mitarb.3) wesentlich
gereinigte Esteraselosung, die wir zu unseren Versuchen stark ver-
diinnten. Durch Dialyse gegen Wasser konnten wir das Enzym nur
sehr langsam, aber kontinuierlich inaktivieren. Wesentlich schneller

') A.RurFo, Atti Reale Accad. Italia, Rend. Cl. Sci. fisiche, mat. natur.
4, 424 (1943).

%) Vorliufige Mitteilung: W. LANGENBECK und; K. A. M6LLER, Natur-
wiss. 45, 243 (1958). W. LaNcENBECK und K. A. MULLER Zeitschr. physiol.
Chem., im Druck.

3) W.I. RosENGART, S.A.KiBarpiN, E.J. BERNARDELLI und P. A.
FinoceNow, Doklady Akad. Nauk SSSR 82, 293 (1952).
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nahm die Aktivitdt bei der Dialyse gegen Phosphatpuffer nach So-
RENSEN ab. Dabei zeigte sich die Geschwindigkeit der Inaktivierung
von dem pgz-Wert des Puffers abhingig. Bei py 6-—8,5 ist sie am
groBten, oberhalb und unterhalb dieser Werte wird sie erheblich
kleiner. Beim Stehen der Fermentlosung mit Puffer ohne Dialyse
nahm die Aktivitat kaum ab.

Zur Dialyse wurden je 5 ccm verdiinnte Enzymlésung in Cellophan-
beuteln mit 1 Liter m/15 Phosphatpuffer bei 10° behandelt, wobei die
AuBlenlésung mechanisch geriihrt wurde.

Die bei der Dialyse gegen Phosphatpuffer inaktivierte Esterase-
lésung konnten wir durch Zugabe von 10—3 molaren Losungen von
Salzen des Zinks, Magnesiums, Nickels, Kupfers, Cadmiums, Kobalts,
Mangans, Silbers und Calciums nicht wieder aktivieren.

Nun galt es, Anhaltspunkte zu gewinnen, ob der Verlust an Akti-
vitit bei der Dialyse wirklich auf dem Weggang eines Metallions be-
ruhte. Wir haben deshalb Komplexbildner auf die Enzymlosungen
einwirken lassen. Auch die Phosphationen sind ja schon schwache
Komplexbildner, und man konnte die raschere Inaktivierung bei Dia-
lyse gegen Phosphat gut mit einer rascheren Herausnahme des Metall-
ions erklaren. In der Tat zeigt Tabelle 1, dal manche Komplexbildner
das Ferment inaktivieren, wenn auch nicht vollstiandig. Verhéltnis-
méBig am besten wirken Nitrosonaphthol und Salicylaldoxim.

Tabelle 1

Inaktivierung der Schweincleber-Esterase durch Kompiexbildner
nach 30 Min.

9o der Ausgangs-

Komplexbildner Konzentration albivitit
1-Nitroso-naphthol-(2) 5.1074 58
Salicylaldoxim 5.10-3 41
Alizarinsulfosidure : 10-3 66
8-Oxychinolin 10-2 62
2,2’-Dipyridyl 41072 76
Athylendiamintetraessigsiure 10-2 100

Diese Versuche waren also nicht besonders charakteristisch, auch
konnte man daraus keinen Schlul} ziehen, welches Metall in der Este-
rase enthalten ist. Wir kamen nun auf folgenden Gedanken: Wenn
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man die Enzymlésungen mit verschiedenen Metallsalzlosungen be-
handelt, so sollte ein Austausch zwischen dem Enzymmetall und dem
zugesetzten Metall stattfinden. Dabei miiiten die Fremdmetalle eine
Inaktivierung hervorrufen, das enzymeigene Metall dagegen nicht.
Die ersten Versuche waren allerdings nicht besonders ermutigend.
Tabelle 2 gibt die Versuchsergebnisse wieder. Es zeigte sich, daB alle
untersuchten Metalle nur wenig inaktivierten, mit Ausnahme des
Silbers und Quecksilbers.

Tabelle 2

Inaktivierung der Schweineleber-Esterase durch 10=3 molare
Metallsalzlosungen nach 30 Min.

% der Ausgangs-

Metall aktivitit
Magnesium 89
Calcium 95
Mangan 78
Kobalt 92
Nickel 89
Kupfer 63
Zink 82
Silber 30
Cadmium 84
Quecksilber 9
Chlormercuribenzoat 77

Wir versuchten nun durch mehrere Mafinahmen zu eindeutigeren
Ergebnissen zu kommen. Um einen besseren Metallaustausch zu er-
reichen, setzten wi» m/15 Phosphatpuffer zu und dehnten die Ver-
suchsdauer auf 70 bis 120 Stunden aus. Ferner entfernten wir das
Enzymmegall durch gleichzeitige Dialyse gegen einen groBen Uber-
schufl von Phosphatpuffer und Metallsalzlosung. Letztere wurde in
einer sehr geringen Konzentration von 10—> Mol pro Liter angewandt,
um Schidigungen des Enzyms zu vermeiden. Viel hoher darf die
Konzentration auch deshalb nicht sein, weil viele der untersuchten
Metalle mit dem Phosphatpuffer sonst schwerlosliche Niederschlige
geben wiirden. Das Ergebnis war nun ein ganz anderes und wie wir
glauben sehr eindeutiges. Tabelle 3 gibt die Durchschnittswerte der
Inaktivierungen in Prozent der Ausgangsaktivitiaten wieder. Mit jedem
Metall wurden eine Anzahl von Versuchen gleicher Art angestellt, und
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zwar mindestens 3 und hochstens 17, deren Ergebnisse sich nur um
wenige Prozent unterschieden. Man ersieht aus der Tabelle, daB die
meisten Metalle die Aktivitdt auf wenige Prozent herabdriicken, nur
Kobalt, Nickel und Silber erhalten die Aktivitdt zum gréBeren Teil.

Wir maBlen dann in der gleichen Weise auch die zeitliche Abnahme
der Aktivitdt. Auch hierbei zeigte sich, dall bei der Dialyse gegen
Kobalt-, Nickel- und Silberlosungen die Aktivitat fast konstant blieb,
wahrend sie mit Kupfer, Calcium, Eisen(III) und reinem Puffer stin-
dig abnahm.

Tabelle 3

Inaktivierung der Schweineleber-Esterase durch Dialyse gegen 10~% molare
Metallsalzlésungen in m/15 Phosphatpuffer pg 7 (72—120 Stunden)

9% der Anfangs- Anzahl der
Metall aktivitat Versuche
Magnesium 5,3 7
Aluminium 3,8 14
Calcium 0,8 15
Chrom 49 8
Eisen(IT) 1,6 8
Eisen(III) 4,3 16
Mangan 5,3 6
Kobalt 85,0 17
Nickel 56,0 16
Kupfer 5,1 15
Zink 3,6 6
Silber 78,0 16 .
Cadmium 6,0 7
Quecksilber(II) 6,9 7
Palladium 3,0 3

Diese Ergebnisse waren fiir uns in mehrfacher Hinsicht unerwartet.
Es ist zwar leicht zu verstehen, daB die chemisch nahe verwandten
Metalle Kobalt und Nickel sich auch im Enzymversuch éhnlich ver-
halten. Dagegen féllt das Silber ganz aus der Reihe, es hat weder
nach seiner Wertigkeit noch nach seinem Ionenradius mit Kobalt
irgendeine Ahnlichkeit. Hochstens konnte eine Beziehung in der Kom-
plexbildungstendenz bestehen. DaB bei einem fritheren Versuch (Ta-
belle 2) gerade das Silber deutlich inaktivierte, beruht zweifellos dar-
auf, daB bei dem Versuch ohne Dialyse die Silberkonzentration viel
hoher war.
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Merkwiirdig ist auch, daB nicht ein einziges, sondern drei Metalle
die Aktivitit erhalten. Man muB annehmen, daB sie sich gegenseitig
vertreten kénnen, und daB hierbei die Aktivitdt fast dieselbe bleibt.
Die Spezifitit der Metallionen ist also bei der Esterase nicht so groB,
wie bei den anderen Metallenzymen. Es besteht schon eine Ahnlich-
keit mit den Enzym-Metallkomplexen. Zum Unterschied von diesen
ist aber die Esterase ohne das enzymeigene Metall nicht stabil. Ent-
fernt man das Metall ganz oder ersetzt es durch ein inaktives Fremd-
metall, so geht das Ferment rasch zugrunde, vielleicht durch Ande-
rungen der Feinstruktur. Dies ist wohl auch der Grund dafiir, daBl
die wirksamen Metallionen friither nicht festgestellt werden konnten.
Da die Leber verhaltnismaBig reich an Kobalt ist, nehmen wir an,
daB dieses Metall in der nativen Schweineleber-Esterase enthalten ist.

Man konnte aber immer noch der Ansicht sein, dal unser Ergebnis
iiberhaupt nichts mit dem wirksamen Metallion der Leberesterase zu
tun hat, sondern dafl durch Kobalt, Nickel und Silber nur irgend-
welche enzymschadigenden Stoffe inaktiviert werden. Um diesen Ein-
wand zu widerlegen, hat Herr Dr. Kurtr LANGE im physiologisch-
chemischen Institut der Universitdt Rostock dieselbe Methode auf
ein Enzym angewandt, dessen wirksames Metall durch Reinigung und
spektroskopische Untersuchung einwandfrei festgestellt ist. NEGELEIN
und Wurrr!) haben die Hefe-Alkoholdehydrogenase in reiner und
kristalliner Form isoliert, und VALLEE und Hocu2) konnten zeigen,
daB Zink ihr charakteristisches Metallion ist. Das Apoferment der
Alkoholdehydrogenase (ADH) iibertrigt zwei Wasserstoffatome des
Athylalkohols auf das Coferment Diphospho-pyridin-nucleotid (DPN),
das dabei in die Hydroverbindung iibergeht, wihrend der Alkohol
zu Acetaldehyd dehydriert wird:

H + ADH / -
CH, ¢_H4+DPN "5 cHC +DPN.H4+H®.
\oH No

Das DPNH zeigt eine Lichtabsorption im blauen Spektralgebiet
bei 366 myu. Die Messung der Extinktion bei dieser Wellenldnge er-

1) E. NEGeLEIN und H. J. Worrr, Biochem. Z. 289, 436 (1936); 293,
351 (1937).

?) B. L. VALLEE und F. L. HocH, J. Amer. chem. Soc. 77, 821 (1955).
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moglicht also eine Konzentrationsbestimmung und damit eine Be-
stimmung der Aktivitat des ADH-Apoferments.

Durch Dialyseversuche gegen verschiedene Phosphatpuffer fanden
wir die starkste Abnahme der Aktivitit von ADH bei py 5,4. Bei
diesem p-Wert dialysierten wir deshalb eine verdiinnte ADH-Losung
gegen 2,5 - 10—° molare Metallsalzlosungen.

Tabelle 4
Dialyse der Hefe-Alkohol-Dehydrogenase gegen 2,5. 10~% molare
Metallsalzlésungen in m/15 Phosphatpuffer p,; 5,4 (120 Std.)

% der Anfangsaktivitit

Metall
mit Dialyse ohne Dialyse
Magnesium < 1 88
Aluminium < 1 89
Calcium 3 2
Chrom 3 73
Mangan < 1 79
Kobalt < 1 91
Nickel < 1 95
Zink 20) 94
Cadmium ~ 1 9

Tabelle 4 zeigt, daBl bei der Dialyse gegen die meisten Metalle nach
120 Std. die Aktivitat fast vollstdndig verschwindet, nur mit Zink
bleibt sie zu 209/, erhalten. Dafl auch mit Zink ein Aktivititsverlust
eintritt, hingt mit der angewandten Metallionen-Konzentration zu-
sammen. Mit 10—% molaren Losungen ist der Verlust noch wesentlich
groBer. Offenbar geniigt auch die 2,5 - 10—5 molare Konzentration des
Zinks noch nicht ganz, um ein Abwandern von Zinkionen aus dem
Apoferment zu verhindern. Viel hoher konnten wir aber wegen der
Schwerloslichkeit des Zinkphosphats mit der Konzentration nicht
gehen. Auf jeden Fall geht ja auch schon aus unseren Versuchen die
Sonderstellung des Zinks eindeutig hervor. Sie kann nur so zu er-
kliren sein, dafl Zink das enzymeigene Metall der Alkoholdehydro-
genase ist. Auch die Messung der zeitlichen Aktivitdtsabnahmen be-
stiatigt dies. Bei Gegenwart von Calcium, Chrom, Aluminium und
Cadmium hélt sich die Aktivitdt nur bis zu 50 Stunden, beim Zink
beginnt sie erst nach 90 Stunden abzunehmen.

Das Ergebnis der ,,Austauschdialyse®, wie wir unsere Methode
nennen, stimmt also mit dem der rein analytischen Methode iiber-
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ein. Wir mochten daraus schlieBen, daBl sich die Austauschdialyse
auch in anderen Fillen mit Erfolg wird anwenden lassen, ndmlich
immer dort, wo die unmittelbare Analyse aus irgendwelchen Griinden
nicht angewandt werden kann. Solche Fille liegen vor, wenn das
biologische Material nicht in geniigend groen Mengen beschafft werden
kann, um eine Reinigung und Kristallisation des Ferments herbei-
zufiihren. Die Austauschdialyse mul} auch iiberall dort angewandt
werden, wo bei der Dialyse eine irreversible Inaktivierung eintritt,
wie eben gerade bei der Leberesterase. Hat man einmal das enzym-
eigene Metallion mit unserer Methode festgestellt, so darf man hoffen,
das betreffende Ferment durch dauernden Zusatz des Metallions wéh-
rend der ganzen Reinigung stabil zu erhalten. Eine weitgehende Reini-
gung der Leberesterase ist ja bisher gerade deshalb nicht gegliickt,
weil ihre Aktivitit wihrend des Reinigungsprozesses immer mehr ab-
nahm.

Der Katalyse-Chemiker kann sich aber mit dem bloBen Nachweis
von Metallionen in Enzymen nicht zufrieden geben. Er mochte viel-
mehr wissen, welche Funktion diesen ITonen zukommt. Es kann sich
natiirlich nur um eine katalytische Funktion handeln. Auch einfache
Metallionen ohne Ferment haben héufig schon eine katalytische Wir-
kung, die aber, verglichen mit den Enzymen, nur sehr geringfiigig
ist. Es sieht also so aus, als wiirde die Aktivitit der Metallionen durch
komplexe Bindung an das Apoferment gewaltig gesteigert. Aufgabe
des Chemikers ist es nun zu untersuchen, ob die Steigerung der Akti-
vitit durch homplexbﬂdung etwa ein allgemeines chemisches Gesetz
ist. Das ist nun durchaus nicht der Fall. Zum Beispiel geht die Wir-
kung der Eisenionen durch Komplexbildung mit Cyanionen vollig
verloren. Es muf} also andere Gesetzméifigkeiten geben, welche die
Komplexkatalyse beherrschen. Man wird sie nur an einfachen Kom-
plexen feststellen konnen, bei denen sich die Ursache der Aktivitat
eindeutig erkennen lifit. Wir haben in der letzten Zeit zahlreiche
Versuche mit Metallkomplexen ausgefithrt und glauben dabei eine
Vorbedingung gefunden zu haben, die erfiillt sein mul}, wenn ein
Komplex katalytisch aktiv sein soll. Der Komplex mull ndmlich eine
Koordinationsliicke besitzen, die gar nicht oder nur locker besetzt
ist, damit sich das Substrat dort an den Katalysator anlagern kann.

Darunter hat man folgendes zu verstehen: Jedes Metallion hat eine
charakteristische Koordinationszahl, die ausdriickt, wie viele Atom-
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gruppen sich an das Ion anlagern koénnen. Sie ist z. B. beim Kobalt
= 6, beim Kupfer — 4. Wahlt man nun als komplexbildende Ver-
bindung eine solche, die mehrere komplexbildende Atome oder Grup-
pen enthilt, so erhidlt man sogenannte Chelate, die meist viel stabiler
sind, als die einfachen Komplexe. Um ein Chelat mit Koordinations-
liicke zu bekomnic, nimmt man einen Komplexbildner, der nicht
ganz so viele komplexbildende Gruppen enthélt wi~ die Koordinations-
zahl des Metallions betrigt. Ein Beispiel wird das sofort klarmachen.

Pavr Prerrrer hat frither den Salicylaldehyd mit Athylendiamin
kondensiert und das Salicylaldehyd-dthylendiimin mit Kobaltsalzen
zu Chelaten vereinigt. Der Komplexbildner besetzt von den 6 Koordi-
nationsstellen des Kobalts nur 4, wiahrend 2 offenbleiben bzw. von
Wasser locker besetzt werden. Wir haben, um die Verbindung wasser-
l6slich zu machen, noch zwei Sulfogruppen eingefiihrt und auf diese
Weise folgenden ,,Chelatkatalysator® erhalten:

Na0,8—4 > 0. — ¢ SO N
208— ‘\.Me‘/O >,// SO Na
CH—N N—CH

|
EH2 _CH,

Das Kobaltchelat war bei gewissen katalytischen Reaktionen des
Wasserstoffperoxyds 10000mal wirksamer als die freien Kobaltsalze.
Hier haben wir also einen besonders lehrreichen Fall, wie durch Kom-
plexbildung die katalytische Aktivitit eines Metallions sehr verstirkt
wird. ) '
Mit demselben Typ von Chelaten konnten wir in der letzten Zeit
nun auch eine Reaktion deutlich beschleunigen, die bereits mit der
Alkohol-Dehydrogenase in nahem Zusammenhang steht. Benzyl-di- .
hydro-nicotinsédure-amid wird bei Gegenwart von 9-Methylflavin
durch Luftsauerstoff oxydiert, wobei Wasserstoffperoxyd und Benzyl-
nicotinsédure-amid entstehen:
CH,
HC ¢ CONH, o
" o +0,+u® FFevI 7 —CONH, 56
\N/ + Chelat \\/ + He0p
N©®

&H?‘ CeH, CH,—C,H,
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‘Diese Reaktion, die ein Modell fiir einen Teil der Atmungskette dar-
stellt, wird durch Zinkionen kaum beeinflufit, durch das Zinkchelat
des Sulfosalicylaldehyd-dthylendiimins aber immerhin auf den drei-
bis vierfachen Wert beschleunigt. Benzyl-dihydro-nicotinsidure-amid
ist ein vereinfachtes Modell fiir das hydrierte Coferment DPNH, das
ja, wie wir sahen, unter der Wirkung der Alkohol-Dehydrogenase ent-
steht. Seine Bildung wird in der Natur durch ein Apoferment be-
schleunigt, das ebenfalls ein Zinkchelat, und zwar das eines Eiweil3-
korpers ist. Es ist sehr bemerkenswert, dafl in beiden Féllen von
Wasserstoffiitbertragung das Zink wirksam ist. Das ist doch ein Zeichen,
daB hier engere Beziehungen im Wirkungsmechanismus bestehen, auch
wenn im Modellversuch die Aktivitdten natiirlich viel geringer sind,
und neben Zink auch das Cadmium und das Molybdan katalysieren.
Zweifellos handelt es sich um ein Apoferment-Modell.

Kurz erwihnen mochte ich nur noch, dafl wir auch Aminosiduren
und Peptide mit Erfolg zu dhnlichen Versuchen heranziehen konnten,
die ja in ihrer Konstitution den Apofermenten viel niher stehen. Es
sind also schon eine Reihe von Chelatkatalysen hekannt, welche die
Wirkung der Metallionen in Metallenzymen unserem Verstdndnis
niher riicken.

Der letzte Teil meines Vortrages sollte zeigen, dafl man am besten
die analytischen Versuche an den Enzymen mit synthetischen Ver-
suchen an einfachen Enzymmodellen kombiniert. Keine Methode fiihrt
fir sich allein zum Ziel, aber mit beiden gemeinsam wird es vielleicht
moglich seiy, sowohl die Aktivitat als die Spezifitit der Fermente zu
verstehen. Zur Zeit sind wir allerdings von diesem Ziel noch weit
entfernt.

Gestatten Sie, daB ich zum Schlul noch ganz kurz auf Zukunfts-
aufgaben der Spurenmetallforschung eingehe. Es wird vor allem nétig
sein, die quantitative Seite der Lehre von den Spurenmetallen zu
entwickeln. Wir kennen zwar bei vielen Fermenten genau die stochio-
metrischen Mengen der darin enthaltenen wirksamen Metallionen,
aber bei lebenden Organismen fehlen bisher alle Zahlenangaben iiber
den Minimalbedarf an Spurenmetallen. Fiir die Vitamine sind solche
Zahlen genau bekannt. Man interessierte sich friihzeitig fiir diese
Werte, weil die notwendigen Minimalmengen nicht in jeder Nahrung
mit Sicherheit enthalten sind. Es war eine wichtige Aufgabe der
Lebensmittelchemie, durch genaue Bestimmung der Bedarfszahlen
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und der Vitamingehalte in Nahrungsmitteln die tigliche Deckung des
Bedarfs sicherzustellen.

Bei den Spurenmetallen ist dies anders. Ein unmittelbares prak-
tisches Bediirfnis fiir die Feststellung der Minimalbedarfszahlen liegt
zunichst nicht vor, weil wir im allgemeinen immer einen Uberschuf
an Spurenmetallen mit der Nahrung zu uns nehmen. Trotzdem ist
es bei genauerer Betrachtung fiir die Medizin notwendig, diese Zahlen
zu kennen. Wir wissen seit langem, daff manche Krankheitserreger
einen anderen Vitaminbedarf haben als der Mensch. Is ist durchaus
denkbar, daB dies auch fiir den Bedarf an Spurenmetallen zutrifft.
Wiire z. B. der Bedarfirgendwelcher pathogener Organismen oder auch
der Krebszellen an einem oder mehreren Spurenmetallen groer als
im normalen menschlichen Gewebe, so kénnte man die Therapie durch
eine Diit unterstiitzen, die beziiglich der Spurenmetalle an der unteren
Grenze der Vertriglichkeit liegt.

Der einfachste Weg zur Feststellung der Metallbedarfszahlen scheint
auf den ersten Blick die Analyse von Aschebestandteilen der Orga-
nismen selbst zu sein. Uber solche Analysen von normalen und patho-
logischen Geweben gibt es eine riesige Literatur, die recht unerfreulich
ist. Die Angaben der einzelnen Autoren gehen sehr weit auseinander
und widersprechen sich oft. Wir wissen heute auch, worauf dieser
MiBerfolz beruht. Jede lebende Zelle besitzt die Fiahigkeit, tiber ihren
unmittelbaren Enzymbedarf hinaus Spurenmetalle durch komplexe
Bindung zu speichern. Je nach der aufgenommenen Nahrung kénnen
also die Metallmengen sehr verschieden sein.

Der einzige Weg zu einer exakten Bestimmung der minimalen Be-
darfsmengen besteht darin, dafl man die betreffenden Organismen
lingere Zeit mit einer Nahrung von genau bekanntem Metallgehalt
erndhrt und zusieht, wie weit man ohne Schidigung mit den Metall-
konzentrationen heruntergehen kann.

Solche Versuche werden bei Mikroorganismen und Gewebskulturen
zweifellos méglich sein. Man kann voraussehen, daf sie bei Versuchs-
tieren viel schwieriger sein werden, aber es wird trotzdem niitzlich
sein, sie in Angriff zu nehmen.



DISKUSSIONSBEITRAGE

AnTON ARLAND: Im Rahmen unserer Versuche hatten wir Gelegen-
heit festzustellen, dall bei Hafer durch bestimmte CuSO,-Gaben
starker Manganmangel auftrat. Naheres hieriiber wird in Kiirze
Herr Dr. ENzMANN in einer groBleren Abhandlung ausfithren, ins-
besondere auch im Hinblick auf die Erklirung dieser Wechselwirkung.
Weitere Untersuchungsbefunde liefen erkennen, dafl die Spuren-
metalle die Wasserabgabe der Pflanzen in Dampfform in hohem
MaBe beeinflussen. Optimale Gaben von Spurenmetallsalzen be-
wirkten ganz besonders niedrige relative Transpiration. Analysen
von Heuproben aus Weidepflanzenbestinden ergaben oft sehr er-
heblichen Mangel an Spurenmetallen. Im Hinblick auf die groBe
wirtschaftliche Bedeutung dieses Tatbestandes wird dieses Problem
Gegenstand von Gemeinschaftsuntersuchungen sein, an denen sich
auch das Institut fuar Tierernihrung der Landwirtschaftlichen
Fakultidt in Jena beteiligt.

Max Boreer: Da das Zink im Insulin organisch gebunden ist,
miiBte man durch eine Zinkbestimmung im Blute vielleicht einen
Hinweis auf die Menge des zirkulierenden Insulins gewinnen koénnen.
Es kime nur darauf an, dieses organisch gebundene Insulin-Zink von
den tiibrigen Zinkkomponenten des Serums zu trennen.

Enthilt auch das Glukagon nach Threr Auffassung Zink?

WorrcaNGg LANGENBECK: Zink ist auler im Insulin in vielen
anderen Proteinen gebunden. Eine Trennung wird kaum moglich
sein. Auch das Glukagon enthilt Zink.

KurT ScHwABE: Der Austausch von Schwermetallionen zwischen
dem Enzym und der Dialysatorfliissigkeit wére meines Erachtens
leicht dadurch nachzuweisen, dall man die Losung der Ionen im
Dialysiergefal markiert. Besonders giinstig liegen die Verhiltnisse
bei Kobalt. Auf diese Weise kannte man den Nachweis eines Ionen-
austausches meines Erachtens noch viel eindeutiger fiihren.

ArTHUR SiMoN: Durch den Zusatz von Phosphorsdure zu den
Schwermetallsalzlosungen wird die Dissoziation derselben als Phos-
phate auf einen minemcalen Betrag licrabgesctzt. E5 wiirde mich d2s-
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halb interessieren, ob bekannt ist, wie trotz dieser Wirkung der Phos-
phorséure bei ihrem Zusatz die Dialysegeschwindigkeit gesteigert wird.

Die alleinige Bestimmung der Konzentration der Spurenelemente
1Bt m. E. keinen RiickschluB auf ihre katalytische Wirksamkeit zu.
Es ist vor allen Dingen der Bindungszustand, der eine grofle Rolle
spielt. Freie Kobalt-Ionen wirken bei eisenrefraktiren Anémieféllen
auch in geringster Konzentration Ubelkeit erregend und Neben-
erscheinungen erzeugend, wihrend eine viel groflere Konzentration
von Kobalt in bestimmter komplexer Form, keine Nebenerscheinungen
bringt. Die komplexen Kobaltsalze bringen eine enorme Steigerung
der Retikolozyten und die niheren Gefolge starke Vermehrung der
Erythrozyten. Es ist allerdings zu bemerken, daBl bei Gegenwart
von EiweiBkoérpern giinstige Bedingungen fiir eine Komplexbildung
gegeben sind. Der komplexe Bindungszustand bringt eine Depot-
wirkung mit sich.

WorrFeaNe LANGENBECK: Nach unseren Versuchen wirkt die
Phosphorsiure beim Metallionen-Austausch ganz spezifisch. Uber
den Mechanismus ist noch nichts bekannt.

Erricu StrACK : 1. Die Frage, ob und inwieweit bestimmte Metallsalze
bei der Dialyse schidigen, liefe sich vielleicht kldren, indem man die
schidigenden mit den nichtschidigenden gemischt zur Dialyse bringt.

2. Tiere spurenelementfrei zu machen ist aullerordentlich schwierig.
Komplexbildner sind noch nicht gentigend sicher im Tierkérper zur
Metallausschaltung einzusetzen. Bei Bakterien sind mehrfach der-
artige Element-Mangel-Untersuchungen ausgefiihrt worden. Aussichts-
reicher scheint der Weg, Spurenelemente durch antagonistisch wirkende
Elemente auszuschalten, z. B. Molybdén in der Nitratreduktase wird
durch 105-fachen UberschuB8 an Wolfram ausgeschaltet.

3. Zu Herrn Biirgers Diskussionsbemerkung: Die Insulinwirkung
ist nicht durch Zinkmangel herabzudriicken. Zink ist im Tierkorper
in mehrtausendfachem Uberschu vorhanden, und Insulin hat fiir
Zink eine hohe Komplexbindungskonstante.

Witaerm TrerBs: Lassen sich Spurenmetalle nicht durch ein
chromatographisches Verfahren anreichern und eventuell quantitativ
erfassen?

Worraane LANGENBECK: Dazu ist wahrscheinlich die Konzen-
tration der Spurenmetalle zu gering. Wir machen zur Zeit Versuche
mit makromolekularen Chelatbildnern.



