BIOSYNTHESE DER PENICILLINE

synthesis of DNA-like RNA and ribosomal RNA.
Depression of the former would then lead to a
secondary inhibition of ribosomal RNA synthesis,
thus overshadowing the a-amanitin resistance of
the enzyme responsible for its synthesis. There is
however, little experimental evidence available at
present, supporting this hypothesis. Another alter-
native, which encompasses an in vivo transforma-
tion of a-amanitin to a metabolite capable of ef-
fecting the nucleolar RNA polymerase, should also
be considered and cannot be resolved at present.
The availability of radioactively labelled amanitin
should render such studies feasible.

During transcription in vivo, it is conceivable that
the enzyme could be modified by dissociation of, or
association with, an enzyme component responsible
for the altered amanitin susceptibility of the
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enzyme. At the present state of our understanding
of the transcriptional process and its control in
higher organisms, it is premature to ascribe a cor-
rect explanation to the observed phenomena. How-
ever, the reported experiments exclude the use of
a-amanitin in the intact organism to eliminate spe-
cifically the synthesis of DNA-like RNA and may be
interesting and useful to investigators in other labo-
ratories attempting to study the posttranscriptional
processing of RNA synthesized in vivo.
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Mycel-extracts of P. chrysogenum catalyse the formation of 5-(2-aminoadipoyl)-cysteinyl-valin

out of its aminoacid components.

For the synthetical preparation of this compound the solid-phase method is particularly suited.
The synthesis can be carried out even with very small quantities of substance and thereby allows
the preparation of radioactive labelled L-5-(2-aminoadipoyl)-L-cysteinyl-L-valin of relatively high

specific activity.

Die Penicilline gehéoren zur Gruppe der Peptid-
antibiotica. Sie werden von P. chrysogenum aus den
Aminosduren Cystein und Valin, die das 3-Lactam-
thiazolidin-Ringsystem  (6-Aminopenicillansdure)
bilden, und einem Seitenketten-Precursor aufge-
baut 1.

Der Mechanismus der Biosynthese der Penicil-
line ist noch weitgehend unbekannt, obwohl er seit
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langem Gegenstand umfangreicher Untersuchungen
ist2. Von besonderem Interesse war dabei die Ent-
deckung des 5-(2-Aminoadipyl)-cysteinyl-valin (1)
im Mycel von P. chrysogenum3, da es in enger
struktureller Beziehung steht zu dem bereits friher
aus dem Fermentationsmedium von Cephalosporium
isolierten Penicillin N4 und zu dem spiter in P.
chrysogenum entdeckten Isopenicillin N3 (2), das

biotic Substances, Czech. Acad. Sci.,
Press, New York, London), Prag 1965.

3 H. R. V. ARNSTEIN and D. Mogrris, Biochim. biophysica
Acta [Amsterdam] 35, 561 [1959].

4 G. G. F. NewTtoN, E. P. ABrAHAM, and C. W. HALE, Bio-
chem. J. 58, 94 [1954].

5 L. H. FLynn, M. H. McCormMick, M. C. Stamper, H.
DEeVALERA, and C. W. Gopzesk1, J. Amer. chem. Soc. 84,
4594 [1962].

(distr. Academic

Unauthenticated
Download Date | 11/18/19 5:53 AM



1126

den a-Aminoadipinsdure-Rest in der L-Konfiguration
enthdlt. Man nimmt daher an 2, daf} die Biosynthese
der Penicilline iiber die Vorstufen 5-(2-Aminoadi-

HO
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Im Rahmen unserer enzymchemischen Untersu-
chungen tiber die Penicillin-Biosynthese beschaftig-
ten wir uns zunachst mit der Bildung des 5-(2-Ami-
noadipyl) -cysteinyl-valin. Dabei fanden wir Bedin-
gungen, unter denen der Aufbau des Tripeptids
durch Extrakte von P. chrysogenum katalysiert wird.
Hiermit sind die Voraussetzungen fiir die nihere
Untersuchung des Mechanismus der Biosynthese ge-
schaffen.

Fir die Gewinnung des enzymchemisch aktiven
Extraktes benutzten wir Mycel von P. chrysogenum,
dessen Fermentation in einem synthetischen Me-
dium ¢ durchgefiihrt und zum Zeitpunkt maximaler
Pencillin-Bildung abgebrochen worden war. Ferner
erwies es sich als notwendig, das gewaschene Mycel
zum Abbau des intrazelluliren Aminosaure-Bestan-
des in einem Hungermedium? ca. 12 Stdn. weiter-
zufermentieren. Dadurch wird bei den enzymchemi-
schen Untersuchungen eine Verminderung der spe-
zifischen Radioaktivitidt der *C-markierten Substrate
vermieden.

Zur Identifizierung des 5-(2-Aminoadipyl)-cy-
steinyl-valin wurde es durch Perameisensdure-Oxy-
dation® in das entsprechende Sulfonsidure-Derivat
tibergefithrt und an Dowex 50 WX 12 gereinigt. Es
erwies sich bei elektrophoretischer und papierchro-
matographischer Priifung in verschiedenen Puffern
bzw. FlieBmitteln (s. Tab.1) als identisch mit syn-
thetisch Vergleichssubstanz.
wurden Inkubationen sowohl mit !“C-markiertem
Cystein als auch mit ¥C-markiertem Valin durchge-
fithrt und der Einbau dieser Aminosduren auf radio-
chemischem Weg nachgewiesen.

gewonnener Ferner

5 F. G. Jarvis
[1950].
7 A. L. DEmMAIN, Arch. Biochem. Biophys. 64, 74 [1956].

and M. I. Jounson, J. Bacteriol. 59, 51
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pyl) -cysteinyl-valin und Isopenicillin N, aus dem die
anderen Penicilline durch Seitenkettenaustausch ge-
bildet werden konnten, erfolgt.

0 . H/CH3
| »—SH / “SCH, 1
CO — NH — CH—COOH
S c <CH3
| CH, 2
CO—N- - CH—COOH
D
Relative Relative
Ryy-Werte Rs-Werte
Sulfonsiaure (Cysteinsdure = 1)  (Cystein-
Derivate bei der siure = 1)
von Hochspannungs-  bei der Pa-
elektrophorese papierchro-
matographie
A B C D E
Cysteinyl-valin 01 05 07 4,0 48
5-(2-Aminoadipyl)- 045 08 096 23 3.7

cysteinyl-valin

Tab. 1. Verhalten der Sulfonsdure-Derivate von Cysteinyl-
valin und 5-(2-Aminoadipyl) -cysteinyl-valin bei der Hoch-
spannungselektrophorese und Papierchromatographie. Hoch-
spannungselektrophorese auf Schleicher & Schiill-Papier
2043 b, 100 Min. bei 15—16 °C und 60 Volt/cm, mit folgen-
den Puffern: A Ameisensdure — Essigsdure—H,0 (1:10:40) ;
B Essigsdure—Pyridin—H,0 (4:1:80), pH 3,9; C Essig-
siure— Pyridin—H,0 (1:10:90), pH 6,5. Absteigende Chro-
matographie an Whatman-Papier 3 MM, 48 bzw. 72 Stdn. bei
22—23 °C, mit folgenden FlieBmitteln: D Butanol —Essig-
saure—H,0 (63:10:27) ; E Phenol— Wasser (4:1).

Die der Perameisensdure-Oxydation unterworfe-
nen Versuchsansitze enthielten auch geringe Mengen
des Sulfonsiure-Derivats von Cysteinyl-valin. Da die
a-Aminoadipinsidure des Tripeptids unter diesen Be-
dingungen zum Teil abgespalten wird, kann nicht
ausgeschlossen werden, dal} es ausschliefflich ein
Sekundérprodukt vorstellt.

Die enzymchemische Bildung des 5-(2-Aminoadi-
pyl) -cysteinyl-valin im zellfreien System ermoglicht
ein griindliches Studium seiner Biosynthese, wie
z. B. Untersuchungen iiber die Art der Aktivierung
der Aminosduren und die Reihenfolge ihrer Ver-
kniipfung. Diese erfolgt moglicherweise in analoger

Weise wie die Bildung des Glutathions 9, d. h., iiber

TooRrE, J. biol. Chemistry 238, 235 [1963].

8S.N
9 E.D. Mooz and A. MEISTER, Biochemistry 6, 1722 [1967].
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die primare Verkniipfung von Cystein mit der
Aminodicarbonsiure.

Glu Glu
Glu + Cys— —— Cys ~—_~— —— Cys-Gly
Gly (Glutathion)

a-Amino-adipinsdure + Cys

5-(2-Aminoadipyl)-Cys —_ — 9- (2-Aminoadipyl) -Cys-Val

Val

Von besonderem Interesse wiare zu wissen, ob alle
Bausteine des  5-(2-Aminoadipyl) -cysteinyl-valin
L-Konfiguration besitzen. L-Valin dient als direkter
Precursor fiir das Penicillin, im Penicillinkern be-
sitzt der Valinanteil jedoch D-Konfiguration. Es
wire denkbar, dafl der Konfigurationswechsel wih-
rend der Aktivierung des Valins eintritt, wie es bei
der Biosynthese von Gramicidin S0 der Fall ist,
bei der L-Phenylalanin wihrend der Aktivierung in
D-Phenylalanin umgewandelt wird, bevor die Pep-
tidbildung erfolgt.

Synthese von L 5-(2-Aminoadipyl)-L
cysteinyl-L-valin

Zu den Untersuchungen iiber die Bildung des
5-(2-Aminoadipyl) -cysteinyl-valin in Extrakten von
P. chrysogenum benotigten wir geringe Mengen
der Verbindung als Vergleichssubstanz. Sie ist au3er-
dem fiir weitere Versuche erforderlich, die dem Stu-
dium der enzymchemischen Umwandlung von 5-(2-
Aminoadipyl) -cysteinyl-valin in Isopenicillin N die-
nen sollen.

Mycel von P. chrysogenum ist kein geeignetes
Ausgangsmaterial zur Gewinnung des ., Tripeptids®,
da der Mikroorganismus nur eine sehr geringe
Menge der Verbindung enthélt. Wir synthetisierten
daher 1-5-(2-Aminoadipyl)-L-cysteinyl-L-valin  zu-
nachst nach klassischen Methoden, spiter insbeson-
dere nach dem MERRIFIELD !!-Verfahren. Der Auf-
bau des Tripeptids an fester Phase lafit sich mit
guter Ausbeute auch im Mikromalistab durchfithren
und eignet sich daher zur Gewinnung von radio-
aktiv markiertem L-5-(2-Aminoadipyl) -L-cysteinyl-L-
valin hoher spezifischer Aktivitat.

10 W. Gevers, H. KLEmNkAUF, and F. LipMANN, Proc. nat.
Acad. Sci. USA 60, 269 [1968].

11 R. B. MERRIFIELD, J. Amer. chem. Soc. 85, 2149 [1963] ;
ibid. 86, 304 [1964] ; Biochemistry 3, 1385 [1964].

12 J. RupINGER, H. FarkaSovA, Collect. czechoslov. chem.
Commun. 28, 2941 [1963].
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Zur Synthese des L1-5-(2-Aminoadipyl)-L-cy-
steinyl-L-valin an fester Phase verwendeten wir
chlormethyliertes Polystyrol und bauten das Tripep-
tid vom Valin-Ende her auf. Dabei dienten t-BOC-
L-Valin, S-Benzyl-N-t-BOC-L-Cystein und N-Tosyl-L-
a-aminoadipinsdure-a-benzylester als Reaktionspart-
ner.

Zur Gewinnung des selektiv veresterten a-Amino-
adipinsdure-Derivates wurde zunidchst aus L-Glut-
aminsdure durch Arndt-Eistert-Synthese die
N-Tosyl-L-a-aminoadipinsdure !> hergestellt. Diese
konnte nach einem fiir N-Tosyl-L-glutaminsdure-a-
benzylester beschriebenen Verfahren® durch Um-
setzung mit Benzylbromid + Tridthylamin in den
N-Tosyl-L-a-aminoadipinséure-a-benzylester iiberge-
fiihrt werden.

Die Verkniipfung der Aminosaure erfolgte — nach
jeweiliger Freisetzung der Aminogruppe mittels 1 N
HCI in Eisessig — nach der Carbodiimid-Methode.
Die Spaltung der Esterbindungen und damit auch
die Ablésung von der festen Phase wurde mittels
CF;COOH/HBr vorgenommen. AnschlieBend wur-
den die Tosyl- und S-Benzylgruppe mit Na in fliissi-
gem Ammoniak entfernt.

Bei der Synthese des Tripeptids nach klassischen
Verfahren verkniipften wir S-Benzyl-L-cysteinyl-L-
valinester 1* nach der Carbodiimid-Methode mit N-
Carbobenzoxy-L-a-aminoadipinsdure - a - benzylester.
Die Abspaltung der Schutzgruppen erfolgte in der
Reihenfolge Esterverseifung (mit NaOH in H,O/
Aceton), Entfernung der Carbobenzoxy-Gruppe
(mit HBr/Eisessig), Abspaltung der S-Benzylgruppe
(mit Na in flissigem Ammoniak). Der a-Ester der
N-Carbobenzoxy-L-aminoadipinsdure war nach einem
fir Glutaminsdure beschriebenen Verfahren!? ge-
wonnen worden.

Experimenteller Teil

Fermentation: Zu den Versuchen wurde ein Peni-
cillin produzierender Stamm von P. chrysogenum
(ATCC 12 690) verwendet. P. chrysogenum wurde 77
Stdn. bei 28 °C in einem synthetischen Medium ¢, dann
12 Stdn. bei der gleichen Temperatur in einem Hun-
germedium 7 fermentiert.

13 G. H. L. Nerxens et R. J. F. Nivarp, Recueil Trav. chim.
Pays-Bas 83, 199 [1964].

14 H. R. V. ARNSTEIN and D. Morris, Biochem. J. 76, 318
[1960].
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Mycel-Extrakt: Nach Abfiltrieren und griindlichem
Waschen mit 0.1 M Phosphatpuffer (KH,PO,/KOH)
pH 7.0, der pro Liter 20 mMol Mercaptoithanol und
5mMol Magnesiumacetat enthielt, wurden 20 g Mycel
mit 40 g Glasperlen () 0,11 mm) in einer Reibschale
zu einer homogenen Masse zerrieben. Dann zentrifu-
gierte man 1 Stde. bei 4 °C und 3000 g. Der Uber-
stand wurde sofort fiir die Inkubationsversuche verwen-
det. Proteingehalt: 15 mg/ml.

Inkubationsversuche: In Géarrohrchen wurden die
unten aufgefilhrten Komponenten vermischt und 45
Min. bei 28 °C inkubiert.

1. Inkubations-Ansatz: 1 ml Extrakt, 0,01 ml 0,5M
ATP (5 uMol), 0,01 ml 0,5M Phosphoenolpyruvat (5
uMol), 20 ug Pyruvatkinase geldst in 0,01 ml Wasser,
0,01 ml 1 M Magnesiumacetat (10 #Mol), 0,1 ml 0,01 M
L-Cystein (1 #Mol), 0,1 ml 0.01 M DL-z-Aminoadi-
pinsiure (1 uMol), 1 uCi [u-1*C]-L-Valin * (6,9 mCi/
mMol) gelost in 0,01 ml Wasser, 1 ml 0,5M Phosphat-
puffer (KH,PO,/KOH) pH 7.

2. Inkubations-Ansatz: 0,1 ml 0,01 M L-Valin (1
uMol), 1 uCi [3-14C]-pL-Cystein (17 mCi/mMol). Alle
tibrigen Komponenten wie beim 1. Inkubations-Ansatz

beschrieben.

. Identifizierung der Peptide: Durch Zugabe von 10 ml
Athanol wurde die Inkubation abgestoppt und das ge-
fallte Protein abzentrifugiert. Die Losung wurde i. Vak.
eingedampft und der Riickstand der Perameisensdure-
oxydation 8 unterworfen. Dann dampfte man i. Vak.
ein, 1oste den Riistand in 5 ml Wasser, gab die Losung
iiber eine Sdule (1,5x 10 cm) von Dowex 50 WX 12
(H®-Form) und dampfte den Durchlauf i. Vak. ein.
Aus dem Riickstand wurden durch Hochspannungs-
elektrophorese und Papierchromatographie die radio-
chemischen reinen Sulfonséure-Derivate der Peptide
erhalten und ihre Identitdt mit den synthetisch gewon-
nenen Vergleichssubstanzen nachgewiesen.

Radioaktivititsmessungen mit dem radiochemisch
reinen Sulfonsdure-Derivat 5-(2-Aminoadipyl)-cystei-
nyl-valin ergaben, dal} sich 0,5 nMol des Tripeptids ge-
bildet hatten. Dies entspricht einer Umsatzrate von
0,37% (bezogen auf eingesetztes Valin). Die Radioakti-
vitaitsmessungen wurden mit dem Fliissigkeits-Szintil-
lationszihler Packard TriCarb 526 durchgefiihrt. Die
Auswertung der Papier- und Elektropherogramme er
folgte aullerdem durch Autoradiographie.

N-Tosyl-L-a-Aminoadipinsiure-a-benzylester
(Dicyclohexylammoniumsalz)

9.45 g (0,03 Mol) N-Tosyl-L-a-Aminoadipinsdure !2
wurden in 25 ml Dimethylformamid, das 3,03 g (0,03
Mol) Tridthylamin enthielt, gelost. Nach Zugabe von
5,25 g (0,033 Mol) Benzylbromid wurde die Mischung
bei Raumtemp. iiber Nacht stehen gelassen. Danach
wurde 100 ml Wasser zugegeben und die Reaktions-
mischung 3-mal mit je 50 ml Athylacetat extrahiert.
Die organische Phase wurde 2-mal mit 30 ml Wasser
gewaschen, mit MgSO, getrocknet und i. Vak. einge-
dampft. Das zuriickbleibende Ol wurde in 25 ml Tetra-
hvdrofuran gelost und mit 25 ml Petroldther versetzt.
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Nach Zugabe von 6 g Dicyclohexylamin fiel das Di-
cyclohexylammoniumsalz aus. Es wurde unter Zusatz
von Aktivkohle aus Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 8,9 g (49,5% d. Th.) ; Schmp.: 134 °C.

Ber. C 65,36 H 8,06 N 4,74,
Gef. C 65,02 H 7,88 N 4,72.

Analyse:

N-Tosyl-L-a-Aminoadipinsdure

10 g des Salzes wurden zur Freisetzung der Sdure
in 500 ml &therischer HCIl suspendiert. Nach 15 min
Rithren wurde vom Dicyclohexylammoniumchlorid ab-
filtriert, die Losung i. Vak. eingedampft und der Riick-
stand, der beim Stehenlassen kristallisierte, aus Tetra-
chlorkohlenstoff umkristallisiert.

Ausbeute: 5,5 ¢ (81% d. Th.); Schmp.: 98 °C.
[2]D+25,6 (C=1 in CCl,).

Ber. C 59,16 H 5,71 N 3,45,
Gef. C 5945 H 5,62 N 3,39.

Analyse:

S-Benzyl-N-BOC-L-System und N-BOC-L-'*C-Valin

Diese wurden nach der pH-stat-Methode von SCHNA-
BEL 13 synthetisiert. Die Verbindungen erwiesen sich bei
diinnschichtchromatographischer Untersuchung an Kie-
selgel G mit Essigester/Pyridin/Essigsidure/Wasser (5 :
5:1:3) und Dioxan/Methanol/Triithylamin (10 :
10 : 1) als einheitlich.

Zur Synthese des N-BOC-L-14C-Valins wurden 117
mg L-"C-Valin (50 uCi/mMol) eingesetzt. Die Um-
setzung dauerte 12 Stdn. bei einem pH von 9,5. Erhal-
ten wurden 200 mg (92,5%) N-BOC-L-'4C-Valin.

Aufbau des Peptids an der festen Phase

8 g chloromethyliertes Polystyrol (Bio-Rad, Bio-
Beads S.X-2, 200 —400 mesh, 1,04 meq Cl/g) wurden
90 Stdn. mit 200 mg N-BOC-L-**C-Val (0,92 mMol)
und 101 mg (1 mMol) Tridthylamin in 50 ml abs. Te-
trahydrofuran unter Riickflull gekocht. Nach dem Abfil-
trieren wurde mit Tetrahydrofuran, Methanol, Wasser
sowie Methanol gewaschen. Zur Bestimmung des L-14C-
Valin-Gehaltes wurde die BOC-Schutzgruppe mit 1N
HCl/Eisessig abgespalten, das Hydrochlorid mit Tri-
dthylamin zersetzt und der Chlorid-Gehalt des Filtrats
nach Volhard bestimmt: 0,65 mMol L-14C-Val/8 g
Harz (Ausbeute: 70%).

In einem 100-ml-Reaktionsgefdll mit Absaugfritte
wurde folgender Synthesezyklus durchgefiihrt: (jeweils
50 ml Fliissigkeit)

1. Entfernen der Schutzgruppe mit 1N HCIl/Eisessig
(30 Min.), Eisessig (3-mal je 3 Min.), Athanol (3-
mal je 3 Min.), Methylenchlorid (3-mal je 3 Min.).

2. Freisetzen der Aminogruppe mit Tridthylamin (3
ml) /Methylenchlorid (10 Min.), Methylenchlorid
(6-mal je 3 Min.).

3. Kupplung durch Zugabe der geschiitzten Aminoséu-
ren (65mMol) in Methylenchlorid; nach 10 Min.

15 E. SCHNABEL, Liebigs Ann. Chem. 702, 188 [1967].
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Zugabe von 6,5mMol Dicyclohexylcarbodiimid in
Methylenchlorid. Nach 5 Stdn. Reaktionszeit wurde
gewaschen mit Methylenchlorid (5-mal je 3 Min.),
Athanol (4-mal je 3 Min.) und Eisessig (4-mal je
3 Min.).

Abspaltung des Tripeptids vom Trdger

_ Nach der letzten Kupplung und dem Waschen mit
Athanol wurde das Peptid-Polymer getrocknet. Nach
Suspension in 100 ml Trifluoressigsiure und 0,5 ml
Anisol wurde 90 Min. mit trockenem, reinem Brom-
wasserstoff begast. Nach Absaugen und 3-maligem Wa-
schen mit je 20 ml Trifluoressigsdure wurden die ver-
einigten Filtrate i.Vak. eingedampft. Der erhaltene
Sirup wurde iiber KOH i. Vak. getrocknet.

Abspaltung der Schutzgruppen

Der erhaltene Sirup wurde in trockenem fliissigen
Ammoniak gelost. Aus einem kithlbaren Tropftrichter
wurde eine Losung von Natrium in fliissigem Ammo-
niak solange zugetropft, bis die blaue Farbe 60 Sek.
bestehen blieb. Danach wurde der Ammoniak abge-
dampft und letzte Spuren im Exsikkator iiber H,SO4
entfernt. Der Riickstand wurde in 0,5N H,SO, aufge-
nommen und das Tripeptid mit 0,5-proz. HgSO4 in
0,5 N H,SO, gefillt. Das Mercaptid wurde abzentrifu-
giert und mit Wasser, Methanol und Ather griindlich
gewaschen. Nach Aufschlimmen in Wasser wurde H,S
eingeleitet und anschliefend das HgS abzentrifugiert.
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Der Niederschlag wurde nochmals aufgeschlimmt und
die willrigen Losungen zur Entfernung letzter Spuren
von HgS iiber Celite abfiltriert und i. Vak. eingedampft.

Es wurden 180 mg eines kristallinen Produktes er-
halten. Durch elektrophoretische Priifung bei pH 1,8
zeigte sich, daf} es durch geringe Spuren Cysteinyl-valin
verunreinigt war. Zur weiteren Priifung wurde die das
Tripeptid enthaltende Zone eluiert und mit Perameisen-
sdure oxydiert. Nach Hydrolyse mittels 6 N HCl bei
110 °C wihrend 72 Stdn. wurde das Aminosiure-
gemisch bei pH 1,8 elektrophoretisch sowie papierchro-
matographisch in den Systemen n-Butanol/Essigsiure/
H,0 (63 :10 : 27) und Phenol/H,O (4 : 1) untersucht.
Die Aminosduren wurden in molaren Verhiltnissen ge-
funden. Eine Probe des oxydierten Tripeptids wurde bei
pH 3,5 (0,35 Mol Pyridin-Essigester) elektrophore-
tisch auf Whatman 3 MM Papier untersucht (70 V/cm;
30 mA). Das Tripeptid wandert innerhalb 20 Min. 6 cm
und entspricht also dem y-Peptid. Fiir das a-Peptid
wire eine Wanderungsstrecke von 3 cm zu erwarten
gewesen 16,

Herrn Professor Dr. H. BREDERRECK danke ich fiir
freundliche Unterstiitzung. Der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft und dem Verband der Chemischen Indu-
strie bin ich fiir Personal- und Sachbeihilfen zu Dank
verpflichtet. Friulein INGEBORG MAHNER danke ich fiir
fleifige und gewissenhafte Mitarbeit.

16 D. Morris, Biochem. J. 76, 349 [1960].
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