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ZUR KENNTNIS DES MECHANISMUS DER ALLOXANWIRKUNG

I. MITTEILUNG:
DER EINFLUSS VON ALLOXAN AUF EIWEISSTOFFE

von

ZBYNEK BRADA

Forschungsabteilung des Masaryk Radiumtherapeutischen Institutes,
Brno (T'schechoslowakei)

Die Frage der Wirkung des Alloxans bei der Hervorrufung des experimentellen
Diabetes wurde schon von manchen Autoren erwihnt!>2. Auf Grund der Beobachtun-
gen3, dass das Glutathion nach der Alloxaneinspritzung im Blut verschwindet, meint
ABDERHALDEN, dass Alloxan nicht direkt wirkt, sondern sofort mit Cystein, Glutathion
und Ascorbinsdure reagiert. In vitro verlaufen diese Reaktionen auf folgende Weise:

Alloxan mit Cystein:

NH—C =0  CH,SH NH-C=0 O=C—NH CH,-S—S.CH,
L | bl I

20=C =O+2(l3H~NH,=0=(|‘, C(OH) — (OH)-C C = O + CH-NH, CH-NH,
Foo ] I
NH—C =0  COOH NH—C =0 O=C—NH COOH  COOH

ABDERHALDEN stellte auch fest, dass Alloxantin diabetogen wirkt, allerdings nicht
so intensiv als Alloxan.
Alloxan mit Ascorbinsidure:

—
C=0
C=0 |
NH—C = O NH—C =0 O =C—NH C=0
| ¢ —OH Lo || I 0
20=C C=0 + | O—0=C C-(OH—(OH):C C=0+C=0
! C—OH | |
NH—C =0 | NH—C =0 O = C—-NH HC
H-C
| HO—C—H
HO—C—H
I CH,-OH
CH,-OH

Tatsdchlich fand auch KARRER* und unabhingig von ihm fanden auch LEECH UND
BAILEY® und TipsoN®, im Vergleich zu gesunden Personen, keine Erhshung der vorhan-
denen Alloxanmenge in Leichen von Diabetikern. Jedenfalls ist die Menge aber zu
gering, um den Diabetes hervorzurufen.

Es gelang ABDERHALDEN und auch anderen Autoren’ nachzuweisen, dass Tiere
die vorher mit Cystein behandelt wurden, gegen die Alloxanwirkung resistent bleiben.

Dieser Befund wurde auch von anderen Autoren bestitigt, die beobachteten, dass
durch Fiitterung mit einer speziellen Diit, die viel Cystein enthilt (Casein usw.) eine
analoge Resistenz zu erzielen ist.
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Fig. 1. Kathodische Reduktion der Mischung: [Kobalt (II)-puffer, Alloxan. Empfindlichkeit des
Galvanometers 1/300, Akkumulator 4.0 V. Anfang der Reduktion —0.8 V.

Auf Grund dieser Beobachtungen konnen wir vielleicht auch endlich aufkliren, wie
es in Literaturangaben® 1% 11,12, 1% her die diabetogene Wirkung der Diallursiure zu
manchen Differenzen kam. Durch die Reaktion des Alloxans kommt es nach der Meinung
mancher Autorer zur Anderung des Redoxpotentials des Blutes. Dies hat die Zersetzung
der p-Zellen der Pankreasdriise zur Folge. Andere Autoren glauben, dass diese spezifische
Wirkung durch eine andere Substanz, dic aus Alloxan, oder durch die Alloxanwirkung im
Organismus entsteht, verursacht wird.

Die besprochenen Ergebnisse der bisherigen Forschung zwingen uns geradezu
nachzupriifen, ob und in welchem Massc auch Eiweisstoffe durch Alloxanwirkung beein-
flusst werden und ob die Wirkung reversibel oder irreversibel ist.

BerNHARD!? und seine Mitarbeiter versuchten diese Frage zu losen. Sie priiften ob
Alloxan mit dem Bluteiweiss in Reaktion tritt, indem sie den Reststickstoff (RN) im
Blut und Serum vor und nach Zugabe bekannter Alloxanmengen bestimmten. Sie stell-
ten fest, dass RN dabei nicht abnimmt, sondern bei hoheren Konzentrationen zunimmt.

Die Autoren betrachteten diese Tatsache als Beweis dafiir, dass Eiweisskérper
durch Alloxan nicht becinflusst werden.

Die polarographische Methode gibt uns eine Moglichkeit, verschiedene Anderungen
in Eiweissmolekiilen durch Anderung gewisser physikalisch-chemischer Eigenschaften
zu verfolgen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Der polarographische Teil dieser Arbeit wurde mit dem Polarographen System
SHIKATA-HEYROVSKY durchgefiihrt.

In der ersten Untersuchungsreihe wurden allgemeine polarographische Eigenschaf-
ten des Alloxans studiert. Es wurde festgestellt, dass Alloxan unter gewissen Bedingun-
gen polarographisch reduzierbar ist. Die Ergebnisse dieser Versuche werden an anderer
Stelle vercffentlicht.
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Fig. 2. Polarographische Verfolgung des Einﬁusses von Alloxan auf die Cystinstufe. Empfindlichkeit
des Galvanometers 1/300, Akkumulator 4.0 V. Anfang der Reduktion —0.8 V.
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EINWIRKUNG VON ALLOXAN AUF KOBALT (II)-PUFFER

Die Zusammensetzung des Puffers war: 1 ml Nfroo CoCl,
o.s0 ml N NH,CI
o.so ml N NH,OH

Die untersuchte Ldsung wurde hinzugefiigt und auf 5 ml aufgefillt. Siehe Fig. 1 fir die erhal-
tenen Stromspannungskurven.

EINFLUSS VON ALLOXAN AUF DIE CYSTINSTUFE

Zur.o.5 ml Cystin M/1 000, in n/100 HCl geldst, wurde 1 ml Alloxanldsung verschiedener Konzen-
trationen hinzugefiigt (siche bei dem folgenden Versuch die Konzentrationsangaben). Die Mischung
wurde eine Stunde stehen gelassen, dann mit Kobalt(lI)-puffer vereinigt, auf 5 ml aufgefillt und
polarographiert (Fig. 2).

EINFLUSS VON ALLOXAN AUF EIWEISSSTOFFE

a) Einfluss auf Ovoalbumin

Die Ovoalbuminlésung wurde auf folgende Weise dargestellt: 5 g Eieralbumin wurden in 100 m}
Wasser suspendiert und nach eintigigem Stehen zentrifugiert. Diese Grundlésung wurde dann noch
zehnmal verdiinnt; also entspricht 1 ml dieser Losung 0.0025 g Trockensubstanz.

0.25 ml dieser Losung (0.0006 g Eiweiss entsprechend) wurden in Reagensglidser abpipettiert
und dann 1 m] Alloxan in folgenden Konzentrationen hinzugefiigt:

Versuchsnummer  Alloxankonzentration Versuchsnummer Alloxankonzentration
1 1.00 ml Wasser 5 1.00 ml M/s0
2 1.00 ml M/200 All. 6 1.00 ml M/20
3 1.00 ml M/100 7 1.00 ml M/10
4 1.0c0 ml M/75

Nach einstiindigem Stehen wurden diese Reaktionsgemische mit Kobalt(II)-puffer vermischt
und sofort polarographiert (Fig. 3).

b) Einfluss von Alloxan auf Blutserum

0.25 ml eines normalen menschlichen Blutserums wurden abpipettiert und 1 ml Alloxanlésung
der oben angefiihrten Konzentrationen hinzugefiigt. Nach einer Stunde Stehen wurde diese Ldsung
zum Kobalt(1I)-puffer hinzugefiigt. Dann wurde sofort polarographiert. Wir erhielten gleiche Resul-
tate wie mit Eieralbumin.
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Fig. 3. Polarographische Verfolgung des Einflusses von Alloxan auf Ovalbuminlésung. Akkumulator
4.0 V. Empfindlichkeit des Galvanometers 1/300. Anfang der Reduktion —0.3 V.

POLAROGRAPHISCHE EIGENSCHAFTEN DES DURCH ALLOXAN DENATURIERTEN

EIWEISSES NACH DIALYSE

Die folgenden Losungen wurden hergestellt:

a. 2.50 ml Albuminlésung (der oben b, 2.50 ml Albuminlésung  c¢. 2.50 mi Albuminlésung
angefiihrten Konzentration) 10.00 ml M/50 Alloxan 5.00 ml Wasser
5.00 ml Wasser 5.00 ml M/ro Alloxan

5.00 ml M/s0 Alloxan

Diese Losungen wurden eine Stunde stehcen gelassen und dann 48 Stunden im Dunkeln bei
Anwendung von Cellophan als Membrane gegen dest. Wasser dialysiert. Dann wurden die Mischungen
auf ein Endvolumen von 12.50 ml aufgefiilit, gut durchgemischt, mit Kobalt(II)-puffer vereinigt

und sofort polarographiert.

EINFLUSS VON ALLOXAN AUF KOBALT(III)-PUFFER

Darstellung des Puffers: 0.2075 g Co(NHg)gClg 75.0 ml 25 % NH, (Sp. G. 0.91)
5.35 g NH,Cl ad 1000 m! Wasscr

Es wurden 4 ml der Pufferldsungen abpipettiert und dann 1 ml der Alloxanldsung folgender
Konzentrationen: 1. 1 ml Wasser, 2. 1 ml M/200, 3. M/100, 4. M/75, 5. M/20, 6. M/10 zugesetzt.

Dann wurden die Lésungen sofort polarographiert.

DARSTELLUNG VON EIWEISSFREIEN SERUMFILTRATS

Zu 2 ml eines menschlichen Serums wurde 1 ml Alloxanlésung folgender Konzentrationen

hinzugefiigt: 3. 1 ml Wasser, 2. M/z00, 3. M/100, 4. M/75, 5. M/50, 6. M/20,

7. M/10, eine Stunde

stehen gelassen und dann 2 ml 209, -iger Sulfosalicylsiure zugegeben. Nach 45 Minuten wurde es

zweimal durch dasselbe Filter filtriert.

POLAROGRAPHISCHE REDUKTION DES SERUMFILTRATS BEI VERWENDUNG DES

KOBALT(1I1)-PUFFERS

0.3 ml Serumfiltrat wurde mit 4 ml Kobalt(I1I}-pufferlosung vermischt und von -0.8 V polaro-

graphiert.

POLAROGRAPHISCHE REDUKTION DES SERUMFILTRATS BEI VERWENDUNG DES

KOBALT (11)-PUFFERS

0.3 ml Filtrat wurde mit Kobalt(II)-puffer vereinigt, auf 5 ml aufgefillt
Siche Fig. 4.
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Fig. 4. Polarographische Reduktion des Serumfiltrats (aus einem durch Alloxan behandelten Serum)
mit Kobalt(II)-puffer. Akkumulator 4.0 V, Empfindlichkeit des Galvanometers 1/300. Anfang der
Reduktion —0.8 V.

EINFLUSS VON MONOJODESSIGSAURE AUF DIE POLAROGRAPHISCHE FILTRATREAKTION
MIT DEM KOBALT(II)-PUFFER

Zu 0.3 ml Filtrat wurden o.20 ml Wasser, und o.20 ml 1%,-iger Monojodessigsdure zugegeben.
0.3 ml dieser Losung wurden mit der Pufferldsung vermischt und polarographiert. Siehe Fig. 5.

UBER DEN ABBAU DES DURCH ALLOXAN DENATURIERTEN EIERALBUMINS DURCH TRYPSIN

1 g Eieralbumin wurde in eine Reibschale gegeben, dann Alloxan zugefiigt, gut durchgemischt,
30 ml Wasser zugegeben und 24 Stunden im Dunkeln stehen gelassen. Nach 24 Stunden wurden
1 ml 10%;-iger Lauge und 20 Tropfen Phenolphtalein hinzugefiigt. Dann wurde soviel 1 n HCI zu-
gesetzt, um die rote Farbe der Losung auf rosa zu bringen (pyg ungefihr 8.3). Diese Lsung wurde
dann in einem Messkolben auf 100 ml aufgefiillt.

‘Versuchsnummer Alloxanmenge Versuchsnummer Alloxanmenge
I 25 mg 4 100 ,,
2 50 ., 5 150 ,,
3 75 6 kein Alloxan

0.5 g Trypsin (Merck) wurden in einigen ml destillierten Wassers aunfgeldst, mit 10 bis 20 Tropfen
Toluol der Losung im Messkolben beigegeben, welche dann mit destilliertem Wasser auf 1oo ml
aufgefiillt wird.

Die beiden L&sungen wurden in einen 300 ml Kolben gebracht, in welchem die Lésung noch
durchgeschiittelt wurde, um dann der Hydrolyse in einem Wasserbad von 37° unterworfen zu werden.

Die Farbe der Losung soll nach dem Trypsinzusatz hellrosa sein. Ist dies nicht der Fall, so wird
ihr bis zur richtigen Farbung tropfenweise 109,-ige Natronlauge zugegeben. Fiir die Aufrechthaltung
eines geeigneten py musste wahrend der ganzen Dauer der Hydrolyse gesorgt werden. In bestimmten
Zeitabschnitten wurden Proben entnommen.

Dic Spaltung des Albumins wurde durch das Freiwerden des Aminostickstoffs verfolgt. Die
Aminostickstoffbestimmungen wurden nach C. G. Pore UND M. F. STevENs® durchgefiihrt.

Die Resultate der Blindproben (sofort nach Zusatz von Trypsin) ergaben:

1. Ohne Alloxan o.12 mg Amino-N in 100 ml Hydrolysat

2. 25 ,, - 0.56 ,, Vs ,, 100 ,, ',
3. 50 ,, » 056, " , 100, "
4- 75 . . 056 ,, " , 100, ’
5. 100 ,, ., 089 , » ,» 100, "
6. x50 ,, woo LI2 " » 100, .
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Fig. 5. Einfluss von Monojodessigsidure auf die polarographische Reduktion des Serumfiltrats mit dem
Kobalt(II)-puffer. Akkumulator 4.0 V, Empfindlichkeit des Galvanometers 1/300. Anfang der
Reduktion —0.8 V.

Proben aus den Hydrolysaten wurden in verschiedenen Zeitabschnitten von 15 Minuten bis
48 Stunden entnommen.

ERGEBNISSE UND-DISKUSSION

Vor der Untersuchung des Einflusses von Alloxan auf Eiweisstoffe wurde das polaro-
graphische Verhalten des Kobaltpuffers und Alloxans im Gemisch gepriift. Es wurde
festgestellt, dass Alloxan mit Kobalt(Il)-puffer eine Stufe bildet. In der Fig. 6 ist die
Abhingigkeit der Stufenhéhe von der Alloxankonzentration graphisch dargestellt.

Das Sauerstoffmaximum wird durch Alloxan, wie das schon frither bei anderen
Purinen beobachtet wurde, unterdriickt. Die Kobaltstufe (Col! - Co) nimmt mit zu-
nehmender Alloxankonzentration ab (Fig. 7).

Dann wurde der Einfluss von Alloxan auf die Cystinstufe der Priifung untergezogen
(Tabelle I).

Die Verminderung der Cystinstufe nimmt bei kleineren Alloxankonzentrationen
kontinuierlich ab, spiter aber, bei grosseren Alloxanmengen nimmt sie unregelmaissig
zu. Die unregelmissige Steigerung der Cystinstufe bei grosserer Alloxankonzentration
als M/250 konnen wir durch die Bildung der Alloxanstufe erkliaren (Fig. 8).

In der Tabelle IT sind Resultate wiedergegeben, die wir mit durch Alloxan behandel-
ten Eiweisstoffen erhielten.

In der Fig. g ist die Abhingigkeit zwischen dem Reduktionspotential der ersten
Eiweisstufe und der Alloxankonzentration graphisch dargestellt.

Wir haben also bewiesen, dass die Eiweissdoppelstufe durch Alloxan beeinflusst
wird. Nun interessierte es uns zu erfahren, ob wir dasselbe auch bei Serumeiweisstoffen
beobachten kénnten. Die Ergebnisse stimmen mit dem Befund, der mit Eieralbumin
gewonnen wurde, iiberein.

Um die Frage zu entscheiden, ob die Anderungen, die wir durch Alloxanwirkung
auf die Eiweisstoffe erhielten, reversibel oder irreversibel sind, haben wir diese denatu-
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rierten Eiweisslosungen gegen des-
tilliertes Wasser dialysiert. Nach
der Dialyse sind die Unterschiede
im Vergleich mit einer normalen
Probe noch deutlicher.

Wir wollten auch untersuchen,
wie sich Filtrate, die aus Serum
durch Eiweissfallung durch Sulfo-
salicylsdéure gewonnen wurden,
polarographisch verhalten. Die
Filtrate polarographierten wir mit
Kobalt (II) -puffer und auch mit
Kobalt (III) - puffer. Orientations-
versuche zeigten, dass die Sauer-
stoffmaxima in gleicher Weise wie
bei dem Puffer IT auch bei der An-
wendung des Kobalt (III) - puffer
beeinflusst werden. Die Hohe der
Kobaltstufe (Co!! » Co) bleibt aber
unbeeinflusst. In dem Potential-
bereich, wo sich die sogemannte
Stufe der aktiven Sulfhydrylgrup-
pen bildet, ist eine Erniedrigung zu
beobachten. Diese Erniedrigung
hat folgende Werte:

Alloxan- . Stufenhéhe-
konzentration Anderung in mm
M/z00 )
M/100 o
M/75 1
M/zo0 2
M/10 2

Bei derkathodischen Reduktion
des Serumfiltrats mit Kobalt(III)-
pufferlésung ist es uns nicht gelun-
gen, Anderungen festzustellen.
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Fig. 6. Zusammenhang zwischen der Stufenhdhe und
der Alloxankonzentration im Kobalt(II)-puffergemisch
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Fig. 8. Zusammenhang zwischen der Differenz Cystin-
stufe-Alloxanstufe und der Alloxankonzentration

TABELLE 1

Nr. der | Alloxankonzen- | Hohe der Cystin-| Hohe der Alloxanstufe [ h,—h, Verdnderung
pol. Kurve tration im stufe in mm ohne Cystin in mm | inmm | der Cystinstufe
(Fig. 2) Puffergemisch h, h, in mm
13

b [ 62 — 62 _—

2 M/1000 50 I 49 13

3 M/s00 48 3 45 17

4 M/375 44 5 39 23

5 M/250 47 7 40 22

6 M/z00 42 7 35 27

7 M/100 44 8 36 26

8 M/s0 47 10 37 25
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FiB. 9. Einfluss von Alloxan auf das Potential der
ersten Eiweisstufe
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Fig. 10. Einfluss von Alloxan auf die H6he der ersten
Eiwcissstufe
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Fig. 11. Abhingigkeit der Stufe der sogenannten aktiven
Sulfhydrylgruppen von der Alloxankonzentration bei
Anwendung von Monojodessigsdure

Die Verfolgung des Abbaus des Eieralbumins
durch Trypsin zeigte, dass die Hydrolyse von
Eiweiss, das durch Alloxan behandelt wurde,
schwerer verlduft. Die Differenzen sind aber nicht
sehr gross. Es wurde auch festgestellt,dass Amino-
stickstoff nach Alloxanzugabe ein wenig zu-
nimmt. Im Vergleich zur zugesetzten Alloxan-
menge handelt es sich nur um eine geringfiigige
Anderung.
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TABELLE II

Verschiebung

Hoéhe der
Nr. der LEiweiss- des Maximums
Kurve (1()pp(-15tuf(~ der ersten
(Fig. 3) - Liwcisstufe
S, | ’52 inV
I 49 1 57 -
2 46 53 - - 0.001
3 47 53 - = 0.000
4 47 - = 0.005
5 47 - -- 0.008
0 46 --- 0.008
7 45 -—0.013
8 42 i — 0.003

Im Gemisch des Filtrates mit
Kobalt (I1) - pufferlésung beobach-
teten wir auch keine wesentlichen
Anderungen.

Um zu entscheiden, ob es sich
um Cystin oder Cystein handelt,
lisst man nach R. BRrpI¢ka® die
ammoniakalische Lésung mit Mo-
nojodessigsdure reagieren. Dic Mo-
nojodessigsdure reagiert mit der
Cystin SH-Gruppe:

RSH + JCH,COO — RSCH,CO0’+ HJ

Nach kurzer Zeit verliert Cys-
tein secine polarographische Wir-
kung, wihrend Cystin seine Reak-
tiosfihigkeit behilt. Wir konnten
dabei cine gewisse Erhchung der
Cystinstufe beobachten.

Wir glauben, dass diese Erho-
hung mit der Umwandlung von
Cystein in Cystin (nach der Auffas-
sung von ABDERHALDEN) zusam-
menhingt (Siehe Tabelle I1I).

TABELLE IIi

Hohe der Stufe
in mm

Nr. der Kurve
(Fig. 5)

i 27.0
27.8
27.0
. 28.0
: 28.3
28.6
29.0

NSO h W N
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wurde der Einfluss von Alloxan auf Eieralbumin und Blutserum polarographisch verfolgt.
Dabei wurde folgendes festgestellt:

1. Die Eiweissdoppelstufe wird durch Alloxan beeinflusst.

2. Die Beeinflussung ist irreversibel, wir kénnen sie durch Dialyse nicht beseitigen.

3. Nach der Beseitigung der polarographischen Stufe von Cystein durch Monojodessigsdure,
konnten wir eine Erhohung der bleibenden Stufe becobachten. Diese Erscheinung schreiben wir
dem Cystin zu.

Bei dem Abbau des Eieralbumins durch Trypsin konnten wir bei Alloxanzusatz eine kleine
Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit feststellen.

SUMMARY

The influence of alloxan on egg albumin and blood serum was examined polarographically.
The following facts were established :

1. The double wave of protein is influenced by alloxan.

2. The influence is irreversible; it could not be eliminated by dialysis.

3. After climination of the polarographic wave of cystein by addition of monoiodoacetic acid,
a rise of the wave was observed. This is attributed to cystine.

During the degradation of egg albumin by trypsin and on addition of alloxan, a smail reduction
in the reaction velocity was noted.

RESUME

L’étude polarographique de l'influence de l'alloxane sur 'albumine d’ceuf et le sérum sanguin
montre les faits suivants:

1. L’alloxanc modific la double onde des protéines.

2. Cet effet est irréversible; il ne disparaft pas par dialyse.

3. Aprés élimination par l'acide monoiodoacétique de ’onde polarographique correspondant &
la cystéine, 'onde restant s’accentue; ce phénomene doit étre attribué a la cystine.

L'alloxanc provoque un léger ralentissement de ’hydrolyse de 'albumine d’ceuf par la trypsine.
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