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R d s u m d  

Une modification de la mdthode Loomis pour calibrer 
le manom~tre \Varburg  est proposde. Cette modificat ion 
rend la mdthode plus rapide et plus exacte et, par con- 
s6quent, facilite la calibration, Dans cette modification 
les n iveaux  du mercure s 'a jus tent  par act ion m6canique 
et  il n 'es t  done pas n6cessaire d ' incl iner le manom~tre  
la position ddsirde. 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

Zur Technik des h is tochemischen Nachweises  
y o n  Esterasen 

GOMORI 1 publizierte als erster eine Technik zur histio- 
topen Erfassung von Lipasen. Da sie wegen ihrer Ein- 
fachheit  geeignet schien, entschlossen wir uns, die Re- 
aktion einer Priifung zu unterziehen und sie gegebenen- 
falls zu verbessern. 

Auf Grund zahlreicher Zweifel (Li teratur  bei NAcHLAs 
und SELmMAN ~) an der Spezifit/it der Reakt ion  unter-  
suchten wir die Spaltung des beim histochemischen 
Nachweis verwendeten Substrates - Tween 60 - durch 
eine unspezifische Esterase (Leber) und eine Lipase 
(Pankreas) mit  Hilfe e lektropotent iometr ischer  Ti tra-  
tionen. Aus diesen Best immungen ging eindeutig hervor,  
dab die Reakt ion nicht nur ftir Lipasen spezifisch ist, 
sondern auch unspezifische Esterasen erfa[lt, weshalb 
wir fiir diesen Nachweis die richtigere Bezeichnung 
einer ~Esterasenreaktion,,  vorschlagen. 

Mit der gleichen Methode (elektropotentiometrische 
Ti t ra t ion der Tween-60-Spaltung) untersuchten wir 
den Einf lug verschiedener Reakt ionsbedingungen auf 
die Spaltung des Tween 60 und kamen zum Teil zu neuen 
Resul taten,  die zu einer Verbesserung der histochemi- 
schen Methode ausgenii tzt  werden konnten.  So verzich- 
te ten  wir unter  anderem im Inkubat ionsgemisch auf 
den yon GOMORI 1 angegebenen Zusatz yon Glyzerin und 
setzten die Inkuba t ions tempera tur  yon 37°C auI 45°C 
hinauf. Durch diese ~nderungen  konnten wir die In-  
kubationszeit  wesentlich verkiirzen. 

Wir bes t immten ferner mit  demselben Verfahren die 
Aktivit/~tsverluste bei den versehiedenen Manipulatio- 
hen, die zur Herstel lung histoIogischer Pr/ iparate unum- 
gAnglich sind. So fanden wir zum Beispiel, dab bei dem 
y o n  uns empfohlenen Paraff inschni t tverfahren die er~ 
w/~hnten Akt ivi t~tsver lus te  bis zu Beginn der Reakt ion  
25 % der urspriinglichen Aktivi t / i t  betragen. 

Bei histochemischen Reakt ionen ist als wichtige 
Fehlerquelle stets die MSglichkeit yon Diffusionsvor- 
g~ingen zu beriicksichtigen. Wir  konnten eine solche bei 
vorschriftsgemi£ger Durchfi ihrung der Methode aus- 
schliel3en, doch machten wir die Beobachtung,  dab das 
E n z y m  bei unsorgf/il t igem Aufziehen und Trocknen tier 
Schnit te sehr s tark diHundieren kann. 

Das urspriinglich yon GOMORI vorgeschlagene G'ber- 
ziehen der Schnit te  mi t  einem Kollodiumfilm I oder 
Durchtr/~nken der ganzen B16cke mi t  Azetylzellulose 3 
erwies sich als ungeniigender Schutz vor  Diffusion. Als 
sicherstes Verfahren fanden wir die Inkubat ion  d e r  
n ich ten tpara f f in ie r ten  Schnitte.  

a G. GOMORI, Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 58, 362 (1945). 
2 M. M. NACHLAS and A. M. SELIGMAN, Anat. Rec. 106, 677 

(1949). 
3 G. GOMORI, Arch. Path. 41, 121 (1946). 

AuBer dem Paraff inschni t tverfahren bewiihrte sich 
fiir bes t immte Objekte auch das zuerst yon SCHULTZ- 
BRAU~S 1 angegebene Messertiefkiihlverfahren, das nach 
unserer Ansicht auch Itir andere histochemische Nach- 
weisreaktionen geeignet sein diirfte. 

Wir e bes t immten Ierner mi t  einem neuen Verfahren die 
Sensibilit~tsgrenze unserer Methode, die bei 20-25 /zM 
Tween-60-Spaltung liegt (vgl. GOMORIa). 

Des weiteren konnten wit  eine Methode entwickeln 4, 
die eine quant i ta t ive  Auswertung der Reakt ion erlaubt.  
Das Prinzip dieses Verfahrens besteht  in einem kolori- 
metrischen Vergleich der Reaktionsintensi t / i t  im Pr/~pa- 
rat  unbekannter  Aktivit/~t mit  derjenigen eines Pr~tpa- 
rates bekannter  Aktivit~i,t. R. RIC~TERIC~ 

Anatomisches Ins t i tu t  der Universi t / i t  Basel, den 15. 
Mai 1951. 

S u m n u z r y  

A method for the demonstra t ion of lipase ac t iv i ty  
in  s i tu  was given by GOMORI. The author  examined the 
specificity of the reaction, the loss of l ipolytic ac t iv i ty  
during the necessary manipulat ions (fixation, dehydra- 
tation, etc.) and the various sources of error (diffusion, 
unspecific reactions, threshold value of the method). A 
few modifications of the original technique, e .g .  the 
incubation of the non-deparaffined sections, were ne- 
cessary for obtaining opt imal  results. Fur thermore,  a 
method for the quant i ta t ive  est imation of lipolytic 
ac t iv i ty  was developped. 

10 .  SCHULrZ-BRAUNS, Zbl. Path. 50, 273 (1931). 
2 R. RmHTERICH, Acta Anat. (im Druck). 

G. Go~toRx, J. Lab. and Clin. Med. 3i, 275 (1949). 
4 R. RICHTERICH, Exp. Cell Res. (ira Druck); Enzymologia (im 

Druek). 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

Osservazioni  suI dosaggio  colorimetrico della 
chinurenina e di altri derivati del triptofano 

Per  il dosaggio colorimetrico della chinurenina e di 
al tr i  der ivat i  del t r iptofano OXANI, NISHINO e IMAI 1 
hanno impiegato la reazione con p-dimeti laminobenzal-  
deide. Dopo aggiunta  di H202 si ha sviluppo di una 
colorazi0ne per un l imita to  numero di composti :  nelle 
prove di OTANI e coll. sol tanto per chinurenina, o-amino- 
acetofenone, acido antranitico, acido p-aminobenzoico. 

I1 colore o t tenuto  con la chinurenina r imane perb nella 
fase acquosa anche dopo r ipetute  estrazioni con butanolo, 
mentre  le altre colorazioni vengono est ra t te  da detto 
solvente. Si ot t iene cosl una ~eazione specifica e applica- 
bile per un metodo di dosaggio colorimetrico, in quanto 
il colore segue la legge di LAMBERT BEnin 

Noi abbiamo controllato tale metodica e confermato 
le conclusioni di OTANI e coil.; questi Autori  avevano 
determinato la chinurenina nel plasma e in poltiglie di 
organi di animali  t r a t t a t i  con triptofano, t rovando sem- 
pre una buona rispondenza del metodo impiegato.  

Proseguendo queste nostre ricerche dal 19472 e doyen- 
do estendere l ' indagine alia determinuzione di  Mtri meta- 
boliti  del tr iptofano, abbiamo dovuto saggiare con la sud- 

1 S. OTANI, N. NZSHINO e I{. IMAI, Z. Physiol. Chem. 270, 41 
(1941). 

2 E. GINOULtIIAC, Acta Vitaminol. 1, 12 (1947). 
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Colorazione sviluppata Colorazione passata Colorazione della 
N ° Sostanze sottoposte alia reazione dopo 15 h di termostato 

a 37 ° C nella fase butanollea fase acquosa 
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chinurenina  
0-aminoacetofenone 
acido antranil ico 
t r ip tofano 
acido chinurenico 
acido xanturenico 

violet to 
violet to 
violet to 

bruno-rossastro 
giallo-bruno 

bruno-rossastro 

giallo-bruno 
violet to 
violetto 

giallo-bruno 
giallo-bruno 
giallo-bruno 

3-ossi-chinurenina 
acido 3-ossi-antranilico 
3-ossi-aminoaeeto fenone 
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1 + 8  
1 + 9  

1 + 7 + 2 + 3  
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giallo-bruno 
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violet to-bruno 

violet to 
violet to 
violet to 
violet to 
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giallo-bruno 
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giallo-bru no 

violetto, poi incoloro 
violetto, poi incoloro 

gialto-bruno 
giallo-bruno 

violetto, poi incoloro 

violet to 
incoloro 
incoloro 
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incoloro 
incoloro 
incoloro 
incoloro 
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violet to 
violet to 
violet to 
violet to 
violet to 

La reazione ~ stata eseguita su concentrazione di 250~/cc. per aggiunta di 0,30 cc. reattivo alia p-dimetilaminobenzaldeide 2% in 
HC1 15% + 0,15 cc, H~O 2 3% riportando il volume a 5 ce. con tt~O. Dopo 15 h di termostato a 37°C si fanno ripetute estrazioni con 
alcool butilico sino ad avere la fase alcoolica praticamente incolora. Sulla fase aequosa riportata a volume si esegue la lettura fotometriea 

(fotometro di Pulfrich filtro S~s ) deducendo una prova in bianco con i soli reattivi. 

d e t t a  m e t o d i c a  u n a  serie di  c o m p o s t i  che  n o n  e r a n o  s t a f f  
p r e c e d e n t e m e n t e  e s a m i n a t i .  

L a  r eaz ione  & s t a t a  e s e g u i t a  d i r e t t a m e n t e  su  so luz ion i  
a c q u o s e  d i :  c h i n u r e n i n a ,  o - a m i n o a c e t o f e n o n e ,  ac ido  
a n t r a n i l i c o ,  t r i p t o f a n o ,  ac ido  c h i n u r e n i c o  (che e r a n o  gig  
s t a f f  s t u d i a t i ) ,  a c ido  x a n t u r e n i c o ,  3 - o s s i c h i n u r e n i n a ,  
a c ido  3 -oss i an t r an i l i co ,  3 - o s s i - 2 - a m i n o a c e t o f e n o n e  e di  
misce le  d i  c h i n u r e n i n a  con  a l c u n i  dcgl i  a l t r i  p r o d o t t i  
i nd i ca t i .  

I r i s u l t a t i  sono  r i f e r i t i  ne l l a  t abe l l a .  

Ess i  m o s t r a n o  che :  

1 ° R e a g i s c o n o  con  p - d i m e t i l a m i n o b e n z a l d e i d e  ed  
H 2 0  , d a n d o  luogo  a f o r m a z i o n e  di  u n a  co lo raz ione  vio-  
l e t t a  le s e g u e n t i  s o s t a n z e  : c h i n u r e n i n a ,  ac ido  a n t r a n i l i c o ,  
o - a m i n o a c e t o f e n o n e ;  t u t t i  gli a l t r i  c o m p o s t i  e s a m i n a t i  
n o n  d a n n o  co lo raz ione  v i o l e t t a .  

2 ° L a  c o n t e m p o r a n e a  p r e s e n z a  d i :  3 - o s s i ch i nu r en i na ,  
a c ido  x a n t u r e n i c o ,  ac ido  c h i n u r e n i c o ,  a c ido  3 -os s i an t r a -  
ni l ico,  3 - o s s i - 2 - a m i n o a c e t o f e n o n e  n o n  d i s t u r b a  l a  d e t e r -  
m i n a z i o n e  di c h i n u r e n i n a ;  la  c o n t e m p o r a n e a  p r e s e n z a  
di  o - a r n i n o a c e t o f e n o n e  ed  ac ido  a n t r a n i l i c o  n o n  i n t e r -  
ferisce,  in  q u a n t o  il  colore  v i o l e t t o  s v i l u p p a t o  d a  q u e s t i  
d u e  u l t i m i  c o m p o s t i  p a s s a  c o m p l e t a m e n t e  n e l l a  fase  
b u t a n o l i c a  m e n t r e  quel lo  s v i l u p p a t o  d a l l a  c h i n u r e n i n a  
res ta ,  c o m e  si ~ d e t t o ,  ne l l a  fase acquosa .  

3 ° P e r  l ' a p p l i c a z i o n e  del  dosaggio  nel le  u r i n e  r e s t a n o  
va l id i  i r i s u l t a t i  di  cui  a i  due  p u n t i  p r e c e d e n t i ;  la  c h i n u -  
r e n i n a  a g g i u n t a  a l le  u r i n e  a scopo  di c o n t r o l l o  del  m e t o d o  
v iene  r i c u p e r a t  a q u a n t i t a t i v a m e n t e .  

Q u e s t e  o s se rvaz ion i  f a n n o  e o n c l u d e r e  p e r  la  spec i f i c i tg  
de l l a  m e t o d i c a  di  dosagg io  c o l o r i m e t r i c o  de l l a  c h i n u r e -  
n i n a  di f r o n t e  ai  m e t a b o l i t i  de l  t r i p t o f a n o ,  a n c h e  a quel l i  
n o n  pres i  in  c o n s i d e r a z i o n e  dag l i  A u t o r i  g i a p p o n e s i  o 
p o s t e r i o r m e n t e  scoper t i ,  e p e r  l ' a p p l i c a b i l i t k  di t a l e  m e t o -  
d ica  a l l a  d e t e r m i n a z i o n e  de l la  c h i n u r e n i n a  p r e s e n t e  nei 
I iqu id i  b io logic i  i n s i eme  con  quel l i  dei  s u d d e t t i  m e t a b o l i t i  
che  v i  fossero p r e sen t i .  E .  GINOULHIAC 

R e p a r t o  Bio log ico  dei  L a b o r a t o r i  di  R i c e r c h e  de l la  
~ L e p e t i t  S. p. A. , ,  Mi lano,  il 3 g i u g n o  1951. 

Summary 

T h e  r e a c t i o n  w i t h  p - a m i n o b e n z a l d e h y d e  a n d  h y d r o g e n  
p e r o x i d e  h a s  b e e n  t e s t e d  on  t h e  k n o w n  m e t a b o l i c  s u b -  
s t a n c e s  of  t r y p t o p h a n e  a n d  i t s  d e r i v a t i v e s  ( k y n u r e n i n e ,  
o - a m i n o a c e t o p h e n o n e ,  ac id  a n t r a n i l i c ,  ac id  k y n u r e n i c ,  
ac id  x a n t h u r e n i c ,  3 - o x y k y n u r e n i n e ,  ac id  3 - o x y a n t r a n i l i c ,  
3 - o x y a m i n o a c e t o p h e n o n e ) .  

T h e  c o l o u r  r e a c t i o n  w h i c h  is f o u n d  w i t h  s o m e  of  t hose ,  
b e c o m e s  speci f ic  in  t h e  case  of k y n u r e n i n e  on ly ,  in  t h e  
w a t e r  p h a s e  a f t e r  s eve ra l  e x t r a c t i o n s  w i t h  b u t a n o l .  

N o u v e a u x  l i v r e s  - B u c h b e s p r e c h u n g e n  - R e c e n s i o n i  - R e v i e w s  

L e h r b u c h  d e r  o r g a n i s c h e n  C h e m i e  

V o n  PAUL KARRER 
1082 Se i t en  m i t  6 A b b i t d u n g c n  u n d  1 Ta fe l  

( G e o r g - T h i e m e - V e r l a g ,  S t u t t g a r t ,  1950) 
( G a n z l e i n e n  D M  45. - )  

D a s  e r s t m a l i g  1928 e r s c h i e n e n e  W e r k  l i eg t  b c r e i t s  in  
se ine r  11. Auf l age  vor .  E s  i s t  in  vie le  S p r a c h e n  f i be r se t z t  

u n d  h e u t e  w o h t  da s  f i ih rende ,  a l l en  S t u d i e r e n d e n  u n d  
b e r e i t s  be rufs t~ t t igen  C h e m i k e r n  v e r t r a u t e s t e  L e h r b u c h  
de r  o r g a n i s c h e n  Chemie .  Zu s e i n e m  L o b e  i s t  s c h l e c h t h i n  
n i c h t s  m e h r  h i n z u z u f i i g e n .  Prof .  KARRER h a t  es wieder -  
u m  n i c h t  u n t e r l a s s e n ,  die n e u e s t e n  E r g e b n i s s e  d e r  F o r -  
s c h u n g  w e i t g e h e n d  e i n z u b e z i e h e n ,  u n d  de r  V e r l a g  be-  
m t i h t e  s ich u m  eine  t a d e l l o s e A u s s t a t t u n g .  

K, BERNHARD 


