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Abb. 8. Quantitative Muscarinbestimmung am Straubschen Froschherzen: 25% Lahmung durch 0,0035y Muscarinchlorid
(== 1 Muscarineinheit).
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Abb. 4. Acetylcholin- (4) und Muscarinchlorid-Wirkungen (M) am Kaninchen- (4a) und Katzendarm (45).

lenten 0,38 mg/kg, KOGL ebenfalls bei Esculenten
0,16-0,23 mg/kg.

Der isolierte Kaninchendarm (Ileum) kontrahiert sich
bei einer Grenzkonzentration von 107% Der Vergleich
mit Acetylcholin ergibt eine doppelt so starke Wirkung
durch Muscarin auf den Darmtonus des Kaninchens
(Abb. 4a), wihrend bei der Katze die Kontraktionen
durch Muscarin etwas schwicher als die durch Acetyl-
cholin bewirkten sind (Abb. 42). KinG fand fiir sein
Muscarinchlorid submaximale Kontraktion des Kanin-
chendarmes mit 6,7 - 107 und einen erkennbaren Effekt
mit 6 - 108,

Auch die blutdrucksenkende Wirkung des Muscarin-
chlorids bei der Katze ist stirker als diejenige des Acetyl-
cholins. Die minimale depressive Dosis betrdgt intra-
vends 0,002 p/kg (Acetylcholin 0,005 y/kg). Bei gleichen
Mengen wirkt Muscarin etwa doppelt so stark wie Acetyl-
cholin, und die Blutdrucksenkung dauert 2-3mal linger.
Die gleiche Blutdrucksenkung tritt auch nach Vagus-
durchtrennung auf, Die Atmung wird durch Dosen iiber
0,02 p/kg gesteigert: das Atemvolumen ist vergrissert,
die Frequenz erhoht. Oberhalb 1y/kg wird sie durch
Bronchokonstriktion vermindert und steht still nach
10 p/kg. Atropin hebt diese tédliche Wirkung auf, so
dass sich Atmung und Blutdruck innerhalb einiger Mi-
nuten beinahe vollstindig erholen. Auch durch Muscarin
bedingte Miosis und Speichelfluss werden durch Atropin
verhindert.

Die Muskelendplatten werden auch bei diesen grossen
Muscarinmengen (> 10 y/kg) nicht beeinflusst, wie auch
die Uberleitung autonomer Synapsen {Ganglion cervi-
cale superius) unverindert bleibt.

Zusammenfassend kann aus diesen Versuchen die reine,
periphere, parasympathomimetische Muscarinwirkung
folgendermassen charakterisiert werden: Starke Blut-
drucksenkung, auch nach Vagektomie. Verlangsamung
der Herztdtigkeit bis zum diastolischen Stillstand. Be-
schleunigung der Atmung, Bronchokonstriktion. Er-
héhung des Darmtonus, Fehlen von curare- oder niko-
tinartiger Wirkung. Der Vergleich der Wirkungsstiarke

mit frither beschriebenen Muscarinsalzen anderer Auto-
ren zeigt, dass das untersuchte reine Muscarinchlorid
meistens stirker wirksam ist.

Die ausfiihrliche Beschreibung dieser Versuche und
weitere chemische und pharmakologische Untersuchun-
gen werden an anderen Stellen verdffentlicht.

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds und der Fritz-
Hoffmann-La Roche-Stiftung zur Forderung wissenschaftlicher
Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz fiir die Unterstiitzung dieser
Arbeit.

C. H. EussTER und P. G. WASER

Chemisches Institut und Phaymakologisches Institutl dey
Universitat Zivich, den 22. April 1954.

Summary

The alkaloid muscarin was isolated from fly agaric.
The analyses of crystallized salts (chloride, tetra-chloro-
aurate, REINECKE's salt) led to CH,,0,N* as the simplest
formula. The presence of aldehyde and tri-methyl-
ammonium groups, which had been assumed hitherto,
could not be proved. The quaternary nature of the
nitrogen atom was shown. Pharmacological tests on frog
heart, rabbit gut and cats show the purely peripheral
parasympathomimetic effect of the smallest doses.

Uber die Molekulargriosse des Himovanadins 1

(Untersuchungen tibey den vanadiumhaltigen
Blutfarbstoff, 111)

Hiamovanadin, der von MARTIN HENzE? in Phallusia
mamillata Cuvier entdeckte, vanadiumhaltige Blutfarb-

1 Dem Entdecker des Hamovanadins zum 80. Geburtstag ge-
widmet.
2 M. Henzkg, Z. physiol. Chem. 72, 494 (1911).
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stoff von Aszidien ist nach unseren Untersuchungen?® ein
Sulfatokomplex des 3wertigen Vanadiumsin chromopro-
teidartiger Bindung. Bei der Himolyse der Blutzellen,
die praktisch das gesamte Vanadium der Tiere enthal-
ten?, geht das Himovanadin mit braunroter Farbe in
Losung. Es ldsst sich aus dem mit destilliertemm Wasser
bereiteten Hamolysat (Henzelésung) mit reinem Azeton
in einem braunen Prizipitat niederschlagen3. Wegen
ihrer Schwerloslichkeit in Wasser eignen sich weder das
braune Prizipitat noch die das Vanadium in der 4werti-
gen Stufe enthaltenden Oxydations- und Abbauprodukte
des Himovanadins (Henzes Chromogen, blaugriines
und griines Prazipitat)? zur Molekulargewichtsbestim-
mung. Wir haben daher zur Ermittlung der Molekular-
grosse des Hiamovanadins die Henzeldsung herangezo-
gen. Gemessen wurde die Diffusionsgeschwindigkeit
nach den Angaben von NorRTHROP und ANSONS, einer
Methode, die sich besonders fiir Substanzen eignet,
welche nicht vollig rein von unspezifischen Begleitstoffen
erhalten werden kénnen, wie dies offenbar beim braun-
roten Hiamovanadin in der Henzelosung der Fall ist.
Aus dem Diffusionskoeffizienten erhilt man mit Hilfe
der Einsteinschen Gleichung® den Molekelradius sphéri-
scher Molekiile und daraus das Molekulargewicht.

Methode. Apparatur und Eichung. Als Diffusionszelle
(28,4 ml) diente ein Schottsches Glasfilter G 3 (pordse
Membran 2,5 x 30 mm), das am oberen Ende mit einem
Hahn verschlossen werden konnte. Die Zelle tauchte in
eine Vorlage mit dem Losungsmittel, das durch Uberleiten
vonreinem Kohlendioxyd [Entfernung des O, mittelseiner
Losung von Vanadin(II)-sulfat] sauerstoffreies Arbeiten
gestattete. Zur Eichung der Apparatur, die nur relative
Diffusionskoeffizienten liefert, haben wir 1% NaCl be-
nutzt, dessen Diffusionskoeffizienten OnoLm? zu Djo=
83,3-1077 cm?®- s~ bestimmt hat. Gemessen wurde die
Menge an diffundiertem Natriumchlorid durch Titration
der Chlorionen nach den Angaben von VoLHARDS® Mit
der von NorTHROP und ANsoN® abgeleiteten Gleichung
ergab sich daraus fiir eine Messtemperatur von 5°C eine
Apparatekonstante K = D ¢/Qm = 0,0535 4 0,0010
{Tab. I).

Tabelle I. Eichung der Diffusionszelle mit 1» NaCl-Losung.

ml Ausgangs-
Diffusionsdauer ¢ s losung diffundiert App :;gaézli(ggsctante
QOml
210 0,0321 0,0545
140 0,0218 0,0535
240 0,0381 0,0525
180 0,0282 0,0532

1 H.-J. Bizric und E. BAYER, Liebigs Ann. Chem. 580, 135 (1953).
- H.-J. Bierig, E. BAYER, L. CaLirano und L. WirtH, Pubbl. Staz.
Zool. Napoli 25, 26 {1954).

2 H. BaLTscHEFFSKY und M. BALTSCHEFFsKY, Pubbl. Staz. Zool.
Napoli 24, 447 (1953).

3 M. Hewnze, Z. physiol. Chem. 79, 215 {1912).

4 H.-J. BieLig, E. BAveRr, L. CaLirano und L. WirtH, Pubbl,
Staz. Zool. Napoli 25, 26 (1954). ~ L. CaLtrano und P. CAsELL,
Pubbl. Staz. Zool. Napoli 21, 235 (1948).

5 3. H. Norturor und M. L. Axson, J. Gen. Physiol. 12, 543
(1929). — M. L. Anson und J. H. Norrturop, J. Gen. Physiol. 29,
575 (1937).

8 A, EinsteIN, Z. Elektrochemie 14, 235 (1908).

7 L. W. OnowLwm, Z. physikal. Chem. 50, 309 (1905).

8 J. Voruarp, J. prakt. Chem. 117, 217 (1874).

9 J. H. Nortaror und M. L. Anson, J. Gen. Physiol. 12, 543
(1929).
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Um sicher zu sein, dass die mit Natriumchlorid ge-
wonnene Apparatekonstante K auch fiir hochmolekulare
Substanzen {Proteine) gilt, haben wir zunichst die Dif-
fusionskonstanten von kristallisiertem Oxyhamoglobin
aus Rinderblut? und von Zytochrom c aus Rinderherz?
mit der angegebenen Apparatur bei 5°C an Luft be-
stimmt. Gemessen wurden die diffundierten Mengen an
Zytochrom ¢ kolorimetrisch nach JuNnowicz-KocHoLaTYy
und Hocness?, an Hamoglobin durch Vergleich der
Extinktionen bei 540 und 575 mu zwischen der Aus-
gangslosung und der jeweiligen Losung in der Vorlage
nach der Diffusion. Als Diffusionskoeifizienten und als
Molekelradien ergaben sich fiir Hidmoglobin Dge =
4,99 (4 0,10) - 10~ cm?-s7}; ¥ = 2,66 - 10-7 cm und fiir
Zytochrom ¢ Dge = 8,29(40,20) - 1077 cm? - s, v =
1,60 - 107 cm. Diesen Werten entsprechen die folgenden
Molekulargewichte: Himoglobin M = 64200 4+ 3000 (fiir
dy=1,33); Zytochvomc M = 13600 + 1300 (fiirdy= 1,30}.
Die so auf der Eichbasis NaCl gefundenen Molekularge-
wichte stehen in guter Ubereinstimmung mit dem fiir
Saugetierhamoglobin angegebenen mittleren Molekular-
gewicht von 67000 (Rinderhdmoglobin aus Osmosever-
suchen?) und dem fiir Zytochrom c aus Sedimentations-
daten berechneten Molgewicht von 1320085,

Himovanadinibsung und -bestimmung. Die zur Mole-
kulargewichtsbestimmung des braunroten Hédmovana-
dins benutzte Henczelosung, die frisch ein pH von
2,5~2,8 aufweist, haben wir aus gewaschenen Blutzellen
von Phallusia mawmillata durch Hamolyse mit destillier-
tem Wasser nach unseren fritheren Angaben?® dargestelit.
Einwandfreie Priparate erhilt man nur aus frisch ge-
fangenen Tieren bei raschem Arbeiten, da die mit der
Oxydation des Himovanadins aus dem Komplex frei-
werdende Schwefelsiure zur Abspaltung von Protein
und unterhalb von pH2 zur Losung der komplexen
Bindung des Vanadiums fiihrt (denaturiertes Himova-
nadin?). Als Losungsmittel in der Vorlage verwendete
man eine der Henzelgsung im pH entsprechende Schwe-
felsdure. Die Diffusion geschah unter sauerstoffreiem
Kohlendioxyd bei 5°C. Den relativen Himovanadin-
gehalt bestimmte man sicherer als durch Vergleich der
Extinktionen beim Wendepunkt der Absorptionskurve
im Gebiete von 420 mpu durch spektrophotometrische
Messung der jeweiligen Vanadinmenge in Form des
roten Hydroxo-oxo-di(8-oxychinolino)-vanadins(V)8,

In Tabelle 11 sind die Ergebnisse unserer Diffusions-
versuche mit Henzelésungen von verschiedenem pH und
verschiedener Konzentration an braunrotem Himova-
nadin eingetragen Hieraus ergibt sich, dass das braun-
rote Himovanadin im pH-Bereich von 2,5-2,8 einen
mittleren  Diffusionskoeffizienten wvon Dse = 6,87
(4+0,17) - 1077 cm? - s~! und einen Molekelradius von

1 Dargestellt nach den Angaben bei P. B. Hawk, B. L. OsEr und
W, H. SuMmMERsoN, Practical Physiological Chemistry, 12. Aufl.
(The Blakiston Comp., New York 1947), S. 441.

2 Bereitet nach D. Keiin und L. F. HarTREE, Proc. Roy. Soc.
London B 122, 298 (1937).

3 R. Junowicz-Kocuorary und T. R. Hogeness, J. biol. Chem.
129, 569 (1939).

4 J. RocHE, A. Rocug, G. S. Apair und M. E. Apalg, Biochem.
J. 26, 1811 (1932).

5 K. O. PEDERSEN, unverdffentlicht. Zitiert nach K. G. PauL in
J. B. Sumner und K. MyrBick, The Enzymes 11, 1 (Academic
Press, New York 1951}, S. 375.

8 H.-J. Bizrig, E. Baver, L. CavLirano und L. WirtH, Pubbl.
Staz. Zool. Napoli 25, 26 {1954).

7 H.-J. Bierig, E. BAYER, L. CariFano und L. WirTH, Pubbl.
Staz. Zool. Napoli 25, 26 (1954).

8 H.-J. BieLig, E. Baver, L. Carirano und L. WirtH, Pubbl.
Staz. Zool. Napoli 25, 26 (1954). -~ H.-J. BieLic und E. BAYER,
Liebigs Ann. Chem. 584, 96 {1953).
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¥ = 1,93(40,05) + 1077 cm aufweist. Unter Annahme
eines spezifischen Gewichtes von dy = 1,33 ergibt sich da-
nach fiir das Hémovanadin in deyr Henzeldsung ein Mole-
kulargewicht von 24400 - 7900,

Tabelle 1T
Diffusionskoeffizient und Molgewicht von braunrotem Hdidmovana-
din. Henzelosung I: pH = 2,5; 277y Vanadium/ml. Henzel6sung II:
pH = 2,8; 144,5 ¥ Vanadium/ml,

Diffusions- ml Au s l?iffu.Si.o U571 Molekel- | Molekular-

gangslosung{koeffizient . .

Probe | dauer . R M radius gewicht
s diffundiert | D-10 107 M

s Oml beisec [ 7™

I 86 400 1,14 7,06 1,88 22 500

86 400 1,08 6,78 1,96 25 500

86 400 1,10 6,71 1,98 26 200

I1 129 600 1,66 6,85 1,94 24700

138 600 1,80 6,95 1,91 23 500

164 700 2,14 6,93 1,92 23 900

Die Konstanz von Qum in der Zeiteinheit bei den ver-
schiedenen Versuchen macht es unwahrscheinlich, dass
in der Henzeldsung mehrere, sich im Molekulargewicht
wesentlich unterscheidende, vanadiumbhaltige Chromo-
proteide vorkommen. In Ubereinstimmung mit der
Empfindlichkeit des Himovanadins gegen pH-Werte
unterhalb 2,5 wurden bei Diffusionsversuchen mit einem
schwach angesiuerten Himolysat (pH = 2,2) Moleku-
largewichte gefunden, die um etwa eine Zehnerpotenz
niedriger lagen als die oben angegebenen Werte fiir nicht-
denaturiertes, braunrotes Himovanadin.

Nimmt man an, dass das braunrote Himovanadin in
der Henzelosung denselben Vanadiumgehalt hat wie das
aus dieser Losung mit Azeton gefillte braune Prizipitat,
namlich 4,58 9% V, so enthdlt 7 Molekiil braunvoies Hamo-
vanadin etwa 24 Atome Vanadium.

Die Versuche am Himovanadin wurden von Oktober bis Dezem-
ber 1953 an der Zoologischen Station Neapel ausgefiihrt, der wir fir
ihre grossziigige Unterstiitzung herzlich danken. Den Aufenthalt
in Italien ermoglichte uns eine Zuwendung des Consiglio Nazionale
delle Ricerchein Rom. Die Deutsche Forschungsgemeinschaft forderte
die Arbeit durch ein E. BAYER gebotenes Stipendium.

H.-J. BieLié und E, BAYER

Max-Planck-Institut  fiiv  medizinische Forschung,
Institut fitv Chemie, Heidelberg, den 27. April 1954.

Summary

The red-brown haemovanadin which is contained in
the haemolysate (Henze Solution) of blood cells of the
ascidia Phallusia mamillata Cuvier is a chromoproteid
with trivalent vanadium as the central atom and
sulphuric acid bound coordinatively. It is found to have
a molecular weight of 24,400 4 1,900 according to the
estimation ‘of the diffusion coefficient (Dgo= 6-87
+£0-2-1077cm?2-571at pH 2-5-2-8).

Uber die Natur des Leberglykogens
normaler und diabetischer Tiere
unter verschiedenen Bedingungen

Die zahlreichen Untersuchungen iiber den Glykogen-
stoffwechsel im diabetischen Organismus beschiftigen
sich ausschliesslich mit der Menge, nicht aber mit der
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Natur des gebildeten Polysaccharids. Die Befunde, die
wir bei unseren Untersuchungen iiber den Gehalt der
Leber und des Muskels an Hexosephosphorsduren beim
normalen und diabetischen Tiere erhielten?, veranlassten
uns, diese Frage zu priifen.

Untersucht wurde die Absorption des Jod-Glykogen-
Komplexes in halbgesittigter Ammoniumsulfatlésung
nach ScHLAMOWITZ?, in halbgesittigter Natriumsulfat-
l6sung und in wissriger Losung, die Aufspaltungskurve
des Glykogens bei der Hydrolyse in » HCl sowie die
Zahl der Endgruppen nach der Methode von POTTER und
Hassmp3, Das Glykogen wurde nach den Angaben von
ScELAMOWITZ4 isoliert, mit dem Unterschied, dass wir
zur Extraktion nicht nur 59%ige, sondern auch 309%ige
Trichloressigsdure bentitzten und dass wir vor der Essig-
sdurefillung die ‘wasserunlgslichen Stoffe durch Zentri-
fugieren entfernten. Die Reinheit des Glykogens be-
stimmten wir durch Reduktion nach 214 h Hydrolyse
in # HCIl nach HAGEDORN- JENSEN® und nach NELSONS,
den Phosphatgehalt nach FiskE und SuBarrow?. Es
wurden hauptsédchlich Ratten von 160 bis 200 g Korper-
gewicht beniitzt. Die alloxandiabetischen Tiere wurden
15-20 Tage nach der Verabreichung des Alloxans
(15 mg/100 g Korpergewicht subkutan) verwendet; die
Glukoseausscheidung betrug bei konstanter Nahrungs-
aufnahme téglich 6,0-8,5 g. Das Leberglykogen wurde
nach Fiitterung mit gemischter Didt, bei hungernden
Tieren (Normaltiere 24 h, diabetische 36 h) nach Zufuhr
von Glukose, Fruktose und Sorbose untersucht. Jede
Versuchsserie wurde an 3—-7 Tieren ausgefiihrt. Daneben
wurde das Leberglykogen nach Glukosefiitterung? auch
bei einem normalen, 2 kg schweren und bei einem dia-
betischen Kaninchen untersucht, das 20 Tagc vorher
intravends 80 mg/kg Korpergewicht Alloxan erhalten
hatte und dessen Blutzucker 550 mg 9%, betrug.

Zunidchst haben wir in halbgesidttigter Ammonium-
sulfatlosung die Jod-Glykogen-Absorptionskurve des
Leberglykogens des normalen, mit Glukose gefiitterten
Kaninchens aufgenommen. Wie aus der Abbildung 1
hervorgeht, erhielten wir denselben Kurvenverlauf wie
ScHLAMOwITZ? mit einem Absorptionsmaximum bei
etwa 496 mu. Das Leberglykogen der Ratte nach
Glukosefiitterung ergibt unter gleichen Bedingungen
anndhernd denselben Kurvenverlauf wie dasjenige des
Kaninchens (Abb. 1). Das Maximum liegt ebenfalls bei
496 mu, doch ist die Absorptionsintensitdt geringer (in
halbgesittigtem Natriumsulfat ist die Absorption grosser
und die Farbe stabilerals in halbgesittigtem Ammonium-
sulfat). Bei den Versuchen mit alloxandiabetischen
Ratten unter gleichen Bedingungen sind 2 Feststellun-
gen hervorzuheben: 1. die Absorptionsintensitit ist
wesentlich geringer als beim Normaltier; 2. es besteht
eine Verschiebung des Maximums nach dem kiirzeren
‘Wellenbereich (480 mu, Abb. 1). Dementsprechend ist
auch die Farbe des Jod-Glykogen-Komplexes in halb-
gesittigter Ammoniumsulfatiésung bei alloxandiabeti-
schen Tieren anders als bei normalen, braungelb beim
diabetischen, rot beim normalen. Die Untersuchung des
Leberglykogens des diabetischen Kaninchens zeigte
gleiche Verhiltnisse (Abb. 1). Die Unterschiede in Ab-
sorption und Farbe zwischen Jod-Glykogen-Komplex

1 E. Dupasquier und L. Laszr (im Druck).

2 M. ScuraMmowrrz, J. biol. Chem. 190, 519 (1951).

3 A. L. Porter und W. Z. Hassip, J. Amer. Chem. Soc. 70, 3488
(1948).

4 M. ScuLamowirz, J. biol. Chem. 188, 145 (1951).

5 H. C. Hacepor~y und B. N. Jensen, Biochem. Z. 135, 46
(1923); 137, 92 (19283).

6 N. NELSON, J. biol. Chem. 153, 875 (1944).

? G. H. Fiske und Y. SuBArrow, J. biol. Chem. 66, 375 (1925).



