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Ba r ium usw. auch  Amine  wirksam, sofern sie die fol- 
genden Bedingungen  erfiillen: 

Sie miissen mindes tens  2 stark basische N-Atome be- 
sitzen, die bei neu t ra lem p H  je ein Proton addieren. 
Speziell b is - Imidazol ine  sind s tark wirksam, w~ihrend die 
en tsprechenden Monoimidazoline nu t  sehr schwache Wir- 
kung zeigen. Monoamine  mi t  kleiner Alkylgruppe sind 
ebenfalls nur  schwach wirksam. Die Wirkung der Mono- 
amine s te igt  an mi t  zunehmender  L~inge der Alkylgrup- 
pen. H6here  Amine  als Bu ty lamin  k6nnen wit  an unserer 
Anordnung  n ich t  prfifen, da  dann bereits auch ohne 
Lezi th in  ein ~ b e r t r i t t  des Farbstoffes in die Chloroform- 
phase beginnt ,  was die Resul ta te  unklar  macht.  Dass ein- 
fache Amine  m i t  gr6sserer Alkylgruppe auch wirksam 
werden, di irf te mi t  der L6slichkeit  und Anreicherung 
ihrer Salze in Chloroform zusammenh~ingen. 

Neben  der  e infachen Anlagerung im Sinne Proton- 
S~iure-Anion t r i t t  offenbar  eine Verkntipfung zweier 
Lezithin-Molekfi le durch  das zweiwertige Kat ion ein. 

Die Bedingungen,  die fiir eine Adsorption an Lezithin 
notwendig  sind, sind ~ihnlich den Anforderungen, die an 
sogenannte  <~Histamine releasers> s gestellt werden. Tat-  
s~ichlich wird H i s t amin  bei Gegenwart  von Trop~iolin aus 
neut ra ler  wAsseriger L6sung an die lipoide Phase fixiert 
und diirf te durch Stoffe mi t  gr6sserer AffinitAt wieder 
daraus  verdr~ingt werden.  

Experimentelles. Zur Verwendung gelangte eine 1/1000 
molare L6sung von  synthe t i schem DL-Dipalmitoyl-~-lezi- 
th in  (73 m g % )  in gew6hnl ichem Chloroform. Dieses darf  
be im Sch / i t t e ln  m i t  Wasser  keine S~ure abgeben. Zur An- 
wendung  gelangte  ferner eine L6sung von 1 mg% gerei- 
n ig tem TropAolin 00 in dest i l l ier tem Wasser. Von der zu 
pr t i fenden Subs tanz  wird dar in  eine Stamml6sung her- 
gestell t  und durch eine Spur verdi innter  Natronlauge 
resp. Salzs~ure auf  p H  6-7 eingestellt.  

Je  4 cm 3 der  Lezithin-Chloroforml6sung und 4 cm s der 
mi t  TropRolin-L6sung verdf innten Stamml6sung werden 
in e inem Reagenzglas  2-3 min kr~iftig durchgeschiittelt .  
Das Gle ichgewicht  s tel l t  sich rasch ein. Nun wird zentri- 
fugiert,  bis sich mindestens  2 cm 3 klare w~isserige L6sung 
abge t renn t  haben.  Diese wird vorsichtig abgezogen, nach 
Kont ro l le  des p H  mi t  Salzs~iure verdt innt  auf 10 cm s und 
der  noch vo rhandene  Farbstoff  spektrophotometrisch in 
1 n Salzs~iure durch Vergleich der Ext inkt ionen bei 535, 
540 und  545 m~  mi t  denen einer bekannten Farbstoff-  
16sung bes t immt .  

Zu erw~ihnen ist, dass die Absorption aus der wAsse- 
rigen Phase  ausbleibt ,  wenn an Stelle des Chloroforms 
Te t rach lorkohlens tof f  verwendet  wird. Wi t  nehmen an, 
dass die Dielektr iz i tAtskonstante  des L6sungsmittels eine 
wesent l iche Rol le  spielt. 

a W.  D. M. PATON, Histamine release by Compounds of simple 
chemical structure, Pharmacol. Rev. 9, 269 (1957). 
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Die spektrophotometrischen Bestimmungen, fttr die wit herzlich 
danken, wurden in unserem physikalisch-chemischen Laboratorium 
(Leitung Dr. A. V. WILLI) durch Herrn A. SOPS^SRrTt ausge~hrt. 

R. HIRT und R. BECHTOLD 

Forschungsinstitut dsr Dr. A.  Wander AG., Bern, 
II. August 1958. 

Summary 

Synthetic lecithin, dissolved in chloroform, is ~tble to 
add salts which are non-soluble in chloroform and to 
transfer these at neutral pH from the aqueous into the 
lipoid phase. The effect is dependent on the cation con- 
centrations and particularly on their'valency. Calcium, 
barium, copper ions, etc., are about one hundred times 
more effective than sodium and potassium. T@o-basic 
amines are also very effective. For experimental reasons, 
anion was, up to now, not varied and in all tests tro~)e- 
oline was used. 

A C o n t r i b u t i o n  

t o  t h e  P r o b l e m  o f  t h e  H a e m - P r o t e i n  L i n k a g e  

i n  H a e m o g l o b i n  

Opinions differ as to whether  the  haem group in haemo-  
globin is bound to two or to only one imidazole  in the  pro- 
tein. The former opinion was expressed by  CON^NT t and,  
among others, by  L~MBERO and LEGGE s in the i r  mono-  
graph on hematin compounds;  the la t te r  opinion (of 
HAUROWITZ s, with his hypothesis  t ha t  haemoglobin  is an 
aquo-compound, in which one water molecule is bound 
coordinately to the iron atom) is supported by experi- 
mental evidence, as well as by the results of the differen- 
tial titration of haemoglobin (WvMAS '). 

We made a series of experiments in which we followed 
the effect of histidine on the oxygen equilibrium in a di- 
lute haemoglobin solution. 

The haemoglobin solutions were prepared from fresh 
human blood according to HILL and WOLVEKAMP s. We 
used a phosphate buffer (I/15 M, pH 7.39). Histidine in 
various concentrations was added to these solutions. The 
degree of oxygenation at different oxygen pressures was 
determined with the aid of a two-stage colorimeter corn- 

I j .  B. CONANT, Harvey Lectures 28, 159 (1933). 
I R. LEMBERG and J. W. LRooE, Hematin Compounds and Bile 

Pigrf~.Js (Interscience Publishers, New York-London 1949). 
s F. HAUROWZTZ, The Bond between Haem and Globin, Haemo- 

globin, a symposium (Ed. F . J .W.  Roughton and J.C. Kendrew, 
Butterworths Scientific Publications, 1949), p. 51. 

t j .  WYMAS, Heine Proteins, Adv. Protein Chem. 4, 402 (1948). 
s R. HILL and H. P. WOLVEKAMP, Pron. Roy. Son., London 

[B] 120, 484 (1936). 
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bined wi th  a Zeiss microspect roscope (HII.L~). A series of 
dissociat ion curves  ob ta ined  in this  w a y  is shown in 
F igure  1. 
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Taking  the  ha l f - sa tura t ion  values  of these dissociat ion 
curves,  and p lo t t ing  t h e m  against  the i r  respect ive  histi-  
dine concentra t ions ,  we ob ta in  the  curve  shown in Fi-  
gure 2. This  curve  gives us va luable  in format ion  abou t  the  

/ 

I I I I J 

80 80 lO0 

react ions involved,  as it  m a y  be conver ted  into the  empi-  
ricM equa t ion  

y = 4 y '  + 3,2 x 'Ifx = a +  bx~, 

while a s imilar  equa t ion  m a y  be der ived on the  following 
theore t ica l  assumpt ions  : 

(a) the  his t idine molecule  acts revers ib ly  wi th  the  hae-  
moglobin ;  (b) t he  h is t id ine-haemogtobin  molecule  is no t  
oxygenable ,  and (c) the  oxy-haemoglob in  does no t  react  
w i t h  t_he his t idine molecule .  

N o w  t ak ing  the  fol lowing equi l ibr ia  

[HbHist~]  K1-- 
[Hb] [Hist]n 

[HbO2] 
/ t "  2 - -  

[Hb] [O2] 

6 R.  HILL, P roc .  R o y .  Soc. ,  L o n d o n  [B]  lZO, 472 (1936). 

and pu t t ing  p o ,  instead of oxygen  concentra t ion,  we find, 
af ter  some algebraic analysis,  

pO2 = K(1 + Kl [His t ] " ) .  

Subs t i tu t ing  y for po~, and x for hist idine,  we get  the 
relat ion 

y = K ( 1  + K Ixn),  

in which, for n = Y2, bo th  our  empir ical  and our  theoret i -  
cal equa t ions  get  ident ical  forms. This  leads us to suggest  
t h a t  t he  reac t ion  in ques t ion  is a compe t i t i ve  inhibi t ion 
reaction,  in which the  inhibi tor  - his t idine - ev ident ly  
competes  wi th  the  oxygen  for t he  ac t ive  si te in the  haem 
group. 
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As n has the  va lue  of ½ one his t idine molecule  mus t  
inhibi t  two haems.  This  m a y  be expla ined  on tile assump- 
t ion t h a t  the  his t idine molecule  reacts  wi th  the  ac t ive  site 
of one haem,  whilst  i t  blocks the  ac t ive  si te of tile second 
h a e m  by  steric hindrance.  Compet i t ion  be tween  the  imi- 
dazole of free his t idine and imidazole  in the  prote in  for 
the  ac t ive  site of t h a t  h a e m  being v e r y  unlikely,  the  effect 
of his t idine on the  6xygen  equi l ibr ium of haemoglobin  
would  appear  to  con t rad ic t  the  hypothes is  t h a t  two  imida-  
zole molecules are invo lved  in the  haem-pro te in  linkage. 

As haemoglob in  conta ins  four  haems,  and two can be 
blocked by  a single his t idine molecule,  we mus t  conclude 
t h a t  

(1) the  haems  are  placed in two pairs,  in t he  w a y  as 
suggested "on o ther  grounds  by  VVYMAN a, b u t  w i th  their  
ac t ive  sites closely facing each o ther  (F igure  3). 

(2) the  s ix th  coord ina t ion  va lency  of the  i ron - i.e. the  
ac t ive  si te in haemoglob in  - m u s t  be occupied,  as sug- 
gested by  HAUROWlTZ 3, by  a molecule  of  water .  

F.  B. KLYNSTRA 

Laboratory o] Experimental Zoology, State University o] 
Leyden, September 17, t958. 
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Rdsumd 
L'h i s t id ine  inhibe la combinaison de l 'oxyg~ne avec 

l 'h6moglobine.  L ' ana lyse  de la courbe, donnant  la relation 
entre  la tu des eourbes de dissociation d 'oxyg6ne et  la con- 
cen t ra t ion  de l 'hist idine,  donne pour r~sultat qu 'une mol6- 
eule de his t idine d~place deux molecules d'oxyg6ne. 

On peu t  conclure que les h~mes s 'a t tachent  ~t la partie 
prot~inique de l 'h~moglobine par  un seul groupement  
d ' imidazole .  

A c e t y l - d i ~ i n a t i n - a  und Desacety l - lanatos id  D ~ 

Aus den Bl~t te rn  der Digitalis lanata Ehrh.  konnte 
ktirzlich ein neues, genuines Glykosid, das Lanatosid D 
isoliert werden  ~. Es gelang, den chemischen Aufbau dieser 
Verb!ndung  durch einen stufenweisen Abbau bis zum 
Dig ina t in  ~ wei tgehend aufzukl/tren. Es t ra ten dabei einer- 
seits die beiden Desglucoverbindungen,  Acetyl-diginatin-~¢ 
und fl, anderersei ts  das Desacetyl- lanatosid D auL Diese 
Glykoside konn ten  lediglich papierehromatographiseh 
nachgewiesen werden,  da  ffir die Abbauversuche nur 
50 m g  Lana tos id  D zur  Verffigung standen. 

Inzwischen  konnten  wir entsprechend den friiher ge- 
mach ten  Angaben  z durch  Frakt ionierung der isomorph 
kris tal l is ierenden Lanatos ide  an Silicagelsiiulen eine wei- 
tere Menge Lana tos id  D (I) herstellen. Im folgenden be- 
r ichten wir  fiber pf i ipara t ive  Versuche, die zur Isolierung 
des kristal l is ier ten Desacetyl- lanatosid D (II) und des 
Acetyl -diginat in-~ (III)  fiihrten. 
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I Lanatosid D 
R = (Digitoxose)~-Digitoxose-Glucose 

I 
Acetyt 

I[  Desacetyl-lanatosid D 
R = (Digitoxose)~-Glucose 
I I I  Acetyl-diginatin 
R = (Digitoxose)~-Digitoxose 

Acetyl 
IV Diginatin 
R = (Digitoxose) a 

Acetyl-diginatin-~. Zur pr~parat iven Abspaltung der  
D-Glucose aus Lanatos id  D benutz ten  wir ein aus D. la- 
nata-Bl~ttern hergestel l tes FermentprAparat  (Digilanid- 
ase)*,~. Die rohe Desglucoverbindung,  das Acetyl-digina- 

tin-~ (III) ,  kristallisierte aus Methanol -Chloroform-Ather  
in flachen, fiir die ~-Reihe der l )esgluco-lanatoside cha-  
rakterist ischen Pli[t tchenS-L Der Stop. lag bei 199-202 °, 
[~][~ = + 30,1 ° (c = 0,6 in Pyr idin) ;  2rex = 218 m~t (log 
e = 4,1). 

C4aH6aOio Ber. C 61,6 H 7,9 O 30,5 COCHa 5,1% 
(838,96) Gel. C 61,4 H 8 , 0 0  30,1 COCH~ 4,7% 

Das Vorliegen des ~-Isomeren ging eindeutig,  aus dem 
Verglcich der Molekularrotat ionen vtm Acetyl-diginatin-e¢ 
([MID = + 252 °) und l)iginatin tIMID = + 159 ~) hervor.  
Die beobachtete  l)ifferenz yon + 93 ° (in Pyridin) s t eh t  
mi t  den entsprechenden Werten,  die zwischen den m- 
Formen des Acetyl-digitoxins,  Acetyl-gi toxins  und Aeetyl-  
digoxins und ihren acetylfreien l )e r iva ten  auf t re ten,  in 
guter  13bereinstimmung t 

Acetyl-diginatin-a wurde durch schwache Alkalien zum 
Diginatin (IV) 3 abgebaut.  Unser Pri tparat  kristallisierte aus 
Aceton in feinen Prismen w>m Smp. 251-253°; [~¢][0 = 
+ 20,5 ° 4- 2 ° und [~]s]]3 = + 26,3 ° 4- 2 ° (c = 0,6 in Metha-  
nol). 2max 218 ml~ (log e = 4,1). 

Auch das IR-Spekt rum.  sowie die in verschie¢lenen l+6- 
sungsmittelsystemen erhal tenen Rt -Wer te  sprechen fiir 
die hlent i t / t t  des aus Acetyl-diginat in-~ erhal tenen Abbau-  
produktes mi t  einem authent isehen 1)iginatin-Pr~tparat s. 

Desacetyl-tanatosidD. ])ic Vcrscifung dcr  im Zucker-  
rest des Lanatosids I) vorl iegenden Acetylgruppc wurde  
wie iiblich mit  KHCO.~ in vcrdi inntcr  mct lmnnl ischcr  
L6sung w~rgcnommcnL l)ic vorcrs t  -amorph anfal lcnde 
Desacctyl-Vcrbindung kristallisicrtc nach Cltromatogra-  
phic an wasscrgcs~ittigtcm, schwach ak t ivem Silicagel in 
farbloscn, zu Bfischcln vercinigtcn Prismcn yore Stop. 
199-204°; . [~]~ = + 21, 00 i :  2 ° (e = 0,5 in Pyr id in) ;  
2m~x = 218 mtz (log e = 4,1). Rcinstes, kristallisiertes Des- 
acetyManatosid t) (II) konnte  auch  dnrch Gegenst rom- 
verteilung amorptmr l ' rAparate  zwischen Methyl-~ithyl- 
keton und Wa.sscr (1:1) gewonnen werden. 

C4TH7+O2. Ber. C 58,9 H 7.8 O 33.4% 
(959,06) Gef. C 59,1 H 8 , 3 0  33,7% 

Dureh selektive Abspal tung tier D-Glucose mi t  dem 
Bla t t ferment  der D. lanata +,s wurde Desacetyl- lanatosid  
D zum I)iginatin (IV) ~ abgebaut ,  l)as aus Aceton kristatli- 
sierte Pr/ iparat  zeigte den Smp. 250-253°; [~]~{ = 
+ 23,1° 4- 2° und [¢¢]6~= + 28, 20 4- 2 ° ( c =  0,5 in 
Methanol);  ~,mx = 218 m~t (log e = 4,1). Die ldenti t~it  
unseres Praparates  rait  Diginat in  wurde du tch  den Ver- 
gleich der IR-Spekt ren ,  sowie du tch  Bcs t immungen  der  
Rl-Wertc  in vcrschicdenen L6sungsmit te lgemischen be- 
wiesen s. 

Die Ergebnisse dcr bier besehriebcncn pr~para t iven  
Versuche best~ttigen die in unserer friiheren Mit te i lung ~ 
gemachtcn Angabcn tiber den papierchromatographisch  
fiberpriiften Verlauf des Abbaus yon Lanatos id  D. Der  
Zuckcrrcst von l .anatosid D ist dcmnach  analog dcm-  
jenigcn dcr Lanatoside A, B und C aufgebaut .  

A. YON WARTBURG, E .  ANGLIKER, 
F. BAR~USS und J.  RV:NZ 

Pharmazeutisch.chemisches Laboratorium SANDOZ, 
Basel, 20. Oktober 195& 
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