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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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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 .  
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Summary 

The  se lec t ive  e n z y m a t i c  d e g r a d a t i o n  of l ana t o s i de - D  
yields  ace ty l -d ig ina t in -a ,  t he  mi ld  a lka l ine  hydro lys i s  des- 
a ce ty l - l ana to s ide -D .  T h e  p r o p e r t i e s  of t he se  glycosides 
are desc r ibed ;  b o t h  can  be  t r a n s f o r m e d  b y  f u r t h e r  de- 
g r a d a t i o n  in to  d ig ina t in .  

P y r o p h o s p h a t a s e s  o f  B o n e  

Scarce  a n d  d i s c o r d a n t  i n f o r m a t i o n  is found  in  t h e  
l i t e r a t u r e  as  to  t h e  p resence  of p y r o p h o s p h a t a s e s  in  
oss i fy ing ca r t i l age  a n d  bone ,  a l t hough ,  acco rd ing  to  some 
a u t h o r s  1, i no rgan ic  p y r o p h o s p h a t e  seems  to  p l a y  a role  in  
b o n e  fo rma t ion .  

In  t he  p r e s e n t  work,  we h a v e  t h o u g h t  i t  of i n t e r e s t  to  
s t u d y  t he  d i s t r i b u t i o n  a n d  p rope r t i e s  of p y r o p h o s p h a t a s e s  
in t he  va r ious  p a r t s  of b o n e  t issue.  

Experimental and Results. T h e  a n t e r i o r  m e t a t a r s u m  of 
a less t h a n  30 d a y s  old l a m b  was excised  i m m e d i a t e l y  a f t e r  
t he  ki l l ing of t h e  an imal ,  cooled a t  - 10°C a n d  freed f rom 
the  sof t  p a r t s  a n d  pe r ios t eum.  F r o m  th i s  sample ,  a sec t ion  
of w h i c h  is s h o w n  in F igu re  1, t h e  fol lowing h is to logica l ly  
u n i f o r m  f rac t ions  were p r e p a r e d :  (1) A r t i c u l a r  car t i lage ,  
(2) Spongiosa  of epiphysis ,  (3) E p i p h y s e a l  ca r t i l age  p la te ,  
(4) M e t a p h y s e a l  spongiosa ,  c o r r e s p o n d i n g  to  newly  ossi- 
fied car t i lage ,  a n d  d i f fe ren t  f rom t he  spongiosa  of epi- 
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Fig. 1.--Photograph (A) and microradiograph (B) of a section of 
lamb's anterior metatarsum. 

1 = Articular cartilage, ~ = Spongiosa of epiphysis, 3 = Epiphyseal 
cartilage plate, 4 = Spongiosa of metaphysis, 5 ~ Compact bone. 

1 g of e ach  f r ac t i on  was a d d e d  w i t h  5 ml  of w a t e r  and,  
w h e n  necessary ,  w i t h  t r aces  of q u a r t z  sand ,  a n d  h o m o -  
genized in a m o r t a r .  The  f inal  v o l u m e  of t he  h o m o g e n a t e  
was a d j u s t e d  to  24 ml.  0-4 m l  of t h e  h o m o g e n a t e  were  in- 
c u b a t e d  w i t h  0.3 m l  0-15 M Na4P207, 0-1 m l  0.005 M 
MgCI 2, 0.5 ml  0.0356 M d i e t h y l b a r b i t u r a t e  buf fe r  of t he  
des i red  pH .  T h e  f ina l  v o l u m e  was  b r o u g h t  to  1-5 m l  w i t h  
H,O.  The  p H  was checked  before  a n d  a f t e r  i ncuba t i on .  
Cont ro l s  were m a d e  w i t h o u t  a d d i t i o n  of t he  e n z y m e  and  
of t he  s u b s t r a t e .  

The  samples  were i n c u b a t e d  for  8 m i n  a t  38°C w i t h  
c o n t i n u o u s  s t i r r ing ,  a n d  t h e  r e a c t i o n  was  s t o p p e d  b y  
h e a t i n g  for  3 m i n  a t  100°C or  b y  a d d i t i o n  of 1 m l  15% 
t r i ch lo roace t i c  acid (TCA). Af t e r  cen t r i fug ing ,  inorgan ic  
o r t h o p h o s p h a t e  was  d e t e r m i n e d  on  a n  a l i quo t  of the  
s u p e r n a t a n t  b y  t h e  m e t h o d  of FISKE a n d  SUBBAROW 2. 

T h e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  a s sayed  ove r  all  t h e  p H  r ange  
f rom 3-5 to  10-3. Resu l t s  a re  g iven  in F igu re  2 a n d  3. No 
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Fig. 2 and 3.--Pyrophosphatase activity at different pH of the various 

components of bone. 
Ordinates give [~g orthophosphate (calculated as P) formed in 8 min 
at 38°C from 2.8 mg P added as Na2P40~. The incubation medium 
contained also 16.6 mg tissue (wet weight), 0-1 ml 0.005 M MgClz, 
0-5 mI 0.0356 M diethylbarbiturate buffer of the desired pH. Final 

volume 1.5 ml with H~O. 

physis ,  (5) C o m p a c t  bone ,  (6) B o n e  m a r r o w  of d iaphys i s ,  
(9) Pe r i o s t eum.  F r a c t i o n s  2 a n d  4 were cen t r i fuged  so as 
to  e x t r u d e  t h e  m a r r o w  c o n t a i n e d  b e t w e e n  t h e  t r a b e c u l a e ,  
w h i c h  was  s e p a r a t e l y  e x a m i n e d  as  f rac t ions ,  (7) M a r r o w  
f rom No. 2, a n d  (8) M a r r o w  f rom No. 4. 

a c t i v i t y  was  found  in  t h e  m a r r o w  of e p i p h y s e a l  spongiosa  
a n d  in pe r ios t eum.  

Discussion. P e r i o s t e u m  a n d  t h e  m a r r o w  of ep iphysea l  
spong iosa  do  n o t  show p y r o p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o v e r  all 
t h e  p H  r ange  tes ted .  All  t h e  o t h e r  f r ac t ions  show two 
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