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die an zwei durch eine Doppelbindung verbundenen C-Atomen je eine Oxy-Gruppe trigt.
Analoge Struktur haben z. B. Ascorbinsiure und Brenzcatechin, beides Verbindungen,
deren leichte Oxydierbarkeit bekannt ist.

Es ist von vorneherein zu erwarten, dass die Verbindung nicht in der Diketon-,
sondern in der Dienolform vorliegt; denn man weiss, dass die Tendenz zur Ausbildung
der sehr stabilen Thiophen-Struktur ausserordentlich gross ist. Diese Annahme wurde
auch dadurch bestitigt, dass es unméglich war, ein Dioxim darzustellen. Es liegt somit
das 2-[f-Propionsiure]-3, 4-dioxy-thiophen (XVIT) vor.

C,HO,8S Ber. H aktiv 1,59 Gef. H aktiv 1,42%

Die Substanz gibt mit Eisen(III)-chlorid-Lésung eine blau-griine Farbung.

Zirich, Chemisches Institut der Universitit.

17. Zur Kenntnis des Abbaues der Aminosiduren
im tierischen Organismus.
I. Z-Alanin
von S. Edlbacher und H. Grauer.
(22. XII. 43.)

Neubauer und Mitarbeiter!) haben vor 35 Jahren durch Fiitte-
rungsversuche am Hunde nachgewiesen, dass d,l-Phenyl-aminoessig-
sdure und d,l-p-Oxyphenyl-aminoessigsiure im Organismus teilweise
in die entsprechenden «-Ketosiduren iibergehen und im Harn nach-
gewiesen werden kénnen. Diese Umwandlung betraf jedoch nur die
natiirlichen Aminosiuren, wihrend die unnatiirlichen grésstenteils
unversehrt wieder ausgeschieden wurden. In gewissen Fillen kam es
ausserdem zu einer geringen Ausscheidung der entsprechenden Oxy-
siuren. Kurz darauf teilte Knoop?) den ersten Nachweis der Synthese
einer Aminosiure, -Benzyl-alanin, durch den tierischen Organismus
nach Verfiitterung von pg-Benzyl-brenztraubensiure mit. Sie war
am Stickstoff acetyliert und gehorte ebenfalls den natiirlichen Formen
an. Anoop nahm auf Grund seiner und Neubauer’s Befunde an, dass
der erste Abbau der Aminosiuren eine oxydative Desaminierung und
reversibel sei. Gleichzeitig wiesen Embden und Schmiiz®) im Leber-
durehblutungsversuch die Bildung von Tyrosin und Alanin aus dem
Ammoniumsalz der p-Oxyphenyl-brenztraubensiure resp. der Brenz-
traubenséiure nach.

25 Jahre spiter erbrachte Krebs?) im Gewebsschnittversuch einen
weiteren Beweis fiir die oxydative Desaminierung der Aminosiuren.
Er isolierte beim Abbau von d,l-Alanin, d,l-a-Aminobuttersiure, d,!-
Valin, d,l-Norleucin, d,I-Phenylalanin, I-Glutaminsdure und I-Aspara-
ginsdure durch Nierenschnitte die entsprechenden o-Ketosduren als

1y Literatur am Schluss.



Dinitro-phenylhydrazone. Bei der l-Asparaginsiure gelang nur der
Nachweis der Brenztraubensiure als Phenylhydrazon, da die entstan-
dene Oxalessigsiure spontan rasch decarboxyliert wird.

Fiir alle weiteren Arbeiten iiber den oxydativen enzymatischen
Abbau von Aminosiuren war die Entdeckung der d-Aminosidure-
oxydase von Krebs5) von grosser Bedeutung. Sie fithrte Krebs zu
folgendem Schluss:

,Die optisch nicht natiirlichen Formen der meisten Aminosiuren werden viel
schneller (bis zu 25 mal schneller) in der Niere vieler Tiere desaminiert als die optisch
natiirlichen Formen.*

Krebs ist zu diesem Resultat ausschliesslich durch Versuche ge-
langt, die er mit Organschnitten und -Extrakten ausgefithrt hat.
Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Beobachtungen wvon
E. Abderhalden und Tezner®), welche zeigen konnten, dass bei Ver-
abreichung von racemischem Alanin der grosste Teil des unnatiirlichen
d-Alanin unverindert im Harn wieder gefunden wurde. Sie stehen
auch im Gegensatz zu Beobachtungen von 8. Edlbacher und Mit-
arbeitern?), welche ebenfalls zeigen konnten, dass bei Injektion von
d-Histidin der allergrosste Teil des d-Histidins im Harn unveridndert
ausgeschieden wird. Wir weisen auch auf die oben angefiihrten Ar-
beiten von Neubauer') und Kmnoop?) in dieser Hinsicht hin. Die Er-
gebnisse von Krebs beziehen sich also nur auf in vitro Versuche. Die
Ursache, welche diese Diskrepanz zwischen in vitro und in vivo Ver-
suchen hervorruft, ist noch nicht bekannt. Alle Resultate, die
in vitro Versuchen mit d,l-Aminosduren erhalten wer-
den, sind demnach in den meisten Fillen auf den Abbau
durch die d-Aminosidure-oxydase zu beziehen, wihrend
auf einen Abbau durch l-Aminosiure-oxydasen nur ge-
schlossen werden darf, wenn mit optisch reinen Amino-
sduren gearbeitet wird. Die von Krebs isolierten Ketosiduren
beim Abbau von d,l-Aminosiuren sind darum ebenfalls als Abbau-
produkte der unnatiirlichen Formen aufzufassen.

Die ausgesprochene optische Spezifitit beim Aminosiureabbau
im tierischen Organismus zeigt sich nicht nur beim oxydativen Abbau,
sondern auch bei der hydrolytischen Spaltung von Arginin und
Histidin, bei der Decarboxylierung von Histidin, Dioxyphenyl-alanin,
Tyrosin und Tryptophan und ferner bei den Umaminierungsreak-
tionen. Bei all diesen Reaktionen werden normalerweise nur die na-
tiirlichen Formen angegriffen. Ausnahmen bilden die von uns8) in der
Rattenleber gefundene d,!-Histidin-oxydase, sowie die Arginase, bei
der 8. Edlbacker und Zeller?) zeigen konnten, dass bei hoher Ferment-
konzentration auch die wunnatiirliche Modifikation hydrolytisch
gespalten wird. Endlich gibt K. Lang®) an, dass auch bei der Pro-
linoxydase die I- und d-Formen vom gleichen Enzym abgebaut werden
sollen.
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Tabelle 1.
Enzymatischer Abbau von I-Aminosduren im tierischen Organismus.
Amino- 0,- | NH;- | CO,- | Reak- | Hemm-
" sdure Material | Enzym | Ver- | Bil- | Bil- tions- sub- Autor
brauch| dung | dung |Produkte | stanzen
Alanin Ratten- | [-Amino- | + + (As,0, | Hrebs?)
Nieren- sdure- 0,001-m.
schnitte | oxydase hemmt
nicht)
Ratten- | l[-Alanin- | + + Lang*®)
Leber- | oxydase 12)
Extrakt
Ratten- | I-Amino-| + + (A3,05 | Cedran-
Nieren- sdure- 0,003-m. | golo!?)
schnitte | oxydase u. Brom-
u. -brei acetat
1:5000
hernmen
nicht)
Valin Ratten- | l-Amino- + + Krebst)
Nieren- séure-
schnitte | oxydase
Leucin | Ratten- | l-Amino- | -+ + Krebs?)
Nieren- sdure-
schnitte | oxydase
Ratten- + + Lang u.
Leber- West-
extrakt phall?)
Isoleu- Ratten- | l-Amino- + - Krebs®)
cin Nieren- séure-
schnitte | oxydase
Phenyl- | Ratten- | [-Amino- | + + Krebs?)
alanin Nieren- sgure-
schnitte | oxydase
Schweine - + (+) Felix't)
Nieren-
u. Leber-
brei
Ratten- |!-Phenyl-| + - (HCN Lang u.
Leber- alanin- 0,001 -m. West-
extrakt | oxydase hemmt | phal'?)
nicht)
Tyrosin | Ratten- | l-Amino- | + + Krebs*)
Nieren- sdure-
schnitte | oxydase
Ratten- | {-Amino-{ + - Krebs?)
Leber- séure-
schnitte | oxydase
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Tabelle 1 (Fortsetzung).

Ami 0,- | NH,- | CO,- | Reak- | Hemm-
TUNO- | naterial | Enzym | Ver- | Bil- | Bil- tions- sub- Autor
saure brauch| dung | dung | Produkte| stanzen
Tyrosin | Nieren- | Tyrosin- | + - HCN | Bernheim
u. Leber- | oxydase 0,002-m. | u. Bern-
brei ver- heim13)
schie-
dener
Tiere
Leber- | Tyrosin- + - HCN Rern-
extrakte | oxydase 0,002-m. | heim!®)
verschie-
dener
Tiere
Leber- u. + - + Aceton Feliztd)
Nieren-
brei von
Schwei-
nen
Schwei- + - + Acet- Feliz u.
ne- essig- Zornl?)
Leber- saure,
brei Alanin
Trypto- | Ratten- | l-Amino-| + + Krebst)
phan Nieren- sdure-
schnitte | oxydase
Leber- | Trypto- + Kynure- Kotake u.
brei ver- [ phan- nin Masay-
schie- pyrro- ame'®)
dener lase
Tiere
Prolin Ratten- + - (HCN | Bernheim
Leber- 0,002-m. | u. Bern-
extrakt hemmt nicht) | fetm2®)
Nieren- | [-Prolin- + ~ [-Gluta- | (As,O4 Weil- .
schnitte |dehydrase min- 0,002-m. | Malherbe
ver- oder saure hemmt und
schie- | I-Amino- nicht) Krebs?0)
dener siure- Neber?1)
Tiere |oxydase?
Ratten- | Prolin- + - (HCN | Lang'?)
Leber- | oxydase hemmt
brei nicht)
Histidin | Ratten- | I-Amino- + - I(rebs?)
Nieren- sdure-
schnitte | oxydase
Ratten- | d,l-Hi- + (+) HCN | Edlbacher
Leber- stidin- 0,001-m. | u. Grauer
extrakt | oxydase 8)
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Tabelle 1 (Fortsetzung).

Amino- O,- | NH;- | €O,- [ Reak- | Hemm-
siure Material | Enzym | Ver- | Bil- | Bil- tions- sub- Autor
brauch| dung | dung | Produkte | stanzen
Ornithin | Ratten- | /[-Amino- + + Krebst)
Nieren- saure-
u. Leber- | oxydase
schnitte
Lysin Ratten- | l-Amino- | + + Krebst)
Nieren- sdure-
schnitte | oxydase
Aspara- | Ratten- | l-Amino-| + + Oxal- HCN Krebst)
ginsiure | Nieren- | saure- essig- | 0,001-m.
schnitte | oxydase siure, (As,0,4
Brenz- | 0,001-m.
trauben- | hemmt
siure nicht)
Ratten- | l-Amino- +
Nieren- séure-
brei oxydase
Ratten- + (+) + Felizu.
Nieren- Naka??)
schnitte
Gluta- Ratten- | {-Amino- | + + x-Keto- HCON Krebst)
minsgure | Nieren- saure- glutar- | 0,001-m.
schnitte | oxydase sdure (As,0,
0,001-m,
Ratten- | l-Amino- + hemmt
Nieren- siure- nicht)
bret oxydas2
Leber- | I-Gluta- -+ + x-Keto- HCN |2 Euler?®)
Nieren- | minsiure- glutar- | ©,001-m.
extrakte |lehydrase siure
Ratten- + '+ + Felix u.
Nieren- Naka??)
schnitte

Aus Versuchen von 2. Karrer und Frank'l) geht hervor, dass
zwar nicht alle d-Aminosduren durch das gleiche gereinigte Lacto-
flavin-Adenin-Nucleotid und das Apoferment aus Hammelniere ab-
gebaut werden, sondern es fithren diese Versuche die genannten
Autoren zu der Schlussfolgerung, dass wahrscheinlich verschiedene
Fermente am Werk sind. Es ist aber anzunehmen, dass diese ver-
schiedenen d-Aminosiure-oxydasen wahrscheinlich alle dem Typus
der speziellen d-Alanin-oxydase nahe verwandt sind. Im Gegensatz
dazu sind bereits eine ganze Anzahl weitgehend verschiedener Enzym-
systeme bekannt, welche ausschliesslich den oxydativen Abbau der
I-Aminosduren besorgen.
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Tabelle 1 gibt eine Zusammenstellung der uns bekannten Arbei-
ten iiber den oxydativen Abbau der I-Aminosiuren. Es ergibt sich
daraus, dass der Abbau der einfachen I-Monoamino-monocarbon-
sduren noch kaum bekannt ist, dass aber auch tiber den Abbau ge-
wisser cyclischer Aminesiduren bedeutende Widerspriiche und Un-
klarheiten bestehen.

Wir haben in der vorliegenden Arbeit mit der Klirung des Ab-
baues von Il-Alanin begonnen. Zunichst stellen wir fest, dass viele
I-Aminosduren, im speziellen I-Alanin, auch durch sehr konzentrierte
Extrakte von Nieren und Lebern verschiedener Tiere nicht deutlich
messbar oxydiert oder desaminiert werden. Als Mass fiir den 7-Alanin-
Abbau diente uns immer das gebildete Ammoniak. Im Gewebsgbrei
ist ein Abbau feststellbar, doch ergeben nur Gewebsschnitte giinstige
Versuchsbedingungen. Da unter solchen Umsténden eine Abtrennung
von anderen Enzymen kaum erfolgen kann, haben wir die Desaminie-
rung des l-Alanins durch Hemmsubstanzen nidher zu charakterisieren
und gegeniiber dem Abbau anderer Substrate zu differenzieren ver-
sucht.

Diese, wie auch verschiedene Konkurrenzversuche, machen es
wahrscheinlich, dass I-Alanin und [-Valin vom gleichen, I-Asparagin-
sdure dagegen durch ein anderes Enzymsystem angegriffen werden.
Ferner zeigt sich im Verhalten gegeniiber Hemmsubstanzen eine sehr
ausgesprocchene Verwandtschaft des I-Alanin abbauenden Systems
mit dem Zellatmungssystem. Alle Substanzen, welche die Zellatmung
hemmen, hindern auch den [-Alanin-Abbau in hohem Masse. Neben
der Ammoniakbildung beim !-Alanin-Abbau wiesen wir sodann kolori-
metrisch Brenztraubensdurebildung nach. Schliesslich gelang es uns
im Grossversuch, die gebildete Brenztraubensiure als 2,4-Dinitre-
phenylhydrazon zu isolieren und damit den Reaktionsverlauf sicher-
zustellen. Ausser dieser Isolierung der Brenztraubensdure gelang es
uns auch, durch Ather-Extraktion der Reaktionsfliissigkeit das
2,4-Dinitro-phenylhydrazon des Acetaldehyds zu isolieren und den
Beweis zu fiihren, dass dieser Acetaldehyd durch nachtragliche De-
carboxylierung der Brenztraubensiure entstanden war.

Methodisches.
Herstellung des Organbreis:

Sofort nach Tétung des Tieres wird das betreffende Organ entnommen, von Binde-
gewebe befreit, in der gekiihlten Latapie-Miihle gemahlen, und der erhaltene Brei mit
dem doppelten Volumen eisgekiihlten 0,067-m. Phosphatpuffers pg = 7,73 durchmischt.

Herstellung des Organextraktes:

Der Organbrei wird durch Zerdriicken der kleinsten Gewebspartikel mittels Glas-
pistill noch weiter homogenisiert, sodann 15 Minuten zentrifugiert. Die iiberstehende
Fliissigkeit bildet den Extrakt.



Herstellung der Nierenschnitte:

Das frisch entnommene Organ wird rasch in Puffer gekiihlt und mit dem Rasier-
messer von der Nierenrinde héchstens 0,5 mm dicke Schnitte hergestellt, die in eisge-
kiihltem Puffer aufbewahrt werden.

Puffer: Phosphat- Ringer nach Krebs!), pg = 7.4.

Herstellung der Lésungen:

Extrakte und Breie werden immer mit dem genannten Phosphatpuffer weiter ver-
diinnt, die Schnitte im Phosphat- Ringer suspendiert. Die Aminosduren werden im ent-
sprechenden Puffer geldst und auf das entsprechende pgy mit n. HCl oder n. NaOH ge-
bracht, ebenfalls die Hemmsubstanzen. Nur bei héherer Konzentration der Hemm-
substanzen- wurden diese in destilliertem Wasser gelost.

Messung des Sauerstoffverbrauches:

Offene Warburg-Manometer. In den Hauptraum der kegelférmigen Gefasse kommt
der frisch bereitete Extrakt, Brei oder die Schnitte mit dem entsprechenden Puffer
und eventl. Hemmsubstanzen, in die seitliche Birne die Aminosiurelésung, in den Ein-
satz 0,2 cm?® 10-proz. Kalilauge. Bei Schwerloslichkeit der Aminosdure wurde diese in
Substanz direkt in den Hauptraum gegeben. Im Gasraum Sauerstoff. Versuchstem-
peratur des Thermostaten 38°. Nach 10 Minuten Temperaturausgleich wird die Amino-
sgurelésung in den Hauptraum gekippt und die entstehenden Druckdifferenzen alle
15 Minuten abgelesen. Versuchsdauer 1—2 Stunden. Nach Versuchsende werden bei
Gewebsschnittversuchen die Schnitte aus dem Hauptraum gefischt, auf kleine Uhr-
glaschen gebracht, bei 100° getrocknet und dann auf der Mikrowaage auf 10 y genau
gewogen und der verbrauchte Sauerstoff pro mg Gewebe pro Stunde (Qg,) berechnet.

Ammoniakbestimmung nach Conway??).

Nach Versuchsende werden 2 cm® der Hauptraumfliissigkeit in den Aussenraum
der ,,unit* gebracht. Im Gegensatz zu frilher verwenden wir als Innenfliissigkeit der
,sunits* jetzt 1 cm? einer bereits den Indikator (Methylrot+ Methylenblau) enthaltenden
0,01-n. HCI und titrieren nach der Diffusion die nicht durch Ammoniak neutralisierte
Salzsiure mit 0,01-n. Ba(OH), mittels einer Mikrobiirette besonderer Konstruktion*),
die praktischer ist als die von Conway beschriebene Horizontalbiirette, zuriick. Bei
Gewebsschnittversuchen wird wiederum die Ammoniakbildung pro mg Gewebe pro
Stunde (Qyy,) berechnet.

Brenztraubensiurebestimmung nach Straubd?2s).

Nach Versuchsende werden 2 cm3 der Hauptraumfliissigkeit mit 0,25 cm?® 10-proz.
Schwefelsiaure und 0,25 cm?® 10-proz. Natriumwolframatldsung enteiweisst und filtriert.
Zu 1 cm? des Filtrates wird 1 cm? Kalilauge (100 g KOH in 60 cm® Wasser) und 0,5 cm?®
Salicylaldehyd (2 Vol. % in 100 cm?® 96-proz. Alkohol) gegeben und 10 Minuten bei 38°
belassen, dann abgekiihlt und am Stufenphotometer von Pulfrich kolorimetriert unter
Verwendung von Lichtfilter S 47 mit der mittleren Wellenlinge 470 mu. Da wir Brenz-
traubensiure nur in relativ eiweissarmen Suspensionsfliissigkeiten der Gewebsschnitte
bestimmt haben, traten keine Verluste auf, wie wir in Vorversuchen ermittelt hatten.
Straub, der Brenztraubensaure im Muskelbrei bestimmte, gibt dagegen Verluste bis
zu 40% der zugesetzten Brenztraubensiure an. Er nimmt als Grund dafiir Adsorption
der Brenztraubensiure an das gefillte Eiweiss an. Die gefundene Menge Brenztrauben-
séure in y wird in mm?® pro mg Trockengewebe pro Stunde (Q Brenztraubensiure) um-
gerechnet, damit die Werte direkt mit Qyg, und Qq, verglichen werden konnen.

*) Hersteller: Glastechnische Werkstatte E. Keller & Co., Basel.
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Abbauvonl-Aminosiduren durch Extrakte und Breie von Lebern und Nieren
verschiedener Tiere.

Ausgehend von den Angaben von Krebs?), dass auch fiic den Abbau der I-Amino-
sduren nicht die intakte Zellstruktur, sondern nur eine bestimmte Protoplasmakonzen-
tration notwendig sei, hofften wir mit Hilfe von leicht fraktionierbaren Organextrakten
einen weiteren Einblick in den Wirkungsmechanismus der von Krebs postulierten I-Amino-
sdure-oxydase zu erhalten. Seine Angaben beruhen jedoch nur auf Versuchsdaten mit
der I-Asparagin- und der [-Glutaminsiure, welche er auf alle anderen I-Aminosiuren
iibertragen zu konnen glaubte. Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, sind seither mit Leber-
und Nierenextrakten bereits verschiedene andere Arbeiten ausgefiihrt worden, die diese
Annahme von Krebs teilweise in Frage stellen. Wir wollten uns deshalb als Ausgangs-
punkt fiir die weiteren Untersuchungen zunichst ein eigenes Bild iiber die Grosse des
Abbaues verschiedener [-Aminosiduren durch Extrakte und Breie machen. Dabei haben
wir uns an die Vorschriften von I{rebs’) iiber die Verdiinnungen der Organbreie oder
-Extrakte gehalten. Die Endverdiinnung des Breies oder Extraktes war in allen Ver-
suchen ungefahr 1: 6, die Aminosiurekonzentration 0,02-m. Unter diesen Umstinden
sollte der Abbau der I-Aminosiduren nach Krebs immer noch ungefahr gleich gross wie in
Schnitten sein.

In den allermeisten Fallen konnten wir aber weder im Brei- noch im Extrakt-
versuch einen grdsseren Sauerstoffmehrverbrauch oder eine Ammoniakmehrbildung
gegeniiber dem Ansatz ohne Aminoséurezusatz feststellen. Hie und da driickte der Amino-
sdurezusatz die Leer-Atmung etwas herunter, was vielleicht fiir eine gewisse Affinitit
mancher [-Aminosduren zum Atmungsfermentsystem spricht. Nur in wenigen Fillen

Tabelle 2,
Abbau von l-Aminosiuren durch Extrakt und Brei von Niere und Leber
verschiedener Tiere.
Verdiinnung von Extrakt und Brei 1:6. Aminosdureendkonzentration 0,02-m.

qur R Schwein Kalb Katze
schweinchen

Aminosdure | Niere | Leber | Niere | Leber | Niere | Leber| Niere | Leber| Nierc | Leber
0,*[NH;T] 0, |¥H,| 0, | NH,| 0, [NH,| 05 |NH;] 05 [NH} 0, | N8, 0, |NHa| 0, |NH,] 0, | ¥H,

¢

Ratte

Alanin .... |- -|-|-|-|-]|- —-1-1- —l-1=1=<l=1=
Valin ... .. —1-1-1-1-1- i .
Leucin .. .. -
Phenyl-

alanin...| -] -|-|-1-|- -1 - (+)+)
Tyrosin ...l ~| = [(+)| = | = |- [(H|-| - |~ |*+ (+)| = |+ +f =+ -
Tryptophan| - | - [+ -] -1=-1-1=-1-1|-[+) -l-1-=-1-1+)-
Prolin..... -1 —=]—=1=-1++ - N + |-
Histidin . ..| - | ~| - |++] - | - N
Ornithin ..|-|-|-|-|-|- N
Lysin ..... [ R (U R I 1=
Asparagin-

sdure ... —1 -

Glutamin-
sdure ... —|-|—-|-|++H - -] -

* Sauerstoff-Verbrauch. + Ammoniak-Bildung.
++ Verbrauch von Sauerstoff oder Bildung von Ammoniak = stark.
+ Verbrauch von Sauerstoff oder Bildung von Ammoniak = méssig.
(+) Verbrauch von Sauerstoff oder Bildung von Ammoniak = unregelmaissig.
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wies ein merklicher Sauerstoffmehrverbrauch oder eine Ammoniakmehrbildung auf
einen deutlichen Abbau der Aminosiure hin. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber diese
mehrmals mit Extrakt und Brei wiederholten Versuche. Es werden dabei nur solche
Abbauwerte angegeben, deren Qg resp. Qyg, grosser als 0,5 ist, da die Fehlergrenzen
sonst zu gross werden. Wir haben darum absichtlich den kleinen, unter bestimmten Be-
dingungen sichergestellten oxydativen Abbau von [-Phenyl-alanin??) und von I-Histidin8)
weggelassen, der grossenordnungsweise bedeutend hinter den angegebenen zuriicksteht.
Ein deutlicher Unterschied zwischen Versuchen mit Extrakt und mit Brei konnte nicht
festgestellt werden, ebenfalls anderten sich die Abbauverhiltnisse der Aminosduren
auch beim fastenden Tier kaum.

Werden die Extrakte wihrend 5 Stunden gegen oft erneuertes eisgekiihltes destil-
liertes Wasser dialysiert, so nimmt die Abbaufahigkeit nicht nur gegeniiber Glutamin-
sidure, sondern auch gegeniiber Prolin, Tyrosin und Tryptophan bei den meisten Tieren
um mindestens 50% ab, was wohl eine Folge der leichten Dissoziierbarkeit der betref-
fenden Enzyme in Apo- und Coferment ist.

Wenn man zellfreie Nieren- und Leberextrakte auf optisch reines /-Alanin von
einer spezifischen Drehung [o:]%J == 10,03 einwirken lasst, so erhilt man weder Ammoniak-

bildung noch Sauerstoffverbrauch nach Abzug der entsprechenden Leerwerte der Ex-
trakte, Wir machen ausdriicklich darauf aufmerksam, dass fast alle kduflichen [-Alanin-
praparate geringe Mengen von d-Alanin enthalten. Die Aminosiure muss durch mehr-
maliges Umkrystallisieren gereinigt werden, damit sie den richtigen spezifischen Drehungs-
winkel gibt. Schon E. Fischer hat in seiner ersten Arbeit auf diese Tatsache hingewiesen.
Wir bezweifeln deshalb, dass die Angaben von Cedrangolol®) und K. Lang'®) wirklich
den Abbau des l-Alanin betreffen. Ebenso muss darauf hingewiesen werden, dass Leber-
extrakt, der noch kleinste geformte Gewebsbestandteile enthélt, aus reinem [-Alanin
messbare Mengen von Ammoniak frei machen kann.

Diese Voruntersuchungen zeigen, dass zur Abklirung des [-Aminoséure-Abbaues
Extrakte und Breie im allgemeinen wenig geeignet sind.

l-Alanin-Abbau durch Nierenschnitte verschiedener Tiere.

Wihrend also das reine I-Alanin durch Extrakte nicht, durch Breie nur wenig und
unregelméssig abgebaut wird, tritt im Gewebsschnittversuch regelmaéssig eine deutliche
Mehrbildung von Ammoniak gegeniiber dem Ansatz ohne Aminosiurezusatz ein. Auch
der Sauerstoffverbrauch pro mg Trockengewebe pro Stunde nimmt in den meisten Fallen
nach Alaninzusatz deutlich zu. Auf Tabelle 3 sind einige dieser Resultate wiedergegeben.
Im Falle einer oxydativen Desaminierung von I-Alanin sollte das Verhaltnis Qg/Qyg,
gleich % sein, falls die entstehende Brenztraubensiure nicht weiter abgebaut wird. Dies
ist jedoch in Versuchen mit Gewebsschnitten nicht anzunehmen. Wir haben festgestellt,
dass Brenztraubensdure, in einer unseren Versuchen entsprechenden Gréssenordnung
zu Nierenschnitten zugesetzt, nach einer Stunde Schiitteln bei 38° in Sauerstoffatmo-
sphire praktisch vollstandig verschwunden ist. Da der Sauerstoffverbrauch im Gewebs-
schnittversuch in keinem festen Verhéltnis zum gebildeten Ammoniak steht, der weitere
Abbau des ersten Reaktionsproduktes demnach sehr verschieden weit verlauft, haben
wir in den folgenden Versuchen immer nur die Ammoniakmehrbildung bei Zugabe von
{-Alanin als Mass fir dessen Abbau genommen. Ob der Ammoniakleerwert im Ansatz
ohne Aminosdgure von der Desaminierung im Gewebe vorhandener Aminosduren oder
Adenylsiuren herriihrt, oder ob es sich nur um eine Diffusion von im Gewebe prifor-
miertem Ammoniak in die Suspensionsfliissigkeit handelt, haben wir nicht untersucht.
Dagegen haben wir die Frage gepriift, ob zu einem Ansatz von Nierenschnitten zugesetzte
kleine Ammoniakmengen in Form von Ammoniumsulfat weiter verarbeitet werden. Die
zugesetzten Mengen waren ungefihr gleich gross wie die beim Alaninzusatz erhaltenen.
Wir konnten die zugesetzte Ammoniakmenge nach einer Stunde Schiitteln im Warburg-
Apparat in Sauerstoffatmosphire zum grossten Teil wieder nachweisen. Wir sind darum
berechtigt, die gefundenen Ammoniakmengen im Abbauversuch von {-Alanin durch Nie-
ren-Schnitte als ein Mass fiir den oxydativen Abbau dieser Aminosjure anzusehen.
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Tabelle 3.
Abbau von [-Alanin durch Nierenschnitte verschiedener Tiere.
Nierenschnitte in Phosphat- Ringer suspendiert. Im Einsatz KOH. Im Gasraum Sauerstoff.

[-Alanin-Endkonzentration 0,04-m.
fiir Q fir
Versuch Qo, NH.
Tier eirsru ¢ Zusatz Qo, Alanin- | Qyp Alanin-
ANT. 2 Ny
Abbau Abbau
— 12,7 1,5
Meer- 45 . = . )
schwein- l-Alanin 15 2,3 4,4 2,9
chen 46 — 12,0 1,7
I-Alanin 15,0 3,0 3.4 1,7
. — 9,1 2,7
{-Alanin 11,5 2,4 3,4 0,7
i — 11,1 1,0
[-Alanin 12,4 1,3 2,3 1,3
s — 11,9 0,3
I-Alanin 14,9 3,0 2,0 1,7
56 - 104 0,7
[-Alanin 16,5 6,1 3,3 2,6
6 — 10,8 0,7
I-Alanin 11,9 1,1 2.1 1,4
62 — 10,8 0,4
" l-Alanin 12,0 1,2 1.6 1,2
6 — 15,7 1,0
l-Alanin 16,4 0,7 2.1 1,1
67 — 12,5 0,8
I-Alanin 14,0 1.5 2,2 1,4
L — 8,1 1,9
Schwein 42 I-Alanin 8,2 0.1 4.6 2,7
o — 4,9 0,5
0 I-Alanin 6.4 1,5 1.1 0,6
— 9.4 1,1
141 I-Alanin 11.9 2.3 3,8 2,7
. — 8,9 0,7
154 I-Alanin 10,8 1.9 17 1,0
— 10,2 0,3
163 l-Alanin 12,7 2.5 1,5 1,2
- 75 2.0
Ratt 7 £0 =
are 73 l-Alanin 68 | —0,7 3,6 1,6
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Einfluss verschiedener Hemmsubstanzen auf den Abbau von Il-Alanin,
I-Valin, I-Asparaginsdure, p-Phenylendiamin, Bernsteinsiure, [-Apfel-
saure, d,l-Milchsaure, Brenztraubensiure und Zitronensgure durch Nieren-
Schnitte.

Eine Abtrennung des Il-Alanin-abbauenden Fermentes von anderen Enzymen durch
Reinigungsversuche kommt vorldufig nicht in Frage, da die Aktivitit an die Zellstruktur
gebunden scheint und bei der Zerstérung der Zelle oder Extraktionsversuchen bisher
verloren ging. Unter diesen Umstinden kann eine Charakterisierung des Enzyms nur
durch Anwendung von Hemmsubstanzen erfolgen.

Wir suchten zun#chst unter den bekannten Atmungsgiften nach einer Hemm-
substanz, die nur die Schnittleeratmung, nicht die Ammoniakbildung aus I-Alanin hemmt,
konnten aber keine solche finden. Der [-Alanin-Abbau erwies sich im Gegenteil gegeniiber
den untersuchten Hemmkérpern meist gleich, hie und da sogar mehr empfindlich als die
Eigenatmung der Zelle. Es stellte sich darum die Frage, ob zwischen dem [-Alanin-Abbau
und der Zellatmung irgend welche Beziehungen bestehen. Krebs®) nimmt solche anhand
von Konkurrenzversuchen, auf die im nichsten Abschnitt eingegangen wird, fiir den
l-Asparaginsdure- und den I-Glutaminsiure-Abbau als wahrscheinlich an.

Im allgemeinen werden als die Hauptsubstrate der Eigenatmung Triosephosphate,
ferner Brenztraubensdure und Milchsiure angesehen, die bei der Glykolyse entstehen.
Der, teils direkt, teils vielleicht iiber den Zitronensdurezyklus durch Dehydrasen aus
diesen Substraten abgeloste Wasserstoff gelangt iiber die Codehydrasen und Diaphorasen
oder andere Ubertriger an die Cytochrome, die ihn ihrerseits an die Cytochrom-oxydase
weitergeben, welche ihn mit dem an ihr aktivierten Sauerstoff reagieren lisst. Nun kénnte
moglicherweise [-Alanin wie ein Atmungssubstrat durch ein spezifisches Enzym dehy-
driert werden, der frei gewordene Wasserstoff auf dem gleichen Wege wie der Atmungs-
substratwasserstoff an den Sauerstoff gelangen und die entstandene Iminosiure in Brenz-
traubensiure und Ammoniak iibergehen. Die Hemmung eines einzelnen fiir den Wasser-
stofftransport notwendigen Gliedes dieser Enzymkette wiirde in diesem Falle nicht nur
die Hemmung der Atmung, sondern auch die Hemmung der Dehydrierung und damit der
Desaminierung von l-Alanin zur Folge haben.

In der grossen Reihe der Atmungsgifte gibt es abeg nur wenige, iiber deren Angriffs-
ort Genaueres bekannt ist. Blausiure hemmt nach G. Warburg?s) die Cytochrom-oxydase
durch Komplexbildung mit der oxydierten Form des Himineisens. Im Falle der Diamin-
oxydase dagegen soll Blausiure nach Zeller?”) als Ketonreagens durch Bildung einer
Schiff'schen Base mit einer fiir die Wirkung unentbehrlichen Carbonylgruppe des Fer-
mentes hemmen. Malonsiure hemmt nach Quastel und Wooldridge?®) spezifisch die Suc-
cino-dehydrase gewisser Bakterien. Die Tatsache, dass auch die Zellatmung durch Malon-
siure stark gehemmt wird, hat zur Annahme gefiihrt, dass der Wasserstofftransport bei
der Atmung von den Codehydrasen iiber das Succino-dehydrase-System zum Cytochrom-
System fiihre, wofiir von Szent-Gyirgy?®) die Hypothese des Fumarsiurezyklus, von
Knoop, Martius3%) und Krebs?) die des Zitronensiurezyklus aufgestellt wurde. Wire die
Malonssaurehemmung wirklich spezifisch auf die Succino-dehydrase eingestellt, so wire
damit ein weiteres Wegstiick des Wasserstofftransportes bei der Gewebsatmung gekenn-
zeichnet. Weil-Malherbe®?) fand dagegen, dass Malonsiure in héheren Konzentrationen
auch andere an der Gehirnatmung beteiligte Enzymsysteme ausser der Succino-dehydrase
hemmt. Gegen die Spezifitit der Malonsiurechemmung sprechen ferner auch unsere
weiter unten angefiihrten Versuche. Jodessigsiure hemmt nach Quastel und Wheatley3?),
Lohmann3%), Hopkins und Morgan3s), Rapkine®) in gewissen Fillen durch Blockierung
von Sulfhydrylgruppen, in den meisten Fillen ist aber weder Ort noch Art ihres Hemm-
mechanismus sichergestellt. Eine dhnliche Wirkung wird von Voegtlin®?) der arsenigen
Saure zugeschrieben, iiber deren Hemmungsmechanismus aber sonst noch weniger bekannt
ist als iiber den der Jodessigsiure. Die Spezifitat der genannten Atmungsgifte ist demnach
relativ, ihr Angriffsort ebenfalls nicht eindeutig bestimmt. Eine gleichartige Hemmung
durch diese Substanzen beweist also noch nicht die Identitit des Weges der Wasserstoff-

11
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iibertragung fiir die Substrate der Zellatmung und fiir I-Alanin nach ihrer Dehydrierung.
Sie spricht nur fiir eine sehr nahe Verwandtschaft beider Enzymsysteme.

Weiterhin haben wir den Einfluss von Fluorid, Pyrophosphat, Semicarbazid und
Hydrazin gepriift. Fluorid hemmt die Gérung und Glykolyse, dabei speziell die Enoclase
schon in sehr niedrigen Konzentrationen, nach Warburg®) infolge von Komplexbildung
mit zweiwertigen Metallionen. In unserem Falle werden Atmung und I-Alanin-Abbau
jedoch erst durch hohe Konzentrationen Fluorid gehemmt. Pyrophosphat wird ebenfalls
zu den Komplexbildnern gezahlt, seine Wirkung auf die Atmung hingt sehr von der
Gewebsart und vom Puffer ab. Leloir und Dizon®®) haben den Einfluss von Pyrophosphat
auf verschiedene Dehydrasen gepriift und nur eine Hemmung der Succino-dehydrase
gefunden. Semicarbazid und Hydrazin endlich sollen in ihrer Eigenschaft als Keton-
reagentien hemmen. Auch durch diese Substanzen wurde der I-Alanin-Abbau, meist
auch die Zellatmung gehemmt.

Wir haben ferner den Einfluss der genannten Hemmsubstanzen auf die Desami-
nierung von [-Valin und I-Asparaginsiure, auf die Oxydation gewisser intermedidrer
Stoffwechselprodukte wie Bernsteinsdure, A'pfelsii.ure, Milchsidure, Brenztraubensiure
und Zitronensiaure und auf die Oxydation von p-Phenylendiamin durch Nierenschnitte
untersucht, um dadurch einen besseren Einblick in die Art und die Spezifitat der Hem-
mungen zu erlangen und um die sogenannte I-Aminosiure-oxydase auf ihre Einheitlichkeit
zu priifen. '

Wahrend bei den Aminosiuren immer die Ammoniakbildung gemessen wurde, die
bei [-Alanin und [-Valin ohne weiteres, bei I-Asparaginsiure nach Zusatz von 0,001- bis
0,0005-m. arseniger Sdure (wie aus den unten angefithrten Versuchen hervorgeht), als
Mass fiir die Desaminierung der Aminosiure angenommen werden darf, wurde bei den
iibrigen Substraten der Sauerstoffverbrauch gegeniiber der Leeratmung gemessen und
als Mass fiir den Abbau des betreffenden Substrates angenommen. Es kann aus diesen
Versuchen allein nicht gesagt werden, wo eine Hemmung im oxydativen Abbau des
Substrates einsetzt. So konnte eine Hemmsubstanz z. B. den weiteren Abbau des ersten
Reaktionsproduktes und die Anhiufung dieses Reaktionsproduktes den Verlauf der
ersten Oxydation hemmen. Trotz dieser Einschrinkung schienen uns solche vergleichende
Hemmversuche aber doch wichtig, vor allem als Erginzung zu den Versuchen iiber die
Einwirkung von Hemmsubstanzen auf die Aminoséure-Desaminierung und auf die Leer-
atmung der Schnitte.

Hemmung durch Arsen(III)-oxyd.

Krebst) fand, dass 0,001-m. arsenige Séure wohl die Leeratmung, nicht aber die
Desaminierung von [-Asparaginsiure und Il-Glutaminsidure durch Nierenbrei hemmt.
Da er annahm, dass alle I-Aminosiuren durch das gleiche Enzym, die l-Aminoséiure-
oxydase, oxydativ desaminiert werden, glaubte er, auch der Abbau der iibrigen I-Amino-
sguren werde durch arsenige Saure nicht gehemmt. Die Resultate unserer Versuche
sind in Tabelle 4—6 wiedergegeben. Der Abbau von [-Alanin und I-Valin wird ungefahr
gleich stark gehemmt wie die Leeratmung, wihrend der Abbau von l-Asparaginsiure
oft scheinbar stark gefordert wird. Wir erkliren diese scheinbare Férderung in folgender
Weise: Das beim Asparaginsaure-Abbau freigewordene Ammoniak wird sofort wieder
fiir Synthesen verwendet, die jedoch durch Arsen(III)-oxyd gehemmt werden. Méglicher-
weise handelt es sich um eine Asparagin-Bildung aus Asparaginsiure und Ammoniak,
wie Krebst?) eine Glutaminbildung aus Glutaminsiure und Ammoniak beim Glutamin-
saure-Abbau nachgewiesen hat. Auf Grund dieses Befundes haben wir in allen Experi-
menten mit l-Asparaginsiure die Ammoniakbildung nur bei Gegenwart von arseniger
Séure als Mass fiir den I-Asparaginsiure-Abbau angenommen. Das verschiedene Ver-
halten des Abbaues von /-Alanin, [-Valin einerseits und l-Asparaginsaure
andererseits gegeniiber arseniger Saure ist die erste Tatsache, die gegen
die Einheitlichkeit der l-Aminosiure-oxydase spricht.
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Tabelle 4.
Hemmun g der Leeratmung und des Abbaues von I-Alanin durch arsenige
Saure.
Nierenschnitte in Phosphat- Ringer.
l-Alanin-Endkonzentration 0,04-m.

Ver. -Ala- | As,0,- QNH, o, Hem- | % Hem-
such Tier nin- | Endkon- Q Q tiir mung der [ mung des
Nr zZu- zsantra,- 0. NH; | Alanin- Leer- Alanin-
’ satz | tion m. Abbau | Atmung | Abbaues
84 Meer- - — 10,8 0,7
schwein- | 4 — 18,3 | 2,7 2,0
chen - 0,001 33| 07 70%,
+ 0,001 3,5 0,9 0,2 919%,
89 Meer- - —_ 12,2 0,8
schwein-| 4 — 12,9 | 2,1 1,3
chen | _ 1 (o001 36 | 08 719
+ 0,001 3,7 1,5 0,7 47%,
91 Meer- - —_ 14,1 0,4
schwein- | — 13,7 | 2.1 1,7
chen || 5001 35| 03 759%
+ 9,001 3,0 1,0 0,7 599%
154 | Schwein — — 8,9 0,7
+ —_— 10,8 1,7 1,0
- 0,001 2,6 0,5 70%
+ 0,001 2,5 0,8 0,3 70%
138 Meer- — —_ 11,4 0,9
schwein- + _ 14,1 2.8 1,9
chen |} 90005 | 73| 09 379,
+ | 00005 | 741 19 1,0 499,
139 Meer- - — 13,4 0,9
schwein- + _ 14,9 2,5 1,6
chen | | o005 | 69| 09 409
+ 0,0005 7,5 1,8 0,9 449,
176 Meer- — - 0,5
schwein- + _ 1,4 0,9
chen | _ 1 00005 ki
+ 0,0005 1,2 0,5 45%,
154 | Schwein - — 8,9 0,7
+ — 10,8 1,7 1,0
- 0,0005 6,2 0,6 30%
+ 0,0005 5,8 1,6 1,0 09,
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Tabelle 5.
Hemmung der Leeratmung und des Abbaues von [-Valin durch arsenige
Saure.
Nierenschnitte in Phosphat- Ringer. [-Valin-Endkonzentration 0,04-m.
As,0,-Endkonzentration 0,001-m.

Q
l-Va- NH, | ¢/ Hem- | % Hem-
Ver- A As,0,- fir ° °
- lin- 23 . | mungder | mung des
SII\IICh Tier Zu- Z111;- Qo, QNH, Va,]i)m. Leer- Valin-
T satz | SA%2 Ab- atmung | Abbaues
bau
69 Meel:- - - 10,7 0,4
schwein- | - 122 1,0 ! 06
chen | _ | 4 | 33 05 69%
+ + 33 07| 02 66%
Tabelle 6.

Einfluss von arseniger Sdure auf Leeratmung und /-Asparaginsdure-Abbau.
Nierenschnitte in Phosphat-Ringer.  [-Asparaginsdure-Endkonzentration 0,04-m.
As,0,-Endkonzentration 0,001-m.

I-As- 9 -
Ver- pxﬁa‘- As,0,- %ﬁf’ % He(rin- Ir/fm{:;e(ﬂs
such Tier gin- Zu- QO, Q NH,| Aspara- mixé%r-er Aspara-
Nr. saure- | satz ginsiure- | tmung ginsdure-
zusatz Abbau Abbaues
89 Meer- - - 12,2 0,8
schwein- | - 1187 28 1,8
chen | _ 1 4+ | 36| 08 1%
+ + 4,2 2,3 1,5 17%
91 Meer- - - 14,1 0,4
schwein- | - |17l 17 1,3
chen 1 L | 36/ 03 759,
+ + 6,6 | 2,7 2,4 Steigerung
117 Meer- — - 10,7 0,4
| schwein- | 4 - | 186 | 09 0,5 |
chen | _ 4 1 33! 05 . 89%
+ + 7,5 | 2,3 1,8 Steigerung
122 Meer- - - 13,2 0,4
schwein- | 4 - |26 05 0,1
chen | L | 44| 05 67%
+ + 8,2 1,9 1,4 Steigerung

Der Einfluss der arsenigen Saure auf den oxydativen Abbau von p-Phenylen-
diamin, Bernsteinsdure, Z-Apfelsﬁ.ure, d,l-Milchsdure, Brenztraubensdure und Zitronen-
saure ist in Tabelle 7 zusammengefasst. Es geht daraus hervor, dass auch im Gewebs-
schnittversuch das Cytochrom- und das Succinat-System durch arsenige Saure nicht
beeinflusst werden, der Brenztraubensidure-Abbau ganz spezifisch gehemmt wird und
die iibrigen Substrate sich ungefihr gleich wie die Leeratmung verhalten.
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Tabelle 7.

Hemmungder Leeratmungund der Oxydation von p-Phenylendiamin, Bern-
steinsdure, [-Apfelsdure, d,l-Milchsidure, Brenztraubensaure und Zitronen-
sdure durch 0,001-m. arsenige Siure.

Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.

o % Hem- | % Hem-
.Xlecli; Substrat- As,05- Q SQk())ztfuz- nfung der nf)ung des
Nr. | Endkonzentration | Zusatz 04 zb“’b;‘i Leer- | Substrat-
atmung | Abbaues
140 — - 10,9
p-Phenylendiamin
0,02-m. ........ - 30,1 19,2
— + 3,5 689,
p-Phenylendiamin + 25,0 21,5 0%
118 — - 14,4
Bernsteins. 0,02-m. — 28,9 14,5
— + 4,2 719,
Bernsteins. ...... + 18,7 14,5 0%
124 — — 10,7
l~Apfels. 0,02-m. .. - 22.6 11,9
— + 3,5 67%
l-Apfels. ......... + 10,0 6.5 45%
95 — - 11,3 :
d,l-Milchs. 0,04-m. - 15,9 4,6
— + 2,0 82°,
d,I-Milchs. ....... + 3,0 1,0 79%,
132 — - 14,3
Brenztraubens.*)
0,04-m. ........ — 11,0 -3,3
- S 3,2
Brenztraubens. ... — **) 6,4 3,2
— + *y 0,6 96%
Brenztraubens. ... + **) 0,6 0 1009%,
125 — - 13,2
Zitronens. 0,02-m. . - 20,3 7,1
— + 4,0 70%,
Zitronens. ........ + 6,3 2,3 | 689,

*) Ein oxydativer Brenztraubensiure-Abbau ist erst nach Fluoridvergiftung der
Leeratmung messbar. **) Zusatz von NaF, Endkonzentration 0,1-m.

Hemmung durch Blausiure.

Bei allen Versuchen wurde nach den Angaben von Krebs®) in den Einsatz der
Warburg-Gefasse ein Gemisch von Kaliumcyanid und Kaliumhydroxyd gegeben. Die
Angabe von Krebs, dass der l-Aminosiure-Abbau schon durch niedere Konzentrationen
von Blausiure gehemmt werde, kénnen wir firr l-Alanin, {-Valin und !-Asparaginsaure
bestatigen, siehe Tabelle 8. Die Werte fiir den Abbau von [-Valin sind bisweilen weniger
iiberzeugend, doch sind hier die Messungen infolge der relativ hohen Leerwerte und des
geringen Abbaues der Aminosiure ungenau. Die Hemmungen des oxydativen Abbaues
aller iibrigen Substrate brauchen hier nicht angefiihrt zu werden, wir haben sie alle
zwischen 80—1009%, liegend gefunden.
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Tabelle 8.
Hemmung der Leeratmung und des Abbaues von [-Alanin, I-Valin und
I-Asparaginsiure durch Blausiure.
Nierenschnitte in Phosphat- Ringer.
Aminosiure-Endkonzentration 0,04-m.

Ver- HCN QNH fir | % Hem- | % Hem-
such Tier Substrat Ezgg‘kﬁg_l‘ QO, QNH, Substrat- mlfé%fer énl?glsgtg?_
Nr. tion m. Abbau | 4tmung | Abbaues
159 Meer- —_— —_ 10,9 1,2
schwein- |7 Alanin. . — 14,8 2,1 0,9
chen — 0,001 79 | 1,8 279,
l.Alanin.. | 0,001 73 | 24 0,6 339,
161 | Meer- — — 12,3 | 04
schwein- | _Alanin. . — 20,5 | 1,5 1,1
chen — 0,01 23 | 1,2 819
l-Alanin.. | 0,01 22 | 14 0,2 829,
163 | Schwein — —_ 10,2 0,3
{-Alanin.. — 12,7 1,5 1,2
— 0,001 42 | 05 59%
l-Alanin.. | 0,001 56 | 1,1 0,6 50%
— 0,01 1,8 | 04 83%
l-Alanin..| 0,01 21 | 07 0,3 75%
159 Meer- — — 10,9 1,2
schwein- | .valin .. — 12,2 | 1,6 0,4
chen — 0,001 79 | 1,8 7%
1-Valin .. | 0,001 68 | 2.3 0,5 0%
161 | Meer- — — 12,3 | 04
schwein- | 1.valin .. - 13,7 | 0,5 0,1
chen — 0,01 23 | 1,2 319
I-Valin .. | 0,01 22 | 1,2 0 1009,
163 | Schwein — — 10,2 0,3
.Valin .. —_ 11,5 | 1,0 0,7
— 0,001 42 | 05 59%,
l-Valin ..| 0,001 51| 08 0,3 579,
— 0,01 1,8 | 0,4 83%
I-Valin ..| 0,01 1,9 | 04 0 100°,
157 | Meer- — — 153 | 0,9
schwein- | {. Aspara.-
chen ginsdure . — 6,7 2,2 1,3
— 0,004*) | 21 | 09 86%
l-Aspara-
ginsdure . | 0,004%) [ 1,5 | 1,1 0,2 859,

*) As,0,5-Zusatz, Endkonzentration 0,001-m.
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Hemmung durch Malonsdure und Pyrophosphorséiure.

Tabelle 9 zeigt den Einfluss verschiedener Malonséure-Konzentrationen auf die
Leeratmung und den Abbau von l-Alanin, I-Valin und l-Asparaginsiure. Die Desami-
nierung dieser Aminosduren wird durchschnittlich etwas stirker gehemmt wie die Leer-
atmung der Schnitte. Wiirde die Malonséure nur spezifisch die Succino-dehydrase hemmen,
so wiren diese Ergebnisse ein Beweis dafiir, dass der Wasserstofftransport bei der dehy-
drierenden Desaminierung dieser Aminosduren iiber das Succino-dehydrase-System zum
aktivierten Sauerstoff verlaufen muss. Dass dem aber nicht so ist, zeigt ein Vergleich der

Tabelle 9.

Hemmung der Leeratmung und des Abbaues von l-Alanin, {-Valin und
i-Asparaginsdure durch Malonsiure,
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.

Aminosiure-Endkonzentration 0,04-m.

Malon- Qy o % Hem-
Ver- Aminoséure- sdure- f.?fa nf)urlx-I efli?e; mung des
such Zusatz Endkon- Qo,_. QNH, Amino- Leger- A{nlno-
Nr. zentra- sédure- siure-
tion m. Abbau atmung Abbaues
82 — — 6,4 0,5
l-Alanin....... — 5,3 1,4 0,9
— 0,1 2,8 0,7 569,
[-Alanin....... 0,1 1,2 0,8 0,1 899,
185 — — 11,2 0,6
l-Alanin....... — 18,9 1,5 0,9
— 0,05 7.2 0,9 369
l-Alanin....... 0,05 6,5 1,15 0,25 720,
111 — — 13,6 0,3
I-Alanin....... — 14,9 1,8 1,5
— 0,01 8,9 0,2 349,
l-Alanin....... 0,01 10,0 | 0,6 0,4 739,
126 — — 124 | 0,5
I-Valin ....... — 13,7 1,0 0,5
— 0,05 4,3 0,4 65,
I-Valin ....... 0,05 3,9 | 0,5 0,1 80°,
116 — — 10,7 0,4
[-Valin ....... — 12,2 1,0 0,6
— 0,01 9,7 0,7 10%,
I.Valin ....... 0,01 9,7 1,1 04 339,
122 — — 13,2 0,4
[-Asparagins, .. — 21,6 0,1 0,1
— ) 44 | 0,5 67%
l-Asparagins, .. —%) 82 | 19 1,4
— 0,05%) 28 | 0,6 79%
l-Asparagins. .. 0,05%*) 3,7 0,9 0,3 799,

*) As,0,-Zusatz, Endkonzentration 0,001-m.
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Tabelle 10.

Hemmung der Leeratmung und des oxydativen Abbaues von p-Phenylen-
diamin, Bernsteinsiéure, Z-Apfelsﬁ,ure, d,l-Milchsdure, Brenztraubensiure,
Zitronensiure, durch verschiedene Konzentrationen Malonsiure.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.

such Substrat- . Endkon. QO fir mung der| mung des
Nr. Endkonzentration zentra- : | Substrat-| Leer- Substrat-
tion Abbau | atmung Abbaues
140 — — 10,9
p-Phenylendiamin
0,02............ — 30,1 19,2
—_— 0,05 5,1 53%
p-Phenylendiamin . 0,05 23,8 18,7 3%
172 — —_ 13,1
Bernsteins. 0,02 ... —_— 32,0 18,9
— 0,002 9.7 269,
Bernsteins. ....... 0,002 26,5 16,8 119,
— 0,01 9,4 28%
Bernsteins. ....... 0,01 20,9 11,5 39%
—_ 0,05 6,4 519%
Bernsteins. ....... 0,05 9,0 2,6 86%
124 —_— —_— 10,7
Apfels. 0,02 ....... — 22,6 11,9
—_ 0,05 4,5 58%
Apfels. ........... 0,05 12,1 7.6 36
178 — —_ 12,4
Milchs. 0,04 ....... — 14,7 2,3
— 0,002 14,3 0%
Milehs. ........... 0,002 16,2 1,9 18%
— 0,01 11,6 6°,
Milchs. ........... 0,01 13,0 1,4 39%
— 0,05 8,0 35%,
Milehs. ........... 0,05 8,0 0 100%
130 — — 14,2
Brenztraubens. 0,04 — 12,6 -1,6
_ 0,05 5,2 639,
Brenztraubens. .. .. 0,05 11,2 6,0 Steigerung
125 — — 13,2
Zitronens. 0,02 . ... — 20,3 7,1
— 0,05 5,1 62%
Zitronens. ......... 0,056 12,6 7.5 0%
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Tabelle 11.
HemmungderLeeratmungund desoxydativen AbbauesvonBernsteinsiure,
Z.Apfelsaure, d,l-Milchsiure, Brenztraubensiure und Zitronensiure durch
0,02-m. Pyrophosphorsdure.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.

0, 0,
Verl; Substrat- Pg rophos- Q Qo, fir nf)mlée(liltler uf)mge(li]tles
511\15 Endkonzentration | P zos:::lzre- 0, Siti)%ra‘t' Leer- | Substrat-
: 80 | atmung | Abbaues
142 — - 11,8
Bernsteins. 0,02. . .. - 31,0 19,2
— + 13,1 0%
Bernsteins. ....... + 18,8 5,7 70%,
145 — - 14,1
Apfels. 0,02........ - 21,0 6,9
— + 14,2 0%
Apfels. ........... + 21,2 7,0 0%
142 — — 11,8
Milchs. 0,04 ....... - 15,3 3,5
— + 13,1 0%
Milchs. ........... + 18,6 5,5 0%,
145 — — %) 3,1
Brenztraubens.
0,04*) .......... — k) 8,7 5,6
—_ 4 H#) 2,6 169%
Brenztraubens. .. .. -+ *%) 7,0 4,4 219%
187 —_— - 13,2
Zitronens. 0,02 . ... - 21,6 8,4
— + 13,6 0%
Zitronens. ......... + 22,2 9,0 0%

*} Oxydativer Abbau von Brenztraubensiure erst nach NaF-Zusatz messbar.
*¥*) NaF-Zusatz, Endkonzentration 0,1-m.

Tabellen 10 und 11. Tabelle 10 gibt eine Zusammenfassung iiber die Hemmung des oxy-
dativen Abbaues von p-Phenylendiamin, Bernsteinsiure, Z-Apfelsiiure, d,l-Milchsiure,
Brenztraubenssure und Zitronensiure, Tabelle 11 eine Ubersicht iiber die Hemmungen
des oxydativen Abbaues der gleichen Substrate durch Pyrophosphorsiure. Beide Hemm-
substanzen sollten in gleicher Weise spezifisch die Succino-dehydrase blockieren. Nach
unseren Versuchen ist dies tatsichlich fiir die Pyrophosphorsdure der Fall; sie hemmt
spezifisch den oxydativen Abbau von Bernsteinsiure, wihrend die Leeratmung sowie die
Oxydation von Apfelsiure, Milchsiure, Brenztraubensiure und Zitronensiure durch
Zugabe von 0,02-m. Pyrophosphorsiure nicht oder kaum beeinflusst werden. Versuche mit
0,05-m. Pyrophosphorsiure, die wir hier nicht wiedergeben, ergaben die gleichen Resul-
tate. Demgegeniiber weist die Hemmung durch Malonsiure eine geringere Spezifitit auf.
Der oxydative Abbau von Bernsteinsiure und von Milchsiure wird in gleicher Weise
intensiv gehemmt, etwas weniger ausgesprochen, aber immer noch sehr deutlich ist die
Hemmung der Leeratmung und die des Apfelsiure-Abbaues, wihrend der Abbau von Zi-
tronenséure unbeeinflusst bleibt. Der oxydative Abbau von Brenztraubensiure kommt
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meistens iiberhaupt erst nach Malonsiurezusatz zum Vorschein. Die Verhaltnisse schei-
nen also folgendermassen zu liegen, dass man die Malonsdurehemmung allein
nicht als vollwertigen Beweis fiir den Ablauf des Zitronensédure-
Zyklus oder der Fumarsidure-Katalyse annehmen kann. Unsere Ver-
suche wurden nur mit Nierenschnitten ausgefiihrt und sind deshalb nicht ohne weiteres
auf die Verhiltnisse in anderen Organen ibertragbar. Die Einfiigung der Tatsache der
Pyrophosphat-Hemmung in die bisherige Vorstellung iiber den Zitronensiure-Zyklus be-
darf noch weiterer Untersuchungen.

Den Einfluss von 0,02-m. Pyrophosphorsdure auf den Abbau von Il-Alanin, I-Valin
und I-Asparaginsdure gibt Tabelle 12 wieder. Die Spaltung von I-Alanin und I-Valin wird
nicht gehemmt, auch fiir sie kann deshalb ein obligater Transport des abgeldsten Wasser-
stoffs iiber das Succino-dehydrase-System ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dass
die Spaltung von l-Asparaginsiure ebenso stark wie diejenige von Bernsteinsiure durch
Pyrophosphorsaure gehemmt wird, ist sehr auffallend. Es ergibt sich daraus eine nahe
Verwandtschaft der Succino-dehydrase mit dem I-Asparaginsiure desaminierenden
Ferment: Beide werden stark durch Pyrophosphorsiure gehemmt, wihrend arsenige
Séure keinen hemmenden Einfluss auf sie ausiibt; da die Asparaginsiure eine «-Amino-
bernsteinsdure ist, ist diese Verwandtschaft sehr wahrscheinlich strukturchemisch zu
erklaren. Wir glauben daher auch in diesem Falle nicht, dass fiir den I-Asparaginsiure-
Abbau das Succino-dehydrase-System notwendig ist. Das verschiedene Verhalten
des Abbaues von l-Alanin, [-Valin einerseits und /-Asparaginsidure ande-
rerseits gegeniiber Pyrophosphorsiure ist ferner die zweite Tatsache,
die gegen die Einheitlichkeit der I-Aminosiure-oxydase spricht.

Tabelle 12.

Hemmung der Leeratmung und des Abbaues von I-Alanin, [-Valin und
{-Asparaginsiure durch 0,02-m. Pyrophosphorssure.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.
Aminosidure-Endkonzentration 0,04-m.

Ver- Pyrophos- fijr | %o Hem-| % Hem.-
such | Substratzusatz pgorslé)iure- Qo, | Onm, g&ghat. mlirégfer gﬁ?&%g?
Nr. Zusatz Abbau atmung | Abbaues
142 — - 11,8 1 0,5
[-Alanin....... - 16,1 | 21 1,6
— + 13,1 | 0,8 0%
[-Alanin....... + 142 | 2,8 2,0 0%
146 — - 13,6 | 0,8
I-Valin ....... - 15,3 0,9 0,1
— + 12,8 | 0,6 6%
[-Valin ....... + 15,1 11 0,5 0%
145 — - 14,1 | 1,0
l-Asparagins. .. - 6,7 3,5 2,5
- +*) 34| 1,0
l-Asparagins. .. +%*) 44 ( 1,9 0,9 649,
151 — —*) 3,9 08
l-Asparagins. .. —*) 65 | 2,2 1,4
— +*) 32| 08
l-Asparagins, .. +*) 4,5 1,3 0,5 649,

*
~—

As,0,-Zusatz, Endkonzentration 0,001-m.
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Hemmung durch Jodessigsiure.

Tabelle 13 enthilt die Ergebnisse der Hemmung der Leeratmung und der Bildung
von Ammoniak aus I-Alanin, [-Valin und [-Asparaginsiure, Tabelle 14 die Resultate
der Hemmung des oxydativen Abbaues von p-Phenylendiamin, Bernsteinsiure, I-Apfel-
saure, d,l-Milchsdure, Brenztraubensdure und Zitronensaure. Die Leeratmung sowie alle
genannten Substrate ausser p-Phenylendiamin und Bernsteinsiure werden stark durch

Tabelle 13.

Hemmung der Leeratmung und des Abbaues von [-Alanin, [-Valin und
l-Asparaginsaure durch Jodessigsdure.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.
Aminosidure-Endkonzentration 0,04-m. Jodessigsdurekonzentration 0,001-m.

Jod- ar | % Hem- | % Hem-
;;ir}; Substrat- essig- Q Q glﬁ)nzrili r;ﬁmg der n::ung des
Nr. zusatz saure- 0. NH, Absi)au Leer- | Substrat-
zusatz atmung | Abbaues
113 - - 13,9 | 06
l-Alanin....... - 15,1 1,3 0,7
— + 30| 06 78%
l-Alanin....... + 3,2 0,9 0,3 57%,
126 — - 124 | 0,5
{-Alanin....... — 12,9 1,6 1,1
— + 2,5 0,5 80,
I-Alanin....... + 2,6 0,6 0,1 919,
185 — - 11,2 0,6
l-Alanin....... — 18,9 1,5 0,9
- + 4,3 1,2 6297,
[-Alanin....... + 4,8 1,4 0,2 789,
117 — - 10,7 0,4
I.Valin ....... - 122 | 1,0 0.6
- + 2,7 0,5 75%,
I.Valin ....... + 29| 05 0 100%,
126 — - 12,4 0,5
-Valin ....... - 137 | 1,0 0,5
— + 2,5 | 0,5 80%
I.Valin ....... + 2,7 0,4 -0,1 1009,
122 — —*) 4,4 0,5
l-Asparagins. .. - %) 82| 1,9 1,4
— +*) 2,6 [ 0,6
l-Asparagins. .. +*) 2,9 0,9 0,3 799,
188 — —% | 43| 1,0
l-Asparagins. .. — %) 7,1 2,9 1,9
— +*) 32| 1,2
l-Asparagins. .. + *) 4,0 1,6 0,4 79%,

*} As,0;-Zusatz, Endkonzentration 0,001-m.




0,001-m. Jodessigsiure gehemmt. Die Jodessigsdurehemmung gleicht demnach in vielen,
jedoch nicht in allen Beziehungen der Hemmung durch arsenige Séure. Der oxydative
Abbau von Brenztraubensiure wird durch 0,001-m. arsenige Sdure vollstindig aufge-
hoben, wahrend 0,001-m. Jodessigsdure ihn nur zu ungefihr 70% hemmt. Besonders
deutlich ist der Unterschied beim Abbau der l-Asparaginsiure. Wahrend Jodessigsiure
ihn ziemlich stark hemmt, bleibt er bei Zusatz von arseniger Saure unverandert. Succino-
dehydrase und das Il-Asparaginsiure abbauende Ferment unterscheiden sich demnach
durch ihr Verhalten gegeniiber Jodessigsaure; es handelt sich also um zwei verschiedene
Fermente.

Tabelle 14.

Hemmung der Leeratmung und des oxydativen Abbaues von p-Phenylen-
diamin, Bernsteinsiure, l-Apfelsﬁ.ure, d,l-Milchsaure, Brenztraubensaure
und Zitronensdure durch Jodessigsaure.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.
Jodessigsiurekonzentration 0,001-m.

Ver- Substrat- Jod- Q,, fiir % Hem- | % Hem.
Sll\}f-h Endkonrznentmtion ::311_%'_ Qo, Sz%gra’t' mlﬁx;%fer rsn];x};%riis-
: : zusatz al | gtmung | Abbaues
140 — - 10,9
p-Phenylendiamin
0,02............ - 30,1 19,2
— + 4,0 63°%
p-Phenylendiamin . + 27,0 23,0 0%
118 — - 14,4
Bernsteins. 0,02. ... - 28,9 14,5
— + 3,7 7407
Bernsteins. ....... + 16,7 14,0 39%
124 — - 10,7
Apfels. 0,02........ - 22,6 11,9
— + 2,7 769,
Apfels. ........... + 5,3 2,6 78%
118 — - 14,4
Milchsédure 0,04 . . .. - 21,7 7,3
— + 3,7 74°,
Milchsaure ........ + 4,2 0,5 93%,
132 — — *x) 3,2
Brenztraubens.
0,04*) .......... — Ky 6,4 3,2
— + **) 1,8 879%
Brenztraubens. .... + *¥) 2,7 0,9 729%
125 — - 13,2
Zitronens. 0,02 .... - 20,3 7,1
— + 3,3 75%
Zitronens. ......... + 6,2 2,9 599,

*) Brenztraubensdure-Abbau erst-nach Zusatz von NaF messbar.
**) NaF-Zusatz, Endkonzentration 0,1-m.
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Hemmung durch Natriumfluorid.

Wie aus Tabelle 15 ersichtlich ist, ist der Abbau von I-Alanin, [-Valin und I-Asparagin-
sdure durch 0,1-m. Natriumfluorid in ungefihr gleichem Masse hemmbar wie die Leer-
atmung der Gewebsschnitte. Am wenigsten {iberzeugend sind die Werte fiir [-Valin;
wie bei fritheren Versuchen mit dieser Aminosiure sind daran der geringe Abbau von
[-Valin und die darum hohen Fehlerbreiten schuld. Niedrigere Konzentrationen von

Tabelle 15.

Hemmung der Leeratmung und des Abbaues von I-Alanin, I-Valin und
[-Asparaginsiure durch Natriumfluorid.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.
Aminosidure-Endkonzentration 0,02-m.

Ver- NaF- Q tiir | Yo Hem- | % Hem-
such Substrat- Endkon- | Q. SuNlr)]sJ;rat- mung der | mung des
Nr. Zusatz zentra- 02 NH, Abbau Leer- | Substrat-
tion m. atmung | Abbaues
112 — — 14,0 0,6
l-Alanin....... - 16,9 2,1 1,5
— 0,1 3,3 0,7 769,
l-Alanin....... 0,1 3,2 0,4 -0,3 1009,
126 —_ - 12,4 0,5
l-Alanin....... - 12,9 1,6 1,1
— 0,1 29 | 04 779,
[-Alanin....... 0,1 1,1 0,9 0,5 559,
116 — - 10,7 0,4
[-Alanin....... - 13,4 2,3 1,9
— 0,01 10,7 1,1 0%
l-Alanin....... 0,01 10,3 09 -0,2 100%
121 — — 12,0 0,3
I-Valin ....... - 142 | 0,6 0,3
— 0.1 4,4 0,6 63%
I-Valin ....... 0,1 4,3 1.0 0,4 09,
126 — — 12,4 0,5
[-Valin ....... - 13,7 1,0 0,5
— 0,1 2,9 0,4 T7%
I-Valin ....... 0,1 2,5 0,4 0 100°%,
116 — - 10,7 0,4
l-Valin ....... - 12,2 1,0 0,6
— 001 | 107 | 1.1 0%,
[-Valin ....... 0,01 10,3 0,3 -0,3 1009%,
122 —_— - 4.4 0,5
l-Asparagins. .. - 8,2 1,9 1,4
— +*) 1,91 0,8
{-Asparagins. .. + %) 3,2 14 0,6 57%

*) As,0,-Zusatz, Endkonzentration 0,001-m.
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Natriumfluorid (0,01-m.) hemmen noch den Aminosidure-Abbau, nicht mehr die Leer-
atmung, auch wenn der Magnesium- und Calciumionenzusatz zum Puffer weggelassen
wird. Uber die Hemmung des oxydativen Abbaues von p-Phenylendiamin, Bernstein-
siure, l-Apfelsiiure, d,l-Milchsiaure, Brenztraubensiure und Zitronensiaure gibt Tabelle 16
Aufschluss: Die Oxydation von p-Phenylendiamin, Bernsteinsiure, Milchsiure und
Zitronensgure wird kaum beeinflusst, die von Brenztraubensiure kommt durch Fluorid-
zusatz (wie durch Malonsdurezusatz) tiberhaupt erst messbar zum Vorschein, wahrend
die von Apfelsiure gehemmt wird, wenn auch nicht in gleich ausgesprochener Weise
wie die Leeratmung und der Aminosdure-Abbau. Dass die Hemmungen tatsiachlich durch
die Fluorid- und nicht durch die Natrium-Ionen verursacht werden, haben wir durch
hier nicht wiedergegebene Vergleichsversuche mit 0,1-m. NaCl bewiesen. Diese ergaben
keine Hemmungen.

Tabelle 16.

Hemmung der Leeratmung und des oxydativen Abbaues von p-Phenylen-
diamin, Bernsteinsiure, l-Apfelsidure, d,l-Milchsdure, Brenztraubensiure
und Zitronensidure durch 0,1-m. Natriumfluorid.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.

Ver- Substrat- NaF- Qo, tiir z"uﬁiegé'r ;{"ufei;
such | Endkonzentration | Zu- Qo. | Substrat- Leger- Subsgcra. .
Nr. m. satz Abbau atmung [ Abbaues
140 — - 10,9
p-Phenylendiamin
002 ........... - 30,1 19,2
— + 4,3 612,
p-Phenylendiamin + 19,6 15,3 209,
120 — - 15,7
Bernsteinsdure 0,02 — 27,9 12,2
— + 7,2 549
Bernsteins. ...... + 17,1 9,9 199
124 _— - 10,7
Apfels. 0,02....... - 22,6 11,9
— + 3,4 689,
Apfels. .......... + 9,6 6,2 489,
125 — - 13,2
Milchs. 0,04 ...... - 17,4 4,2
— + 4,0 70°%,
Milchs. .......... + 8,2 4,2 09,
130 — - 14,2
Brenztraubens.0,04| - 12,6 -1,6
_ -+ 3.8 73%
Brenztraubens. ... + 8,4 4.6 Steigerung
125 —_— - 13,2
Zitronens. 0,02 ... - 20,3 7,1
— + 4,0 709,
Zitronens......... + 13,6 9,6 09,
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Hemmung durch Carbonylreagentien.

Wir haben schliesslich noch die Hemmung der Leeratmung und des I-Alanin-Abbaues
durch Semicarbazid und Hydrazin 0,01-m. untersucht (Tabelle 17). Semicarbazid hemmt
die Leeratmung kaum, den Il-Alanin-Abbau missig, wihrend Hydrazin erstere massig,
letztere ziemlich stark hemmt.

Tabelle 18 gibt eine abschliessende Ubersicht iiber die Wirkung der verschiedenen
Hemmsubstanzen auf den Abbau der untersuchten Substrate. Sie zeigt deutlich die
Verwandtschaft der fiir die Leeratmung und fiir den Abbau von {-Alanin und {-Valin
nétigen Enzymsysteme, den Unterschied in der Hemmbarkeit des Abbaues von I-Alanin
und [-Valin einerseits, von I-Asparaginsiure andererseits, die Beziehungen zwischen
Succino-dehydrase und l-Asparaginsiure-abbauendem Ferment, endlich die Spezifitits-
unterschiede der Malon- und Pyrophosphorsiurehemmungen.

Tabelle 17.

Hemmung der Leeratmung und des I-Alanin-Abbaues durch 0,01-m. Semi-
carbazid und 0,01-m.Hydrazin.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.
l-Alanin-Endkonzentration 0,04-m.

. AT tir| % Hem- | % Hem-
Z]ecrh llfi‘ia_' Hemm- Q Q %}{H,_ %" mung der | mung des
Nr Zusatz substanz 0: NH; Y anin- Leer- Alanin-
we bbau | atmung | Abbaues

113 — — 13,9 0,6
+ -— 15,1 1,3 0,7
- Semicarbazid .. | 13,0 0,5 6%
+ Semicarbazid .. | 12,4 0,9 0,4 43%,
— Hydrazin ...... 7.2 0,5 489,
+ Hydrazin ...... 6,0 0,7 0,2 71%,

Tabelle 18.
Ubersicht iiber die Wirkung der untersuchten Hemmsubstanzen.
Die Hemmung ist durch + bezeichnet.

_ |p-Phe- _| I-As- | Brenz-| . | oae )
Sem [ayien| B pare. || 20| 1 | Lo | v
di- " gin- | ben- | 5 A nin lin
m. amin | 599 | G2 re | sgure | SBuTe | sdure | sdure | mung
HCN 0,001 .| + + + + + + + + + +
Jodessig-
sdure 0,001 - - + + + + + + + +
As,0,0,001 | — - - + + + + + + +
Malonséure
0,05...... — -+ + - - + + + + +
Pyrophos-
phorsaure
0,02...... — -+ + - - - — — _ _
NaFOQ,1....| - - + — - - + 4 + +

Konkurrenzversuche zwischen [-Alanin, {-Valin und !-Asparaginsaure.

Nach den Hemmversuchen werden I-Alanin und [-Valin durch das gleiche, I-Aspara-
ginsiure dagegen durch ein verschiedenes Enzym abgebaut. Die Konkurrenzversuche
bestitigen diese Ergebnisse. In Tabelle 19 wird je einer der mehrmals mit dem gleichen
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Resultat ausgefithrten Konkurrenzversuche zwischen [l-Alanin und [-Valin einerseits,
I-Alanin und I-Asparaginsidure andererseits wiedergegeben. Die Aminosgurekonzen-
trationen wurden so gewahlt, dass eine weitere Erhéhung der Konzentration keinen
stirkeren Abbau ergab. Da der I-Asparaginsidure-Abbau nur in Gegenwart von arseniger
Siure gemessen werden kann, diese aber den I-Alanin-Abbau betrichtlich hemmt, wurde
eine Konzentration an arseniger Saure gewshlt, die die Desaminierung von l-Alanin
nur zu ungefihr 509, hemmt und fiir die Messung der Ammoniakbildung aus I-Asparagin-
sdure gerade noch ausreicht. Dies ist bei einer Konzentration von 0,0005-m. der Fall.

Tabelle 19.
Beispiel eines Konkurrenzversuches zwischen /-Alanin und [-Valin und
zwischen I-Alanin und I-Asparaginsdure.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.

Aminosdure-Endkonzentration 0,04-m.
As,0,-Endkonzentration 0,0005-m.

Ver- QNH, fir
such Aminosdure-Zusatz As,0,-Zusatz Substrat-
Nr. Abbau
57 FAlanin. . ...oovviiiieciann. - 1,6
I-Valin ... - 0,5
l-Alanin+1{-Valin ............. - 1,3
179 Alanin..............cc0vent. + 0,4
I-Asparaginsdure ............. + 1,4
I-Alanin + I-Asparaginsiure .. ... + 1,8

Einfluss von Bernsteinsidure und d,!-Milchsdureaufden Abbau von I-Alanin.

Die Desaminierung von [-Asparaginsdure und l-Glutaminsiure durch Rattennieren-
schnitte wird nach Krebs5) durch gleichzeitige Zugabe von d,l-Milchsdure, Brenztrauben-
siure, Bernsteinsiure oder «-Ketoglutarsiure gebhemmt. Wird anstelle von I-Asparagin-
sdure ein Ammoniumsalz zusammen mit dem zweiten Substrat zu den Schnitten gegeben,
8o verschwindet bedeutend weniger Ammoniak als der Desaminierungshemmung von
I-Asparaginsidure durch das betreffende Substrat entsprechen wiirde. Daraus wird ge-
schlossen, dass es sich bei der Hemmung der Desaminierung der beiden Aminosiuren
durch ,,oxydierbare Substrate* nicht um einen Verbrauch des gebildeten Ammoniaks
zu Synthesezwecken handelt. Die Hemmung wird als Konkurrenz um den aktivierten
Sauerstoff durch zwei verschiedene Fermentsysteme aufgefasst. Mit anderen Worten,
das I-Asparaginsiure und das l-Glutaminsdure abbauende Ferment sind Dehydrasen, der
beim Abbau freiwerdende Wasserstoff hat den gleichen Weg iiber verschiedene Uber-
trager zum aktivierten Sauerstoff zuriickzulegen wie der z. B. aus Milchsdure durch die
Lactico-dehydrase abgespaltene Wasserstoff. Kann nun ein Ubertrager in der Zeiteinheit
nur eine beschrinkte Menge Wasserstoff weitergeben, so werden die beidenn Substrate
mittels des abgeltsten Wasserstoffs um diesen Ubertrager konkurrieren und beide ent-
sprechend weniger abgebaut werden.

Wir konnten bei gleichzeitigem Zusatz von I-Alanin und Bernsteinsiure zu Nieren-
schnitten keine, bei Zusatz von [-Alanin und d,[-Milchsdure eine deutlich verminderte
Ammoniakbildung beobachten. Das Ammoniak-Defizit kénnte aber in unseren Versuchen
auch auf einem Verbrauch des gebildeten Ammoniaks zu Synthesezwecken beruhen, da
bei gleichzeitiger Zugabe von kleinen Ammoniumchloridmengen und Succinat oder Lac-
tat ungefahr gleichviel Ammoniak verschwindet wie aus [-Alanin bei Anwesenheit von
Bernsteinsaure oder Milchsaure weniger gebildet wird. Versuche siehe Tabelle 20 und 21.
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Tabelle 20.
Einfluss von 0,02-m. Bernsteinsiure und 0,04-m. 4,l-Milchsaure auf die
Ammoniakbildung aus 0,04-m. l-Alanin durch Meerschweinchennieren-

schnitte.
QNH. Verbrauch
Ver- QNH, fiir durch Milch-
such Substratzusitze QO, QNH, Alanin- siure oder
Nr. Abbau Bernstein-
sdure
93 — 13,0 0,6
[-Alanin................ 15,5 | 2,0 1,4
d,l-Milchsaure .......... 17,1 0
I-Alanin + d, -Milchsaure . | 18,8 1,0 1,0 -0,4
175 — 144 | 1,0
I-Alanin................ 14,2 2,0 1,0
Bernsteinsdure ......... 26,4 0,1
I-Alanin + Bernsteins. ... | 21,9 0 0 -1,0
Tabelle 21.

Verbrauch von Ammoniak beim Abbau von 0,02-m. Bernsteinsdure und
0,04-m. d,]-Milchsiure durch Meerschweinchennierenschnitte in Gegen-
wart von kleinen Mengen Ammoniumechlorid.

NH,; in NH; in
Zlili; Substrat- mmf bei mm? :;1.a.ch Tr(:::ll%en- Q Q
N zusatz Versuchs- 60 Min. Gewebe NH, O3
Beginn Versuch
182 —_ - 20,8 23,1 0,81 13,1
Bernsteinsiure - 15,7 23,6 0,7 31,7
— 170 170 21,2 0 13,2
Bernsteinsidure 170 139,8 16,7 -1,31] 35,5
192 — - 34,2 53,1 0,6 12,9
Milchsdure . ... - 26,6 56,5 0,5 18,7
— 170 146,6 56,8 -0,4] 12,9
Milchsdure . ... 170 120,3 54,0 -0,9] 18,2

Wir sind daran, die Frage des Ammoniakschwundes weiter zu kliren und werden
in einer spateren Arbeit dariiber berichten.

Es ist aber trotzdem wahrscheinlich, vor allem aus dem Verhalten der Substrate
gegeniiber verschiedenen Hemmsubstanzen, dass es sich auch beim [-Alanin abbauenden
Ferment um eine Dehydrase handelt. Ihr Verhalten gegeniiber Hemmsubstanzen steht
dem der Malico- und Lactico-dehydrase am nachsten, was am ehesten aus der dhnlichen
chemischen Struktur der Substrate zu erklaren ist.

Bildung von Brenztraubensdure aus !-Alanin.
1. Bestimmung der Brenztraubensdure nach Straub?s).

Wird die Suspensionsfliissigkeit der Nierenschnitte nach Versuchsende auf Brenz-
traubensédure untersucht, so findet man regelmissig eine geringe Brenztraubensiuremenge
in den Ansitzen mit I-Alanin, die aber nur 10—20%, der theoretisch aus den Ammoniak-

12
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werten zu erwartenden Menge betriagt. Die Leerwerte der Ansitze ohne l-Alanin betragen
meist null. Da, wie wir festgestellt haben, zu Nierenschnitten zugesetzte kleine Brenz-
traubensduremengen im Laufe einer Stunde in Sauerstoffatmosphare bei 38° restlos ver-
schwinden, sind die mitgeteilten niedrigen Brenztraubensiurewerte leicht zu verstehen.
Aus den Hemmversuchen war jedoch hervorgegangen, dass der Brenztraubensiaure-Abban
durch arsenige Séure stirker gehemmt wird als der l-Alanin-Abbau. Wir filhrten des-
halb die Versuche mit Zusatz von 0,0005-m. arseniger Séure aus und erhielten nun, bei
einer Hemmung des [-Alanin-Abbaues von ca. 50%, 70 bis 100% der zu erwartenden
Menge Brenztraubensiure. Tabelle 22 gibt einen dieser zahlreich ausgefiihrten Versuche
wieder.

‘ Tabelle 22.

Beispiel der Brenztraubensidurebildung aus /-Alanin mit und ohne Zusatz
von 0,0005-m. arseniger Saure.
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer.
{-Alanin-Endkonzentration 0,04-m.

Ala- %, des theoret

Ver- - As,0,- Q, ‘0, e
such r%lll: | Zu Qvr a.:g:'. Qprens- (_)ﬁa o BrVer;tt::ufl‘::n
h - S : traubensiurt Alanin -
Nr. satz | S22 Alanin ubensaure siure
19| - | - | 09 0,29 _

+ | - | 25 1,6 0,58 0,29 _QLZ_i’léiOﬂ =189

— + 0,9 0,28 ’

|+ [ 18] o9 0,96 068 | 2BX10_ g0,

2. Isolierung der Brenztraubensiure als Dinitro-phenylhydrazon des Acet-
aldehyds im Atherextrakt.

Nachdem die Brenztraubensaure als Reaktionsprodukt des I-Alanin-Abbaues kolori-
metrisch nachgewiesen war, versuchten wir auch den chemischen Nachweis als Dinitro-
phenylhydrazon.

Zu diesem Zwecke wurden Grossversuche in folgender Art angestellt: in sechs
200 cm?3 Erlenmeyer-Kolben wurden je 30 cm?® Phosphat- Ringer enthaltend 0,02-m. i-Ala-
nin und 0,0005-m. As,0, gegeben, dazu Schweine-Nierenschnitte (Gesamttrockengewicht
ca. 5 g). Schiitteln bei 38° unter Sauerstoffdurchleitung wahrend einer Stunde. Hernach
Enteiweissung der Suspensionsfliissigkeit durch den achten Teil des Volumens 30-proz.
Trichloressigsdure. Obwohl wir nach der Straub’schen Bestimmung in der enteiweissten
Losung einen fiir unsere Verhéltnisse recht hohen Brenztraubensiurewert (Q Brenz-
traubensiure == 1,4) erhielten, gelang es uns nicht, aus dieser Lésung die gebildete Brenz-
traubensdure als 2,4-Dinitro-phenylhydrazon auszufillen. Extrahiert man die mit Tri-
chloressigsdure enteiweisste Losung wihrend 8 Stunden im Flissigkeits-Extraktions-
apparat mit Ather, dampft man dann die atherische Lésung nach Zusatz und Durch-
schiitteln mit einigen ¢m?® Wasser ein, so lasst sich aus dem wissrigen Riickstand mit
2,4-Dinitro-phenylhydrazin ein rotbraunes Hydrazon ausfillen, das in schénen, langen
Nadeln krystallisiert und einen Schmelzpunkt von 1470 zeigt, der auch bei mehrmaligem
Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol konstant bleibt. Wie Parallelversuche er-
gaben, verhalt sich Brenztraubensaure in gleicher Weise. Man erbalt hier ebenfalls das
in langen Nadeln krystallisierende 2,4-Dinitro-phenylhydrazon vom Schmelzpunkt ca.
150°. Eine Mischschmelzpunktsbestimmung ergab keine Schmelzpunktserniedrigung. Es
handelt sich hier um das Dinitro-phenylhydrazon des Acetaldehyds, denn ein auf gleiche
Weise dargestelltes Dinitro-phenylhydrazon des Acetaldehyds ergab denselben Schmelz-
punkt. Durch die lange dauernde Atherextraktion der Suspensionsfliissigkeit wird also
die Brenztraubensiure zum grossten Teil zum Acetaldehyd decarboxyliert.
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3. Isolierung der Brenztraubensiure als 2,4-Dinitro-phenylhydrazon.

Die Tatsache, dass wir in der enteiweissten Suspensionsfliissigkeit der Grossver-
suche die Brenztraubensdure nicht direkt als Dinitro-phenylhydrazon nachweisen konn-
ten, fithrten wir auf die Anwesenheit von kolloiden, die Fallung verhindernden Bestand-
teilen zuriick. Wir dialysierten daher die enteiweisste Lésung im Cellophanschlauch
12 Stunden im Eisschrank gegen das gleiche Volumen destilliertes Wasser und gaben her-
nach zur Aussenfliissigkeit den dritten Teil des Volumens in 2-n. HC] gesattigter Dinitro-
phenylhydrazinlésung zu. In kurzer Zeit fiel ein feiner, zitronengelber Niederschlag aus,
der sich als das Brenztraubensaure-phenylhydrazon erwies. Gewicht des getrockneten
Niederschlags 35 mg, entsprechend ungefihr 12 mg Brenztraubensiure. Aus der kolori-
metrischen Bestimmung zu erwartende Menge Brenztraubensiure 15 mg. Schmelzpunkt
des ungereinigten Niederschlags 211—213°, Mischschmelzpunkt 214—215° Nach Um-
krystallisation aus Alkohol Schmelzpunkt 215° (unkorrigiert). Die Mikroelementarana-
lyse, ausgefithrt von der Firma Sandoz A.G., fiir die wir auch an dieser Stelle bestens
danken, ergab einen Stickstoffgehalt von 20,79 (20,64)%, was mit der berechneten Menge
20,899, gut tibereinstimmt.

Besprechung der Ergebnisse.

Die wichtigste Tatsache, die aus den vorliegenden Untersu-
chungen hervorgeht, ist wohl der Nachweis der Bildung von Brenz-
traubensiure aus l-Alanin in Gegenwart von Nierenschnitten ver-
schiedener Tiere. Wahrend die Menge Sauerstoff, die pro Mol des-
aminiertes [-Alanin verbraucht wird, infolge der ungefihr 20mal
hoheren Leeratmung nicht genau zu bestimmen ist, kann pro Mol
gebildetes Ammoniak annihernd 1 Mel gebildete Brenztraubensiure
festgestellt werden. Der erste Abbau von [-Alanin in der tierischen
Niere erfolgt demnach in gleicher Weise wie derjenige von d-Alanin.

CH,-CHNH,-COOH + 0 —> CH,-C0O-COOH + NH,

Im Gegensatz zu d-Alanin wird /-Alanin aber nur durch iiber-
lebende, intensiv atmende Zellaggregate abgebaut. Extrakte oder gar
Trockenpraparate spalten diese [-Aminosidure nicht.

Als weiterer Unterschied im Abbau von I- und d-Aminosiduren
tritt mehr und mehr die Vielheit und engere Spezifitit der I-Amino-
siure-oxydasen gegeniiber der geringeren Spezifitit der 4-Amino-
siure-oxydasen hervor. Ein Beitrag dafiir bildet die hier nachge-
wiesene Trennung der [-Alanin-oxydase, die vielleicht noch andere
aliphatische Monoamino-monocarbonsiuren anzugreifen vermag, von
der l-Asparaginsdure-oxydase, die noch von Krebs als l-Aminosdure-
oxydase schlechthin dargestellt wurde, obwohl auch dieser Autor schon
die Mdglichkeit der Existenz mehrerer I-Aminosiure-oxydasen in
Erwigung gezogen hat. Die beiden Enzyme, l-Alanin-oxydase und
l-Asparagingédure-oxydase, unterscheiden sich durch ihr Verhalten
gegeniiber Zusatz von arseniger Siure und von Pyrophosphorsiure.
Arsenige Siure hemmt die I-Alanin-, aber nicht die /-Asparaginsidure-
oxydase, Pyrophosphorsdure hemmt die I-Asparaginsidure-, aber nicht
die l-Alanin-oxydase. Ferner spricht der Konkurrenzversuch ein-
deutig fiir ihre Verschiedenheit.
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Der [-Alanin-Abbau zeigt in seiner Empfindlichkeit gegeniiber
verschiedenen Zellgiften eine ganz ausgesprochene Ahnlichkeit mit
der Eigenatmung und dem oxydativen Abbau von I-Apfelsiure und
d,l-Milchsdure durch Nierenschnitte. Blausiure, arsenige S#ure,
Jodessigsdure, Malonsdure hemmen alle diese Prozesse in gleicher
Weise, Natriumtluorid alle mit Ausnahme des Milchsiure-Abbaues.
Wir vermuten deshalb, dass es sich auch bei der I-Ala-
nin-oxydase um ein ganzes Fermentsystem handeln
konnte, zusammengesetzt aus - Alanin-dehydrase, Was-
serstoffiibertrigern und Cytochromsystem. Da das beim
I-Alanin-Abbau gebildete Ammoniak in Gegenwart von d,I-Milch-
sdure oder I-Apfelsdure sehr wahrscheinlich zu Synthesen verbraucht
wird, ist es uns bisher noch nicht gelungen, die Dehydrasenatur durch
den Konkurrenzversuch zu beweisen. Wir sind daran, diese Verhilt-
nisse abzuklidren. Dass es sich dabei nicht einfach um eine mit der
Zellatmung gekoppelte Reaktion handelt, glauben wir daraus schlies-
sen zu diirfen, dass der Abbau von I-Alanin fluoridempfindlicher ist als
die Leeratmung, dass er ferner durch Semicarbazid gehemmt wird,
das die Leeratmung kaum beeinflusst. Aus der Blausdurehemmung,
die fiir die Leeratmung und den I-Alanin-Abbau gleich verlduft, schlies-
sen wir auf die wahrscheinliche Mitbeteiligung der Cytochrom-oxydase
bei der oxydativen Desaminierung des I-Alanins. Ob die Hemmbarkeit
durch arsenige Siure und durch Jodessigsdure auf die Blockierung
fiir die Aktivitit des Fermentsystems notwendiger Sulfhydrylgruppen
schliessen ldsst, kann noch nicht entschieden werden, ebenfalls nicht,
ob die Natriumfluoridhemmung fiir die Notwendigkeit eines zwei-
wertigen Metalls als Coferment spricht. Moglicherweise zeigt die
Hemmung des [-Alanin-Abbaues durch Carbonylreagentien an, dass
auch Carbonylgruppen fiir die Wirkung des Fermentsystems notig
sind.

Wihrend fiir das I-Alanin-angreifende Ferment, das der Lactico-
und Malico-dehydrase sehr nahe steht, die Dehydrasenatur noch nicht
ausser Zweifel steht, hat Krebs durch seine oben angefiihrten Kon-
kurrenzversuche dies fiir das I-Asparaginsiure abbauende Ferment
sichergestellt. Unsere Hemmversuche zeigen nun fiir diese I-Asparagin-
sdure-dehydrase, dass sie eine gewisse Verwandtschaft zur Succino-
dehydrase aufweist. Beide werden durch arsenige Siure nicht be-
einflusst und beide werden durch Pyrophosphat gehemmt, wihrend
alle anderen von uns untersuchten Dehydrasen bei unseren Versuchs-
bedingungen das umgekehrte Verhalten zeigen. Sie werden durch
argenige Siure gehemmt, durch Pyrophosphorsidure nicht beeinflusst.
Die Succino-dehydrase unterscheidet sich jedoch von der I-Asparagin-
sdure-dehydrase durch ihre Widerstandsfdhigkeit gegeniiber Jod-
esgigsdure und Natriumfluorid, die beide die I-Asparaginsiure-
dehydrase stark hemmen. Wie beim I-Alanin-Abbau stellt sich auch
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beim I-Asparaginsiure-Abbau die Frage der Beteiligung von aktiven
Sulfhydrylgruppen und eines zweiwertigen Metalls am Ferment-
system.

Die Unspezifitit der Malonsdurehemmung gegentliber der Spezi-
fitdt der Pyrophosphorsdurehemmung ist bereits besprochen worden.
Zum Schluss muss nochmals darauf hingewiesen werden, dass diese
Ergebnisse mit Nierenschnitten erhalten wurden und nicht auf Organ-
extrakte iibertragen werden diirfen.

Zusammenfassung.

1. I-Alanin wird in der Niere der Ratte, des Meerschweinchens und
des Schweines zu Brenztraubensiure oxydativ desaminiert. Pro Mol
gebildetes Ammoniak kann unter geeigneten Bedingungen anndhernd
1 Mol gebildete Brenztraubensdure festgestellt werden. Die Brenz-
traubensiure wurde kolorimetrisch nach der Methode von Straub
und priparativ als 2,4-Dinitro-phenylhydrazon nachgewiesen.

2. Der Abbau des l-Alanins ist an die intakte Zellstruktur ge-
bunden. Er erfolgt am intensivsten im Organschnitt, bedeutend ge-
ringer im Organbrei, der noch kleinste Gewebsbrockchen enthilt, er
fehlt im zellfreien Organextrakt.

3. Jede Einwirkung, die die Gewebsatmung herabsetzt, hemmt
in gleicher Weise auch den I-Alaninabbau, so 0,001-m.Blausiure,
0,001-m.arsenige Siure, 0,001-m.Jodessigséure, 0,05-m.Malonsdure
und 0,1-m. Natriumfluorid. Ausserdem hemmen deutlich auch 0,01-m.
Natriumfluorid, 0,01-m. Semicarbazid und 0,01-m. Hydrazin, die die
Gewebsatmung nur wenig beeinflussen.

4. Der Abbau von I-Valin durch Nierenschnitte wird ebenfalls
durch die genannten Konzentrationen Blausiure, arsenige Siure,
Jodessigsdure, Malonsdure und Natriumfluorid gehemmt. Diese
Ergebnisse sowie Konkurrenzversuche zwischen (-Alanin und !-Valin
sprechen dafiir, dass beide I-Aminosduren durch das gleiche Ferment
angegriffen werden.

5. Der Abbau von l-Asparaginsiure durch Nierenschnitte wird
dagegen durch arsenige Sdure nicht gehemmt, wihrend Blausiure,
Jodessigsiure, Malonsdure und Natriumfluerid, ferner auch 0,02-m.
Pyrophosphorsiure hemmen. Diese Resultate sowie Konkurrenz-
versuche zwischen [-Alanin und I-Asparaginsiure zeigen, dass der
Abbau von I-Alanin und von I-Asparaginsiure durch zwei verschiedene
Fermente erfolgt.

6. Es wurde ferner der Einfluss der genannten Hemmsubstanzen
auf den oxydativen Abbau von p-Phenylendiamin, Bernsteinsiure,
I-Apfelsiure, d,l-Milchsiure, Brenztraubensiure und Zitronensiure
durch Nierenschnitte untersucht. Auf Grund dieser vergleichenden
Versuche wird die Moglichkeit diskutiert, dass der l-Alanin-Abbau



— 182 —

durch ein Fermentsystem erfolgt, das sich aus einer I-Alanin-dehy-
drase, Wasserstoffiibertrigern und einem Cytochromsystem zusam-
mensetzt. Weiter wird auf die Verwandtschaft des I-Alanin abbauen-
den Fermentes mit dem Milch- und Apfelsiure abbauenden Ferment-
system einerseits, des l-Asparaginsiure abbauenden Fermentsystems
mit der Succin-oxydasge andererseits hingewiesen.

7. Die Tatsache, dass 0,05-m.Malonsiure die Leeratmung und
den Abbau von I-Alanin, I-Valin, I-Asparaginsiure, Bernsteinsiure,
I-Apfelsdure und d,l-Milchsiure hemmt, 0,02-m.Pyrophosphorsiure
dagegen nur den Abbau von Bernsteinsdure und /-Asparaginséiure,
spricht gegen die Spezifitit der Malonsdurehemmung fiir die Succino-
dehydrase.

Fraulein G. Schionberg sei auch an dieser Stelle fiir wertvolle Mithilfe bei vielen Ver-
suchen bestens gedankt.

Diese Arbeit wurde dem einen ((.) von uns durch ein Stipendium von der Stiftung
fiir biologisch-medizinische Stipendien der Schweizerischen Akademie der medizinischen
Waissenschaften erméglicht, fiir das er auch hier seinen herzlichsten Dank aussprechen
méchte.

Basel, im Dezember 1943
Physiologisch-chemisches Institut der Universitit.
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18. Zur Kenntnis der Triterpene.
(86. Mitteilungl)).
Uber das Birkenteersl
von L. Ruzicka, A. G. Boer und Ed. Rey.
(24. XII. 43.)

K. A. Vesterberg und F. Nydahl®) erhielten bei der fraktio-
nierten Destillation der neutralen Bestandteile des Birkenteerdls
von 244-260° siedende Anteile, die sie als Sesquiterpene bezeich-
neten, da die Analysenwerte ungefihr auf die Formel C,;H,, stimm-
ten. Die physikalischen Daten zweier Fraktionen des Kohlenwasser-
stoffgemisches waren: d% = 0,890 und 0,897, n¥® = 1,500 und 1,502,
[elp = +8,3% und +13,1% Diese Kohlenwasserstoffe gaben keine
krystallisierten Hydrochloride, lieferten aber beim Erhitzen mit
Schwefel ein Dehydrierungsprodukt, woraus die Autoren ein Pikrat
vom Smp. 1279 erhalten konnten, dessen Analysenwerte dem Pikrat
eines Naphthalinkohlenwasserstoffs C,;H,, entsprachen. Der aus
dem Pikrat regenerierte Kohlenwasserstoff siedete bei 2329 und
zeigte n%¥ = 1,587. Da dieses Pikrat nach den Analysenwerten
und dem Schmelzpunkt auf Sapotalin-pikrat (Smp. 1299) hinweist,
die Lichtbrechung dagegen von jener des Sapotalins®) (nf = 1,609)
betrichtlich abweicht, war eine genauere Untersuchung des Dehy-
drierungsproduktes von Vesterberg und Nydahl wiinschenswert. Wir
hatten diese Arbeit schon 1928 in Utrecht begonnen, bevor noch
die erste Dehydrierung eines Triterpens zu Sapotalint) und anderen
Naphthalin-Kohlenwasserstoffen®) durchgefithrt war.
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