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Isorner is ierung des Anhydro-oleanolsaure-lactons-I (11). 
a )  Mit Chlorwassers toff  i n  Alkohol .  

120 mg Substanz werden in 100 cm3 Alkohol und 5 om3 Tet>rachlorkohlenstoff 
gelijst und mit 4 em3 konz. Salzsaure 3 Stunden gekocht. Die Losung wird im Vakuum 
auf die Halfte eingeengt, in Wasser gegossen und wie ublich aufgearbeitet. Das Praparat 
krystallisiert aus Chloroform-Methanol in Blattchen, die bei 269-270° (Hochvakuum) 
schmelzen, halogenfrei sind, mit Tetranitromethan Gelbfkrbung und niit Anhydro-oleanol- 
saure-lacton-I1 keine Schmelzpunktscrniedrigung geben. Nach weiterem Umlosen steigt 
der Schmelzpunkt auf 271-273O (Hochvakuum). 

[aID =+43O (C  = 0,812)] 

b) Mi t P a l l a d i u m  -Calcium car  b o n a  t in W a s  s e r  s t of f a t mo s p h Br e . 
100 Gg Substanz werden in 140 cm3 Feinsprit gelost und mit 100 mg Palladium- 

Calciumcarbonat in Wasserstoffatmosphare bei Zimmertemperatur wahrend 20 Stunden 
geschuttelt. Die Substanz krystallisiert aus Chloroform-Methanol in Blattchen, die bei 
270-272O (Hochvakuum) schmelzen und mit Anhydro-oleanolsaure-lacton-I1 (V) keine 
Schmelzpunktserniedrigung geben. 

[a],, = + 43' ( C  = 0,847) 

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Hrn. W .  Mnnser 
ausgefiihrt. 

Organisch-chemisches Laboratoriuni 
der Eidg. Techn. Hoehschule, Zurich. 

30. Untersuehungen uber die Gewebsatmung 
1. Die Aktivierbarkeit der tierisehen Atmung dureh Aminosauren 

von S. Edlbaeher und 0. Wiss (unter Mitwirkung von Frieda Nebiker) 
(22. XIJ. 45.) 

Die gegenwartigen Anschauungen uber den Mechanismus der 
tierischen Gewebsatmung verdanken wir in erster Linie den grund- 
legenden Arbeiten yon 0. Warburg uber das strukturgebundene 
eisenhaltige IIBminferment. Die theoretisch wichtigen Untersuchun- 
gen von H .  Wieland einerseits und T'hunberg andererseits uber De- 
hydrierungsvorggnge bildeten die Voraussetzung zur Entdeckung 
des wasserloslichen eisenfreien Atmungsfermentes. Auch hier hat 
wiederum 0. Warburg mit seiner Sehult! mit der Entdeekung des 
gelben Fermentes den entscheidenden Schritt getan. R. ICzchn, 
Theorell, P. Kurrer, H .  von Euler und Green haben dann in erster 
Linie entscheidende Fortschritte dieser Arbeitsrichtung erzielt. Die 
Charakterisierung der Cytochrome, einer dritten essentiellen Kom- 
ponente der tierischen Atmung verdanken wir vor allem Unter- 
suchungen von Keilin und T'heoreZZ. SpBter wurden dann durch 
Warburg und eon Euler die Pyridin-Proteide als weitere enzymatische 
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Bestandteile in das Atmungssystem eingegliedert. #sent Gyorgyi und 
Mitarbeiter haben durch Untersuchungen uber den Einfluss von 
Fumarsaure auf die Sauerstoffzehrung von Muskelgewebe dem Pro- 
blem der Atmung eine new Seite abgewonnen. Sie konnten zeigen, 
dass die Atmungsgrosse von uberlebenden Geweben (Muskel, Leber, 
Niere) durch Zusatz von kleinen Mengen Pumarsaure sich ungefahr 
verdoppeln lasst. Der Ausbau dieser Untersuchungen hat sie dann 
zur Annahme gefuhrt, dass die Fumarsaure durch cyclische Ande- 
rung ihrer Oxydationsstufe einen sogenannten Zwischenkatalysator 
der Atmung darstellt. Auf Grund der Tatsache, dass Citronensaure, 
dem Muskelgewebe zugesetzt, den Sauerstoffverbrauch steigert, und 
im Hinblick auf die von P. Knoop und iiartiuus gefundene Konden- 
sation von Brenxtraubensaure und Oxalessigsaure zu Citronensaure 
hat schliesslich H .  A. Krebs den sogenannten Citronensiiurecyclus 
entwickelt . 

Vor kurzem haben wir nachweisen konnen, dass Aminosauren 
und Proteine als Katalysatoren den oxydativen Abbau ~70n &Amino- 
sauren entscheidend beeinflussen konnenl). Es liess sich zeigen, dass 
unter geeigneten experimentellen Bedingungen, ohne den aktivieren- 
den Einfluss ~70n Aminosauren oder Proteinen tatsachlich keine 
Oxydation der d-Aminosaure erfolgt, wahrend nach Zusatz von ge- 
ringen Mengen dieser Katalysatoren eine kraftige oxydative Desami- 
nierung resultiert. Die folgenden Untersuchungen zeigen nun, dass 
die Atmung nativer Organextrakte und Organbreie durch Aminosauren 
enorm gesteigert werden kann. Schon fruher konnte der eine von uns 
(8.) gemeinsam mit H .  CTrauer2) zeigen, dass I- und &Histidin den 
Sauerstoffverbrauch von Rattenleberextrakt steigert. Dabei ergab 
sich, dass weder ein Absinken der Imidazolwerte, noch eine Mehr- 
bildung von Ammoniak xu beobachten war. 

Diese Versuche wurden damals so gedeutet, dass das Histidin 
durch eine Oxydase in irgend einer unbekannten Weise abgebaut wird. 
Auf Grund unserer jetzigen Einblicke ist nun xu sagen, dass diese 
mit Histidin ausgefiihrten Versuche ebenfalls so zu deuten sind, 
dass diese Aminosaure als Atmungsaktivator funktioniert und nicht 
als Substrat. Dadurch erklart sich auch die Tatsache der Konstanz 
der Imidnzolwerte und das Fehlen von Ammoniakbildung. Im 
weiteren geht a m  unseren Versuchen hervor, dass dieser Reaktion 
ganz allgeineine Bedeutung zukommt, indem die Aktivierungseffekte 
an verschiedenen Organen bei der Ratte und beim Meerschweinchen 
nachgewiesen werden konnten. Bemerkenswert erscheint uns auch 
die Tatsache, dass es sich um ein eminent labiles Fermentsystem 
handelt. So gelingt es nur bei Susserst raschem Arbeiten und starker 
Kuhlung der Gewebe bei der Priiparation die typischen Steigerungs- 
effekte zu erzielen. 

I )  Helv. 28, 797 und 1131 (1945). z, Helv. 26, 864 (1943). 
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Experimenteller Teil. 
1 .  Methoden.  

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs und der Ammoniakbildung geschah in der 
iiblichen Weise nach 0. Warburg und Conway (1. c.) Der Histidinnachweis erfolgte einer- 
seits nach Edlbach!er und Mitarbeiternl), andererseits kam die von Conrad und Bergz) 
modifizierte Bestimmung nach Kapeller-Adler zur Anwendung, die in unserem Institut 
eine weitere Ausarbsitung erfahren hat3). Es hat sich als notwendig erwiesen, der Enzym- 
praparation besondere Beachtung zu schenken. So hat sich gezeigt, dass die typischen 
Steigerungseffekte als Folgen von zu langsamem Arbeiten oder von ungeniigender Kiihlung 
vollstandig unterbleiben konnen. Die Tiere wurden erst getotet, nachdem alle iibrigen 
Versuchsvorbereitungen abgeschlossen waren, so dass nach Zugabe des Enzyms der 
Atmungsversuch sofort in Gang gesetzt werden konnte. Der Muskelbrei wurde folgender- 
massen prapariert: Dem durch Kopfschlag getoteten Tier wurde moglichst rasch das Fell 
abgezogen, mit wenigen Scherenschnitten die Ober- und Unterschenkelmuskulatnr vom 
Knochen abgetrennt und die Muskelstiicke sofort, in ein in einer Kaltemischung (Eis- 
Kochsalz) gekiihltes Becherglas gegeben. Anschliessend wurden die Muskelstiicke in der 
eisgekiihlten Latapie-Miihle gemahlen, nachdeni gemass den Angaben von Szent Gyorgy i  
die Zermahlungsscheibe entfernt worden war. Der gewogene Brei wurde sofort mit eis- 
kaltem Phosphatpuffer zu einer moglichst homogenen Mischung verriihrt und mittels 
einer Pipette von weiter Ausflussiiffnung in die Warburg-Gefasse verteilt. Vom Zeitpunkt 
der Totung der Tiere bis zum Einhangen der Manometer in den Thermostaten sollten 
hochstens 20 Minuten verstreichen. Auch beim Arbeiten mit Extrakten erwiesen sich die 
angefiihrten Kautelen als unerlasslich. Nach rascher Isolierung der Organe wurden sie 
inittels Seesand im eiskalten Morser zu einem homogenen Brei verrieben, im eiskalten 
Puffer suspendiert und wahrend 1-2 Minuten zentrifugiert. Im allgemeinen wurde auch 
bei dieser Prlparation die Zeitspanne von 20 Minuten nicht iiberschritten. Wie wir weiter 
unten am Beispiel zeigen werden, war es notwendig, das Substrat sofort in den Haupt- 
raum zu geben. Wonn namlich die Enzynilosung zum Temperaturausgleich wahrend 
10 Minuten ohne Substrat geschiittelt wurde, so erwies sie sich in der Folge fur unsere 
Untersuchungszwecke als wirkungslos. Wir haben deshalb immer Subst>rat und Effektor 
gleich zu Beginn des Versuches in den Hauptrauni gegeben. 

Unter Beachtung der angefiihrten Kautelen gelingt es regelmassig die typischen 
Steigerungseffekte zu erzielen. Doch es liegt wohl auf der Hand, dass bei der ausser- 
ordentlichen Labilitat des Enzymsystems, die absolute Grosse des Aktivierungseffektes 
relativ grossen Schwankungen unterliegen muss. Moglicherweise werden Untersuchungen 
iiber Alter und Geschlechtsunterschiede und Einfluss der Stoffwechsellage systematische 
Abweichungen ergeben. I n  den vorliegenden Untersuchungen wurden diese Gesichts- 
punkte noch nicht beriicksichtigt. 

2 .  U n  t er su c h u n  g e n a n  L e  b e r e x t r a k t e n .  
Edlbaeher und Grauer4) haben feststellen konnen, dass bei Zusatz von I -  und d- 

His t id in  zu verdiinnten Rattenleberextrakten eine Zunahme der Sauerstoffzehrung auf- 
tritt. Es konnte damals gezeigt werden, dass dabei im Falle des &Histidins keine merk- 
liche Menge Ammoniak gebildet wird, und dass keine Abnahme der Imidazolwerte nach - 
weisbar war. Entsprechende Untersuchungen bei I-Histidinzusatz lassen sich wegen der 
Anwesenheit der Histidase nicht verwerten. I n  Unkenntnis der erst spater entdeckten 
Effektorenwirkung der Aminosauren musste damals der Schluss gezogen werden, dass d- 
und 1-Histidin oxydativ abgebaut werden. Dass tatsachlich kein oxydativer Abbau der 
genannten Substrate stattfindet, geht aus den folgenden Untersuchungen klar hervor. 
Im iibrigen ist es sehr wohl moglich, dass nach Kenntnis der aktivierenden Wirkung 
der Aminosauren auf die verschiedensten enzymatischen Vorgange, weitere solche Einzel- 

1) Z. physiol. Ch. 270, 157 (1941). 
2) J. Biol. Chem. 117, 350 (1937). 

3, Helv. 29, 226 (1946). 
*) Helv. 26, 864 (1943). 
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enzyme ihre Existenzberechtigung verlieren. Vor allem dann, wenn bei Verwendung 
von nativen Breien und Extrakten lediglich aus der Sauerstoffzehrung auf ein einzelnes 
Enzym geschlossen wird. 

a )  S t e i g e r u n g  d e r  L e e r a t m u n g  v o n  L e b e r e x t r a k t e n .  
Verdunnter Rattenbberextrakt (1 Gewichtsteil Leber : 3 Gewichtsteile Phosphat- 

puffer pH = 8,O) zeigt bei Zusatz von verschiedenen Aminosauren eine deutliche Zunahme 
des Sauerstoffverbrauches. Die optischen Antipoden verhalten sich im Prinzip gleich. 
Die d-Mono-aminomonocarbonsauren erwiesen sich fur diese Untersuchungszwecke als 
ungeeignet, da eventl. Steigerungseffekte durch die intensive oxydative Desaminierung 
uberdeckt werden. 

Der durch die ubrigen Aminosauren verursachte Sauerstoffverbrauch ist von nur 
unbedeutender Ammoniakbildung begleitet. Dass die zugesetzten Aminosauren tat- 
sachlich als Aktivatoren wirken und nicht etwa oxydativ abgebaut werden, liess sich 
im Falle des &Histidins eindeutig nachweisen. Der Nachweis mittels der Kapeller- 
ddler-Reaktion, deren Eintritt an die intakte Histidinmolekel gebunden ist, hat ergeben, 
dass vor und nach abgelaufener Reaktion genau die gleiche Menge &Histidin nachweis- 
bar ist. 

Tabelle 1. 
A. 

Rattenleberbrei mit doppelter Phosphatpuffermenge versetzt pH 7 8,O. 
Gesamtflussigkeitsvolumen = 3 om3. 
Versuehsdauer = 1 Stunde. 

mm3 ' mm3 O2- ~ Verbrauch I n'H3- 
' mm30,- I 

Zusatz M ~ I  I Ver- 
I L P b e r -  extrakt I 

I en13 , I ~ brauch ~ ;z$z i Bildung 
I 

1 1 i  

I I I 
~ ~ ~_____._ ~~~ 

~~ - 

~ 106 

Z-Histidin I m/10 ~ 174 1 84 441 

I-Arginin m/10 136 ' 46 103 

69 I 128 
~ 61 130 

I-Leucin I mil0 1 162 ~ 72 ~ 133 

I i 9 0 1  ~- - 

&Histidin m/10 195 105 1 148 

d-Arginin ' 118 j 28 ~ 107 

I-Glutaminsaure I m/10 I 161 1 71 121 

I n1m3 NH,- 
Bildung 

abziiglich 
Leerwert I 

I . ~ . 

336*) . .  
42 

- 3  
1 

22 
24 

27 

*) Histidasewirkung. 

B. 
Rattenleberbrei mit, doppelter Phosphatpuffermenge versetzt pH = 8,O. 
Gesamtfliissipkeitsvolumen -: 3 cm3. 
Versuchsdauer = 1 Stunde. 

I 1 mm3 O,-Ver- 

1 Leerwert I 
Leber- I d-Histidin mm3 O,-Ver- , brauch ' Mol 1 brauch 1 abziiglich 



220 HELVETICA CHIMICA ACTB. 

In mehreren Parallelansatzen zeigte sich, dass vor und nach $blauf des Atmungs- 
versuches genau die gleiche Histidinmenge nachgewiescn werden konnte. Die Bestininiung 
erfolgte nach der umgearbeiteten Methode von Kapeller-Adler. 

Zugesetzte Histidinmenge . . . . . . . . . . . . . . . . 3,l mg 
Vor  dem Versuch nachgewiesene Histidinmenge . . . . . 3,3 mg 

3,4 mg 
N a c h  dem Versuch nachgewiesene Histidinmenge . . . . 3,3 mg 

3,3 mg 

Tabelle 2 zeigt, dass sich auch die Leeratmung von Meerschweinchen-Leber- 
extrakten betrachtlich aktivieren Iasst. 

Tabelle 2. 
Meerschweinchedeber mi t  Seesand verrieben, mit gleicher Phosphat-Puffermenge prI = = 

Gesamtfliissigkeitsvolumen = 3 em3. 
Versuchsdauer = 2 Stunden. 

8,0 versetzt. 

Leber- 2-Histi- d-Histi- mm3 I din 0,-Ver- 
Mol 1 Mol brauch 

~ ~~ ~~~ -~ 

1325 
1 m/100 , 1165 

mm3 0,- 
Verbrauch 
abziiglich 
Leerwert 

~~~~~ ~~ 

420 
260 

*) Histidasewirkung. 

b) S t e i g e r u n g  d e r  S u b s t r a t a t m u n g  i n  L e b e r e x t r a k t e n .  
Unter Beachtung der oben angegebenen Kautelen bei der Enzympraparatioii gehngt 

es, durch Aminosauren nicht nur eine Steigerung dcr Leeratmung, sondern auch eine 
enorme Aktivierung der Substratatmung zu erzielen. I n  der folgenden Tabcllc ist ein 
Aktivierungscffekt durch l-Histidin wiedergegeben. Die Tatsache, dass der durch 
Histidin zusatzlich vcrbrauchte Saucrstoff diejenige Menge Sauerstoff weit ubersteigt, 
die bei vollstandiger Oxydation des zugesetzten Histidins gebundcn m urde, beweist , dass 
das Histidin tatsachlich als Effektor wirkt. 

Tabelle 3. 
Rattenleber mit Seesand verrieben, mit gleicher Phosphatpuffermenge pH = S,0 versetzt. 
Gesamtfliissigkeitsvolumen = 3 em3. 
Pyruvinat wurde in den Hauptraum, Histidin in den Ansatz eingefullt. 
Histidin nach Temperaturausgleichsperiode (10 Minuten) zugekippt. 

mm3 O,-Ver- 
brauch extrakt 

478 

620 
15 

mi500 
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mm3 0, (abrugt. 
Leeratmung) 

I 

1300 

1200 

1100 

1000 

900 

800 
700 

600 
500 

400 

m f25 Pyruvinat + 
m I500 1-Histidin 

300 t i 

15 30 45 60 Zeit in Minuten 

Fig. 1. 

Die Ausdehnung der Aktivierungsversuche auf andere Aminosauren hat gezeigt, 
dass sicher eine grosse Anzahl derselben als Effektoren wirken kann, und dass sowohl 
die natiirlichen als auch die unnatiirlichen Formen wirksam sind. 

mm3 0, (abzugl 
Leeratmung) 

700 1 m/25 Pyruvinat i- / m/100 d-Glufaminsaure 

600 m/25 Pyruvinaf + 
m/25 Pyruvinat + 
m/25 Pyruvinat + 
m/100 1-Glutaminsaure 

500 m/100 d-Asparaginsaure 

400 

300 

200 

100 

15 30 45 60 Zeit in Minuten 

Fig. 2. 

Rattenleber mit Seesand verrieben, mit gleicher Phosphatpuffer- 
menge versetzt. pH = 8. Gesamtfliissigkeitsvolumen = 3 cm . Ver- 
suchsdauer = 1 h. Pro Ansatz wurden 1,Fj  em3 Extrakt eingefiillt. 
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1,5 460 \ 
1 3  m/25 
1,5 m/100 
1 3  m/25 m/100 1236 

Wir haben schon in der Einleitung erwiihnt, dass es sich urn ein Busserst labiles 
Enzymsystem handelt. Als Illustration dazu geben wir 2 Parallelversuche wieder. Es 
handelt sich in beiden Versuchen urn die genau gleiche Anordnung. Im ersten Versuchs- 
ansatz wurde das Substrat gleich zu Beginn des Versuches zum Enzym zugegeben. Es 
zeigte sich der typische Aktivierungseffekt. Im  zweiten Versuchsansatz hingegen wurde 
das Substrat erst nach Ablauf der Temperaturausgleichsperiode zum Enzym eingekippt. 
Die Aktivierung blieb aus. 

1,5 460 \ 
1 3  m/25 
1,5 m/100 
1 3  m/25 m/100 1236 

Tabelle 4. 
Rattenleber mit Seesand verrieben, mit gleicher Phosphatpuffermenge versetzt pH = 8,O. 
Gesamtfliissigkeitsvolumen = 3 cm3. 
Versuchsdauer = 1 Stunde. 

52 
39 

1 
1 464 1,r; ' j 

1,5 1 m/25 I 452 
1 3  ' m/100 503 
1,5 m / 2 L  ~ m/100 1 452 

41 I 
-12 i -41 - 

Versuche  m i t  N i e r e n e x t r a k t e n .  

Wie aus dem folgenden Versuch hervorgeht, kss t  sich die Atmungsgrosse durch 
Zusatz von Laistidin um ein Mehrfaches erhohen. 

Tabelle 5. 
Meerschweinchennieren init Seesand verrieben, mit 2 l/,facher Menge Phosphatpuffer 

px = 8,0 versetzt. 
Gesamtfliissigkeitsvolumen = 3 cm3. 
Versuchsdauer = 2 Stunden. 



Volumen XXIX, Fasciculus I (1946). 223 

mm3 0, 

I 
1000 ' '  

Nierenexfrakt + 
900 m/100 /-Histidin 

Nierenexfrakt 

15 30 45 60 Zeit in Minuten 

Fig. 3. 

Meerschweinchennieren mit Seesand verrieben, mit 3 ' i 2  facher Phos- 
phatpuffermenge versetzt. pH = 8. Gesamtfliissigkeitsvolumen = 3 em3. 
Versuchsdauer = 1 h. Pro Ansatz wurden 2 cm3 Extrakt eingefiillt. 

Versuche m i t  G e h i r n e x t r a k t .  
I n  orientierenden Versuchen haben wir feststellen konnen, dass die typischen 

Aktivierungseffekte auch bei Verwendung von Gehirnextrakten nachweisbar sind. 

Tabelle 6.  

Rattengehirn mit Seesand verrieben, mit doppelter Phosphatpuffermenge versetzt 

Gesamtfliissigkeitsvolunien = 3 em3. 
Versuchsdauer = 1 Stunde. 

pH = 8,O. 

mm3 0,-Ver- mm3 NH,- brauch mm3 Bildung 

Leerwert 

Versuche m i t  Muskelbrei .  

Als Beispiel fur die Atmungssteigerung im Muskelbrei haben wir die Aktivierung 
des Abbaus der Milchsaure durch Kreatin und Arginin herausgegriffen. 
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mm3 0,-Ver- 
Leber- Z-Histidin ~ KCN brauch extrakt Mol 1 Mol 

Tabelle 7. 
Rattenmuskelbrei mit doppelter Phosphatpuffermenge versetzt pH = 8,0. 
Gesamtflussigkeitsvolumen = 3 em3. 
Versuchsdauer = 1 Stunde. 
Leenvert : 1 om3 Muskelbrei = 220 mm3 Sauerstoffverbrauch. 

I cm3 

Muskel- 
brei 
em3 

1 
1 
1 
1 

-~ ~ 

~ , Leerwert I 

1 
1 
1 --_ 

Effektor 
m/50 

p p ~ - ~  - -  ~- 

I-Arginin 
d-Arginin 
Kreatin 

I-Arginin 
d- Arginin 
Kreatin 

~ 

I mms 0,-Ver- 
brauch 

abzuglich 
~ Leerwert 

~ - 

54 

38 
I 8 

, 168 
177 
158 

’ mm3 O,-Ver- 
1 brauch durch 
, Aktivierung 

bedingt - -  

- ~ - p  .- -~~ 

41 
85 

H e m  m u  n g  s ve  r s u c h m i  t K a 1 iu  m c y a n id .  
Kaliumcyanid in m/1000 Konzentration hemmt den durch Aktivierung bedingten 

Sauerstoffverbrauch vollstiindig. 

Tabelle 8. 
Rattenleber mit Seesand verrieben, mit gleicher Phosphatpuffermenge versetzt, pH = 8,O. 
Gesamtfliissigkeitsvolumen = 3 em3. 
Versuchsdauer = 1 Stunde. 

I ~p~ L ~ ~ ~- - ~- 

13 370 1 I “05 -1 235 I 
1-1~5 1 m/100 ~ - -  

I I- 1,5 1 mi100 ~ m/1000 1 231 I - 4  
1,5 ~ ‘ mil000 1 3 5  j 

Besyrechung  d e r  E r g e b n i s s e .  
Aus den hier mitgeteilten Tatsachen geht hervor, dass die 

Atmung verschiedener tierischer Gewebe und Gewebsextrakte durch 
Aminosiiuren stark aktivierbar ist. Es handelt sich hier offenbar um 
cine Reaktionsweise von ganz allgemeiner Bedeutung. Durch diese 
Feststellung wird auch auf die schon fruher von EdZbacher und 
Grauer (1. c.) mitgeteilte Beobachtung uber die Einwirkung von 
Leberextrakten auf Histidin neues Licht geworfen, indem diese Ver- 
suche so zu deuten sind, dass das Histidin nicht oxydiert wird, 
sondern als Aktivator der Atmung wirkt. Demnach ordnen sich alle 
diese Beobachtungen in vollkommener Ubereinstimmung zu dem 
gemeinsamen Gesichtspunkt, dass Aminosiiuren auf die Atmung eine 



Volumen XXIX, Fasciculus I (1946). 225 

positive Effektorenwirkung ausiiben. Wie im experimentellen Teil 
beschrieben wurde, lassen sich nun die Versuchsbedingungen auch 
so wahlen, dass naeh Zusatz des Substrats, der Brenztraubensaure, 
nur mehr eine ganz minimale zusatzliche Atmung zu beobachten ist. 
Gerade bei derartigen Versuchsbedingungen bewirkt nun die Zu- 
gabe von Aminosauren eine ganz eminente Steigerung der Ver- 
atmung der Brenztraubensaure. 

In  unseren vorangegangenen Untersuchungen (1. c.) iiber die 
IlTirkung der hochgradig gereinigten d-Aminosaure-oxydase konnte 
diese positive Effektorenwirkung der hminosauren durch die An- 
nahme einer Rildung von Komplex-enzymen erklart werden. Im 
jetzigen Falle der Aktivierung der Atmung durch Arninosauren 
handelt es sich aber um ein ausserst kompliziertes Oxydations- 
system, und es lasst sich auf Grund der bisherigen Beobachtungen noch 
nicht sagen, welche Teilenzyme am ganzen Vorgang beteiligt sind. 
Es erscheint uns aber doch in einem gewissen Grade wahrscheinlich. 
dass auch bei dieser Aktivierung der Atmung durch Aminosauren 
die Bildung von Koniplex-enzymen die Steigerung der Atmung be- 
wirkt. Die vollstandige Hemmbarkeit der durch die Aktivierung 
erzielten zusatzlichen Mehratmung durch Blausaure weist darauf 
hin, dass moglicherweise - und zwar im Gegensatz zu der bisher 
geltenden Meinung - eventuell die Haminfermente aucli im zell- 
freien Milieu wirksam sein konnen. Durch ihre grosse Labilitat ist 
die von uns gefundene Oxydationsreaktion bisher der Beobachtung 
entgangen. Die Tatsache, dass im zellfreien Extrakt die Brenz- 
traubensiure in so intensiver Weise oxydiert werden kann, beweist 
dass in den verschiedenen Geweben ein labiles, bisher unbekanntes 
Oxydationssystem existiert, welches wahrscheinlich bei den desmo- 
lytischen Vorgangen eine allgemeine und wichtige Rolle spielt. EP 
ist durchaus moglich, dass diese Feststellungen dazu fuhren werden, 
die bisherigen Vorstellungen uber die ,,Hauptatmung" der Gewebe 
einer Revision zu unterziehen. Wir haben schon in der 6. Mitteilung 
der Reihe uher den Abbau der Aminosauren im Organismus im 
14nschluss an die Effektorenwirkung der Aminosiiuren auf die 
d-Aminosaure-oxydase die Beziehung zur spezifisch-dynamischen 
Wirkung der Aminosauren erortert. Nachdem wir nun zeigen konnten, 
dass dieser katalytischen Wirkung der Aminosauren ganz allgemeine 
Redeutung zukommt, erscheint uns die Annahme berechtigt, dam 
deren spezifisch-dynamische Wirkung mit der Effektorenwirkung auf 
enzymatische Vorgange ihre Erklarung findet. 

Zusammenfassung. 
1. Aminosauren konnen als starke Aktivatoren die Atmungs- 

vorgiinge tierischer Gewebe katalysieren. 
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2. Es liebs sich iin zellfreien Organextrakt eiii Busserst labiles 
~ltmungssystem na~chweisen, dtts bei Zusatz von Aminosauren, 
Hrenttraubensaure intensiv oxydiert. 

3 .  Die (lurch Aktivierung bedingte Atmurigsgriisse jst diirch 
Kdiunicyanid in nijl000 Konzentration vollstandig hemnibar, w8h- 
rend die Leeratmung des Extraktes d urch Kaliunicyanjd auf ca. die 
Half t e reduziert wird. 

Basel, im Dezeniber 194,? 
Ph~siologisch-chemisches Institut der Universitat. 

31. Zur stufenphotometrischen Bestimmung des Histidins 
von K. Schmid. 

(22. STI. 45.) 

Miie E’dlbctclter geineinsaiii niit Buur, Xtaehelilz und Zellerl)  
neehgewiesen hat, liefert die von Halzke und Iioes~Zn*~) ausgearbeiteto 
I~estimniungsi~ietho~ic des Histidins, welche auf der Kuppelung 
init niazobenzolsulfosaure naeh PmZy basiert, zu ungenaue Werte. 
Edlbacher urid Nitarbeiter konnten jedoch auf Grund derselben 
Reaktion durch Anwendung von p-Chloranilin einen in Butylalkohol 
sehr stabilen Azofarbstoff erhalten und so eine Siusserst empfindliche 
Methode entwickeln. Sie schliesst aber den Xachteil in sich, dass sie 
fiir Histidin nicht spexifisch ist. Auch andere Imiclazolderivate, 
Tyrosin und Polyphenole zeigen mit verschiedener Empfindlichkeit 
dimes Vcrhalten. 

Fur die E;rforsc>liung tles Histidin-Stoffwechsels ist es aber von 
grosser Redeutung, dass auf Grund einer spezifisehen Reaktion 
gezeigt werden kann, ob mi aliphatisehen Rest dieser Aminosaure 
eine Veranderung eingetreten ist. 

I n  der Hromierung des Histidins, die bekanntlich so durch- 
gefuhrt wird, dass die Histidinlosung mit Bromwasser bis zur Gelb- 
farbung verxetzt uiitl der gebildete Farbstoff in der WBrme ent- 
wickelt wird, fand P. R w o p  einen spezifischen Nachweis. €2. KapeZZer- 
.ldZpr3) modifizierte diese Reaktion, indem Brom bis zur Rlaufarbung 
von K~,liunijociidst~rkepapier zur  Liisung zugefiigt und der ent- 
stsndene Farbstoff in Rmmoniak-Ainmoniumcarhonat- G eniisch ent - 
wicLke1 t untl seine Intensitat stufenphotometriseh gcmessen w urtle. 
-idwitel man jetloch nicht mit reinen Liisungen von Histidin, sondern 

l )  Z. phy.;iol. c’h. 270, 158 (1941). 
2, t l .  I3iol. (‘hein. 59, 803 (1924). 3) Bioch. Z. 264, 131 (1933). 




