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162. Uber die Bildung von Alanin aus Brenztraubensaure und 
Ammoniumehlorid dureh homogenisierte Leberl) 

von 0. Wiss. 
(7. V. 48.) 

Die Tatsache, dass der tierische Organismus aus Ketosauren und 
Ammoniumverbindungen Aminosauren aufbauen kann, ist auf ver- 
schiedenen Wegen eindeutig bewiesen worden. 

F. Knoop und Mitarbeiter2) haben nach Verfiitterung von mit Phenyl substituierten 
Ketosiiuren die entsprechende acetylierte Aminosaure aus dem Harn isoliert ; sie haben 
auch in Modellversuchen die Synthese von Aminosauren aus Ketosauren und Ammoniak 
verwirklicht. Von R. Schoenheimer und Mitarbeitern3) konnte nachgewiesen werden, dass 
isotoper Stickstoff, der in Form von Ammoniumverbindungen dem Organismus zugefuhrt 
wurde, zum Aufbau der Aminosauren des Korpereiweisses Verwendung findet. Auch iiber- 
lebende Organe konnen so Aminosiiuren synthetisieren. G. Embden und E. Schmitz4) ha- 
hen im Leberdurchstromungsversuch aus den Ammoniumsalzen verschiedener a-Keto- 
sauren die entsprechenden a-Aminosiiuren erhalten. M .  Neber5) hat gezeigt, dass auch 
uberlebende Schnitte Aminosauren aufbauen konnen. Nach Inkubation mit Brenztraubcn- 
saure und einem Ammoniumsalz hat er eine Zunahme des a-Aminostickstoffs festgestellt. 
Neuerdings hat M .  Kritzmanna) bei Verwendung von Organextrakten eine Bildung von 
Alanin aus Brenztraubensaure und Ammoniumion beobachtet, jedoch nur nachdem organ- 
fremde Enzyme, namlich Cozyrnase und Transaminasc, zugesetzt worden waren. 

Die Ansichten uber den Reaktionsablauf dieser Aminosaurebil- 
dung sind verschieden. Nach du Vigneaud und Mitarbeitern7) wird die 
Ketosaure unter Bindung einer Molekel Ammoniak und gleichzeitiger 
Dehydrierung einer Molekel Brenztraubensaure zur acetylierten 
Aminosiiure reduziert. Fur den Fall der Glutaminsaurebildung a m  
Ketoglutarsaure und Ammoniak hat H .  von EuZer8) nachgewiesen, 
dass die Codehydrase die Hydrierung der entstandenen Iminoglutar- 
saure ubernimmt, Each Adler,  aon Euler und Mitarbeitern9) dient, die 

l) Teilweise vorgetragen an der 30. Tagung des Schweizerischen Vereins der Phy- 
siologen und Pharmakologen (25. Januar 1947 in Fribourg). 

2, F. Knoop, Z. physiol. Ch. 67, 489 (1910); F.  Knoop und E. Kertess, ibid. 71, 252 
(1911); F.  Knoop und J .  G. Blanco, ibid. 146, 267 (1925); F.  Knoop und H .  Oesterlin, ibid. 
148, 294 (1925); 170, 186 (1927); F.  Knoop, ibid. 253, 281, 284 (1938). 

3, D. Rittenberg, R. Schoenheimer und A.  S. Keslon, J. Biol. Chem. 128, 603 (1939). 
4 )  G. Embden und E. Schmitz, Bioch. Z. 29, 423 (1910); 38, 393 (1912). 
5 ,  M .  Neber, Z. physiol. Ch. 234, 83 (1935). 
6 ,  M .  G. Kritzmann, J. Biol. Chem. 167, 77 (1947). 

8. d u  Vigneaud und C. E.  Meyer, J. Biol. Chem. 98, 295 (1932); V .  d u  Vignenud, 
R. R. Sealock und C. Van Etter, ibid. 98, 565 (1932); V .  d u  Vigneaud und 0. J .  Irish, 
ibid. 109, XCIV (1935); 122, 349 (1937); 8. du Vigneaud, J .  L. Wood und 0. J .  Irish, 
ibid. 129,171 (1939); V.  d u  Vigneaud, M .  Cohn, G. R. Brown, 0. J .  Irish, R. Schoenheimer 
und D. Rittenberg, ibid. 31, 273 (1939); P. Rinkley, J .  L. Wood und V .  d u  Vigneaud, 
ibid. 153, 495 (1944). 

8 ,  H. von Euler, E .  Adler, G.  Gunther und N .  B. Das, Z. physiol. Ch. 254, 61 (1938). 
Q, E. Adler, H .  von Euler, G. Gunther nnd M .  Plass, Biochem. J. 33, 1028 (1939). 
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Isocitronensaure als Wasserstoffdonator, wahrend A .  I h b s  und 
P. Cohenl) Versuche mitgeteilt haben, die zeigen, dass die Ketoglutar- 
saure selber Wasserstoff abgeben kann und durch Decarboxylierung 
in Bernsteinsaure iibergefuhrt wird. Umstritten ist die Beteilignng der 
Umaminierungsrea;ktion. Braunstein2) ist geneigt, dieser Reaktion 
allgemeinere Bedeutung zuzumessen. So hat Kritxmann. (loc. cit.) die 
von Neber und spiiter A. Krebs gefundene Aminosaurebildung durch 
Leberschnitte nacktgepriift und kommt zum Schluss, dass die Hildung 
itber die Umaminiwung vcrliAuf t. Aus Rrenztrsuhensiiure iind Kohlen- 
dioxyd 8011 Oxalessigsiiure und aus Oxalessigsaiure und Ammoniak 
durch Vermittlung eines unbekannten Wasserstoffdonators Aspara- 
ginsaure gebildet werden ; durch Umaminierung konnte mit Hilfe der 
Asparaginsaureaminopherase aus Brenztraubensaure und Asparagin- 
saure Alanin entstehen. Nach P. Cohe1a3) ist jedoch die Umaminierung 
im weRentlichen auf die Reaktion zwischen Glutaminsiiure und Oxal- 
essigsaure und zwischen Glutaininsaure und Hrcnztraubensaure he- 
schrankt. Auch n. Green und Mitarbeiter4) haben nur diese beiden 
Enzyme praparativ darstellen konnen. D. E .  O’Rane und 1. C. GZM- 
salus5) haben die Untersuchungen von Kritxmann nachgepruft. Sie 
haben festgestellt, dass die zur Asparaginsaureaminopherase als Co- 
ferment zugesetzte Substanz Glutaminsaure enthalt und vermuten 
deshalb, dass die von Krit;mcnnn beschriebene Reaktion durch ZU- 
sammcnwirken der Glutaminsiiure-Alanin- und der Glutaminsaure- 
Asparaginsaure-Transaminase zustande kommt. 

Eigene Untersuchungen uber die Alaninbildung durch homogeni- 
siertes Lebergewebe (Ratte und Meerschweinchen) ergeben, dass sie 
von Oxydationsvorgangen abhangig ist. Es konnten keine Anhalts- 
punkte gefunden werden, die eine Beteiligung der Asparaginsaure 
oder Glutaminsaure wahrscheinlich machen. 

E x p e r i m e n t e l l e r  T e i l .  
RI e t h o d e n . 

R l i t  Ausnahnie der Grossansatze werden alle Versuche in Warburg- Gefassen von ca. 
30 em3 Inhalt durchgefiihrt. So ist es moglich, den Verbrauch von Sauerstoff und die Bil- 
dung von Kohlenstiurc zu bestimmen. Das Gesamtfliissigkeitsvolumen betragt immer 
3 ems. Die Temperatur des Wasserbades ist 38O. Alle Substanzen werden in m/15 Phosphat- 
puffer (pH = 8,O) gelost. Die in den Tabellen angegebenen Konzentrationen sind die End- 
konzentrationen des Gefassinhaltes. 

Bere i  t u n g  von homogcnis ie r tem Lcberbrc i .  Die Ratteii oder Meerschwein- 
chen werden durch Kopfschlag getotet und entblutet. Die Leber wird sofort entnommen, 
im vorgekiihlten Morser mit gleichem Gewichtsteil feinern Quarzsand versetzt und rasch, 
d. h. innerhalb zwei Minuten, vollstandig homogenisiert. Der Brei wird mit eiskaltem 

l) H. A .  Krebs und P. P. Gohen, Bioehem. J. 33, 1895 (1939). 
2, A. E.  Braunstezn, Adv. in Protein Chem. 111, 1 (1947). 

P. P. Cohen und G .  L. Hekhuis, J. Biol. Chem. 140, 711 (1941). 
4, D. E.  Green, L. F .  Leloir und 1’. Nocito, J. Biol. Chem. 161, 559 (1945). 
5 ,  D. E .  O’Rane und I .  G .  Gunsolus, J. Biol. Chem. 170, 433 (1947). 



Volumen XXXI, Fasciculus v (1948). 1191 

Phosphatpnffer (pE = 8,O) kurze Zeit kraftig verriihrt. Nach kurzfristigem Zentrifugieren 
(10 Sekunden bei ca. 2000 U./Min.) wird die iiberstehande Fliissigkeit in die einzelnen 
Warburg-Gefasse verteilt. Vom Zeitpunkt des Totens des Tieres bis zum Einhangen der Ge- 
fasse sollten nicht mehr als 20 Minuten verstreichen. 

B e r e i t u n g  d e r  L e b e r e x t r a k t e .  Wird die nach obiger Vorschrift hergestellte 
Suspension langer zentrifugiert, so sedimentiert je nach Tourenzahl und Zeitdauer des 
Zentrifugierens mehr oder weniger des suspendierten Materials. Es wurden Extrakte unter- 
sucht, die durch 15 Minuten dauerndes Zentrifugieren bei 3500 U./Min. gewonnen wurden. 

Analy t i sches .  
Ammonia k wird nach Gonu~ay~) bestimmt. Als Masslosung wird 0,01-n. Salzsaure 

verwendet. Das Volumen der Analyse betragt hochstens 1 om3. Es wird mit 1,5 cm3 ge- 
sattigter Kaliumcarbonatlosung alkalisch gemacht. Die Ansatze werden bei Zimmer- 
temperatur gehalten und nach 24 Stunden mit 0,01 -n. Bariumhydroxydlosung titriert. 

Z u r  B e s t i m m u n g  d e r  Brenz t raubensaurez)  wird 1 em3 der Reaktionsfliissig- 
keit dem Warburg-Gefass entnommen und nach Zusatz von 7 em3 Wasser mit 2 om3 8-proz. 
Trichloressigsaure enteiweisst. 0,5 ema des Filtrates werden mit 0,5 em3 Wasser verdiinnt, 
1 ems Kaliumhydroxydlosung und 0,5 em3 einer 2-proz. alkoholischen Losung von Sali- 
cylaldehyd zugegeben. Die Ansatze werden 10 Minuten bei 38O gehalten und die Farbinten- 
sitat spektrophotometrisch bestimmt (Filter S 47, 10 mm Kiivette). 

D e r  Aminos t icks tof f  wird nach Folin3) ermittelt. 1-2 cm3 der enteiweissten 
Analyse (vgl. Brenztraubensaurebestimmung) werden im Schiittelzylinder mit Wasser 
auf 25 m3 erganzt und zur Entfernung des Ammoniaks mit 400 mg Permutit wahrend 
5 Minuten geschwenkt. 10 cm3 der so behandelten Losung werden im 25er Messkolbchen 
mit 1 om3 0,l-n. Salzsaure, 1 om3 I-proz. Natriumcarbonatlosung und 5 cm3 0,5-proz. 
,!?-Naphthochinonsulfosaurelosung versetzt. (Die Herstellung des P-naphthochinonsulfo- 
sauren Natriums erfolgte nach FoZin4). (Der Ansatr wird iiber Nacht vor Licht geschiitzt 
stehen gelassen. Nachher werden 1 cm:’ Essigsaure-Acetatgemisch (100 em3 Eisessig + 
10 em3 Wasser + 200 em3 5-proz. CH,CO,Na kryst.) und 5 em3 4-proz. Natriumthiosulfat- 
losung zugegeben und mit Wasser auf 25 cm3 erganzt. Spektrophotometrisehe Messung 
der Farbintensitat mit Filter S 47 bei 10 mm Schichtdicke. 

Z u r  Bes t immung d e s  Alanins  werden 0,2 cm3 des Gefasscheninhaltes mit Wasser 
auf 1 om3 erganzt, mit 5 om3 1-proz. Pikrinsaurelosung versetzt und durch Zentrifugieren 
vom Xederschlag abgetrennt. Im Filtrat (5,5 em3) wird das Alanin nach der friiher ange- 
gebenen Methode bestimmt5). Es hat  sich gezeigt, dass die dort angegebene Eichkurve nicht 
vollstandig gerade weiter verlauft. Fur die Extinktionswerte 0,3-2,5 ist y Alanin/E =400. 

Asp a r a g  insau  r e und G l u t  a m  i n s  a u r  e werden mikrobiologisch bestimmt6). 

A l a n i n b i l d u n g  aus B r e n z t r a u b e n s a u r e  u n d  Ammoniumchlor id  d u r c h  
homogenis ie r tes  Lebergewebe .  

Neber hat nachgewiesen, dass Leber- und Nierenschnitte mit Brenztraubensaure und 
Ammoniumcarbonat inkubiert eine Zunahme von Aminostickstoff verursachen. Da bei 
Verwendung von Leberextrakten keine Zunahme festgestellt wurde, schloss er daraus, dass 
die Aminosaurebildung strukturgebunden sei. Kritzmann hat auch in homogenisierter 
Leber und in Extrakten aus Acetontrockenpulver eine Aminosaurebildung festgestellt, 
allerdings nur wenn Enzyme, die aus anderen Organen hergestellt waren, zugesetzt waren. 

l) 8. J .  Conway und A .  Byrne, Biochem. J. 27, 418 (1933). 
2, F. B. Straub, Z. physiol. Ch. 244, 117 (1936). 
3, 0. Folin, J. Biol. Chem. 51, 393 (1922). 
4, 0. Folin, J. Biol. Chem. 51, 386 (1922). 
5 ,  0. Wiss, Helv. 31, 22 (1948). 
O )  L. R. Hae, E. E. Snell und R. J .  Williams, J. Biol. Chem. 159, 273 (1945); 

L. R. Hac nnd E. E. Snell, ibid. 159, 291 (1945). 
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Es liisst sich in honiogenisierter Leber eine sehr intensive Aminosaurebildung nachweisen, 
nenn die Leber sehr schnell verarbeitet wird und wenn der Brei in hoher Konzentration 
zur Untersuchung gelangt. Der wesentliche Snteil der Aminostickstoffzunahme ist durch 
Alaninbildung bedingt. 

-- 

m/113 
m/147 

4 3 4  
- 

Tabelle 1. 
Homogenisierte Meerschweinchenleber in 1 lh-facher Puffermenge suspendiert, 10 Sekun- 

m/76 
- 

m/688 
- 

den zentrifugiert, 2 om3 pro Ansatz. 

~ _ _ _ ~ ~  

I 

C 

m/50 
m/44 

I 

Versuchsreihr 

- ~- - ___ 

Versuch  a 
Resultate 
nach 
1% Stunden 

Versuch  b 
Re s u 1 ta t  e 
nach 
2 Stunden 

m/45 
m/55 
4 2 7  I 

~~ 

Versuch  c 
Resultate 
nach I 6 %  Stunden 

i 0,- 
Zusatz Verbrauch 1 mm3 

Brenztraubens. m/25 2250 

-~ _______ , 

NH,CI m/25 
Brenztraubens. m/25 
+NH,,Cl m/25 

- 
-____ ___ 

Brenztraubens. m/25 
NH,CI m/25 
Brenztraubens. m/25 
+XH.,Cl m/25 

- 

Brenztraubens. m/25 
NH,CI m/25 
Brenztraubens. m/25 
+KH,Cl m/25 

- 

1575 

1430 
1570 

3245 
2070 

1585 
2110 

3855 
2065 

2615 
1850 

~~ _ _ ~  

~- 

- 
KH, 

m/370 
m/21 

m/52 
m/162 

m/260 
m/22 

m/39 
m/127 

m/430 
m/21,i 

m/42 
n1/120 

. -~ 

in1177 
m/103 

m/37 
- 

m/65 
ni/116 

4 2 1  
- 

I 
I 

I 
! -~ 

i 

m/134 
- 

m/343 
- 

A m  den Versuchon, die in Tabelle 1 wiedergegcben sind, geht hervor, dass Brenz- 
traubensaure und Ammoniumchlorid, homogenisierter Leber zugesetzt, eine intensive Zn- 
nahme des cr-Aminostickstoffs verursachen. In Ebcreinstimmung dnzu ist eine Abnahme 
des dmmonialrgehaltes nachneisbar. 
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Tabel le  2. 
Homogenisierte Leber in gleicher Puffermenge suspendiert, 10 Sekunden zentrifugiert, 

2 cm3 pro Ansatz. 

1193 

T i e r  a r t  

~~ 

~ ~. 

Meer- 
schwein- 
chcn- 
l e b e r  

Ratten- 
l e b e r  

Zusatz 

- 

Brenztraubens. m/25 
NH,Cl m/50 
Brenztraubens. m/25 
+NH,CI m/50 

~ 

- 
Brenztraubens. m/25 
NH,Cl m/50 
Brenztraubens. m/25 
+NH,CI m/50 

_ ~ _ _ _ _  
0,-Verbrauch nach 

lOMin 

421 
298 
258 

181 

~ __ 
OMin 

1022 
915 
702 

632 

__ -_ 

542 
1588 
641 

1272 

OMin 

1770 
1600 
1250 

1092 

- ___ 

685 
1755 
1615 

1910 - 

Resultate 
Alanin nach 

10Min. 1 30Min. 
I 

m/890 m/570 
m/175 I m/135 
m/570 I m/430 

m/105 1 m/74 

_ _ ~ ~  ~ 

I 

4 2 0 0  ~ m/183 
m/110 m/87 
mi200 I m/200 

m/46 1 m/31 

60 Min. 

m/620 
m/102 
m/289 

m/43 

_ _ _ _ ~  

m/178 
m/92 
m/94 

m/33 

Alaninbi ldung v o n  O x y d a t i o n s v o r g a n g e n  abhi ingig.  
Die von M .  Neber (loc. cit.) beschriebene Aminosaurebildung verlauft auch unter 

anaeroben Bedingungen. Der von Kritzmann (loc. cit.) postulierte Reaktionsmechanismus 
benotigt keinen Sauerstoff. I n  homogenisierter Leber ist jedoch die Alaninbildung von 
gleichzeitig verlaufenden Oxydationsvorgangen abhangig. Sie ist in Stickstoffatmosphare 
viel geringer als in Gegenwart von Sauerstoff. Enzympraparate, die nur geringe Atmungs- 
grosse aufweisen, bilden weniger AIanin als stark atmende Enzympraparate. 

TabeIle 3. 
Homogenisierte Meerschweinchenleber in gleicher Puffermenge suspendiert, 10 Sekunden 

zentrifugiert, 1,8 cm3 pro Ansatz. 

Zusatz 

- Resultate nach 6 Stunden 

0,-Ver- 1 Amino-N- Brenztraub.- 
I- I brauchmm3 I NH3 1 Leerwert 1 Leerwert 

____ - 

- 
Brenztraubens. m/25 3635 

Brenztraubens. m/25 
NH,Cl m/25 1910 

+NH,Cl m/25 2435 - 

a* = Sauerstoffatmosphare b* = Stickstoffatmosphare 

b* 1 a* 
~~ 

m/483 - I -  ,m/143 

m/483 i - m/241 m/242 
__.____ 

I n  Tabelle 3 sind Resultate aus Versuchen in Sauerstoff- und Stickstoffatmosphare 
einander gegeniibergestellt. Der Vergleich zeigt, dass die Aminostickstoffbildung in Stick- 
stoffatmosphare nur einen Bruchteil derjenigen in Sauerstoffatmosphare ausmacht. I n  
fibereinstimmung damit ist die Abnahme von Ammoniak und Brenztraubensaure viel 
geringer. 

75b 
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-__ - ___ 
- i 1570 ~ 251 

Brenztraubcns. m/25 2250 635 
NI€&l m/25 1575 I 221 

-~ - 

__ -__- ______ 
~ ___ 

-_ m/41 ~ m/480 - i l  1 m i 2 0  

rcihc m/80 I m/310 1 m/70 m/220 
1 

Aus Tabellc 3 
Andere Versuchs- 

1- -- L- 

mi3700 m/224 ~ m h 3  I mG26 ~ m/76 ' n& 
m/21 in/% I m/147 m/924 

m/164 I m/246 - 

- I -  

Tabelle 4. 
Homogcnisicrte Mccrschwcinchenlebcr in 1 I/,-fachcr Puffcrmcnge suspendiert, 15 Minutrn 

zentrifugicrt, 2 cma pro Ansatz. 

I Resultate nach 2 Stunden I 
Amino-N- Brcnztraubcns. 
Lcerwcrt 1 Lcerwcrt 

0,-Verbrauch Zusatz 

- 1136 - m/185 m/216, 2 
Brcnztraubens. m/25 1080 - m/570 ni/345 0 
NH4CI m/25 655 - 1 m/23 m/22 1 0 
Brcnztraubcns. m/25 

+NH4Cl m/25 

a* = Sauerstoffatniosphare b* = Stickstoffatmosphare 
~ ~~ ~~ ~ 

Wie aus Tabcllc 4 hcrvorgeht, verliert das homogenisicrtc Material weitgchend dic 
Fahigkcit der Aminierung, wcnn diirch langeres Zentrifugiercn die strukturiertcn Anteilc 
entfernt wordcn sind. Die Aniinostickstoffzunahme und das Verschwinden des Ammoniaks 
sind gering. Zwischen den Ansatzen in Stickstoff- und Saucrstoffatmospharc ist kcin wr- 
s entlichcr Untcrschicd. 

Alaninbi ldung d u r c h  H C N  u n d  As,03 h c m m b a r .  
Die Alaninbildung durch homogenisierte Leber ist durch HCN und As,O, hemmbar. 

Dicsc Beobachtung stelit in abercinstimmung mit der Tatsache, dass die Alaninbildung 
nur unter acrobcn Bedingungen erfolgt. 

Tabelle 5. 
Homogcnisicrtc Meerschweinchrnlcbcr in glcicher Puffermenge suspcndicrt, 1 0 Sckundcn 

zcntrifugicrt, 2 cm3 pro Ansatz. 

Resultate nach 1 %  Stundcn 
._ ~ - ~ I -~ __ __ I 

I Amino-N- 1 Brenzad:ms. I 0,-Vcrhrauch 
I mm3 I NH3 I L c c r w e r t Zusatz 
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Tabelle 6. 
Homogenisiertc Rsttcnlcber in gleicher Puffermenge suspendiert, 10 Sekundcn zentrifugiert, 

1 cm3 pro Ansatz. 

1195 

Zusatz 1 0,-Verbrauch mm3 
1 a* I b* I c* 
- - 

- 
I Rcsultate nach 1 Stunde 

Ammoniak 
a* ] b* 1 -  C* 

-- ._ 

- 
Brenztraubens. m/50 
NH,C1 m/200 

Aus Tabellen 5 und 6 geht hervor, dsss durch m/1000 KCN und m/lOOO As,O, die 
Aniinostickstoffbildung stark herabgesetzt wird und dementsprcchend nur geringe Mengen 
Ammoniak gebunden werden. I m  Versuch, der in Tabelle 5 wiedergegeben ist, wird die 
Zunahmc der Aminostickstoffbildung von m/44 durch KCN auf m/98, die Abnahme des 
Ammoniaks +on m/35 auf m/168 herabgesetzt. 

~ _____.___- 

279 I 138 - 1 m/158 m/255 1 m/255 
250 120 - m/226 m/271 m/245 
253 135 - m/79 m/107 m/104 

Zur  F r a g e  des  R e a k t i o n s m e c h a n i s m u s  d e r  A l a n i n -  
b i ldung .  

Kritxrnam (loc. cit.) ist der Auffassung, dass das Alanin in der 
Leber mit Hilfe dcr Aminodicarbonsaure und der Umaminierungs- 
reaktion gebildet wird. Die Brenztraubensaure soll auf Grund der 
Wood- Werkmnn-Reaktion mit Kohlendioxyd Oxalessigsiiure bilden ; 
die Oxalessigsaure soll mit Ammoniak durch einen unbekannten 
Wasserstoffdonator zu Asparaginsaure reduziert werden ; diese soll 
schliesslich durch Umaminierung mit Brenztraubensaure Alanin 
bilden. Die wesentlichen Stutzen dieser Hypothese sind die folgenden 
Beobachtungen : Die Alaninbildung aus Ammoniumion und Brenz- 
traubensaure durch Leberschnitte erfolgt nur in Gegenwart von 
Kohlendioxyd (Hydrogencarbonatpuffer). Wenn an Stelle von Brenz- 
traubensaure Oxalessigsaure zugesetzt wird, ist Kohlendioxyd zur 
Alaninbildung nicht notig. Als Zwischenprodukt lasst sich Asparagin- 
saure nachweisen. 

Es konnten keine Anhaltspunkte gefunden werden, dass die 
Alaninbildung in homogenisierter Leber nach diesem Schema vcr- 
lauft. Schon die Tatsache, dass dazu Sauerstoff benotigt wird, steht 
im Widerspruch dazu. Es wurde zudem der Einfluss von Kohlendioxyd 
auf die Alaninbildung gepruft, ohne dass sich eine fordernde Wirkung 
feststellen liess. Die Absorption des CO, hat keinen Einfluss auf die 
Alaninbildung. I n  GO,-Atmosphare erfolgt kcine Alaninbildung aus 
Brenztraubensaure und Ammoniak. 

Brenztraubens. m/50 
+NH,Cl m/200 I 298 122 ~ - m/244 

____ 
m/108 m/107 



Brenztraubens. m/25 
+ NH4CIm/50 

~ 

m/100 

Es ist auch nicht gelungen, Asparaginsaure oder Glutaminsaure 
als Zwischenprodukte nachzuweisen. 

I 

m/70 ~ m/48 m/95 

10 30 60 
Zeit in Minufen 

Fig. 1.  
Homogenisierte Rattenleber in gleicher Puff ermenge suspcndicrt, 

10 Selrunden zentrifugiert, 2 cm3 pro Ansatz. 

I so l ie rung  d e s  g e b i l d e t e n  Alanins .  

Ce. 300 g homogenisicrte Kaninchenleber werden mit 300 cm3 Phosphatpuffer 
pH ~= 8,0 extrahiert und kurz (10 Sekunden) zentrifugiert. 370 cm3 der iiberstchendcn 
Fliissigkeit werden in 6 Erlenmeyer-Kolben von 200 om3 Volumen verteilt. Pro Ansatz wer- 
den je 1 em3 m. Ammoniumchloridlosung und 2 cm3 m. neutralisierte Brenztraubensaure- 
liisung zugegeben. Die Erlenmeyer-Kolben werden mit, Gummistopfen verschlossen, mit 
Sauerstoff durchstromt und ini Thermostaten bei 38O geschiittelt. Nach Ablauf von 2 Stun- 
den werden nochmals 1 cm3 m. Ammoniumchloridliisung und 2 om3 m. Brenzt,raubensiure- 
liisung zugegeben. Nach 6-stiindiger Versuchsdauer wird die gesamte Reaktionsfliissigkeit 
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zum Kochen erhitzt und durch Kolieren vom Niederschlag befreit. Der Ruckstand wird 
nochmals mit ca. 200 em3 Wasser aufgekocht nnd koliert. Nach Abkuhlen werden die ver- 
einigten Filtrate zur vollstandigen Enteiweissung mit fester Phosphorwolframsaure veraetzt ; 
die iiberschussige Phosphorwolframsaure wird nlit heisser, gesiittigter Bariumhydroxyd- 
losung gefallt und durch Abnutschen entfernt. Die leicht alkalisch reagierende Losung 
wird in der Porzellanschale durch Abblasen auf dem Wasserbad auf ca. 50 cm3 eingeengt. 

10 30 60 

Fig. 2. 
Homogenisierte Meerschweinchenleber in gleicher Puffermenge suspendiert, 

10 Sekunden zentrifugiert, 2 cms pro Ansatz. 

Dabci ist zu verhindern, dass die Temperatur 400 ubersteigt. Nach Zusatz des 8-fachon 
Volumens Athanol wird der Ansatz uber Nacht stehen gelassen; dann wird vom Nieder- 
schlag abfiltriert, der Alkohol im Vakuum entfernt und die Restlosung auf 20 cm3 ein- 
geengt. Durch vorsichtiges Ansauern mit konz. Schwefelsaurc bis leicht sauer wird das 
Barium vollstandig entfernt ; die filtrierte Losung wird nun mit 30-proz. Natriumhydroxyd- 
losung auf pH = 12 gebracht. 

Die Isolierung des Alanins erfolgt als B-Naphthalinsulfoverbindung nach der von 
Fischer und RergelP) angegebenen Methode. Das in ublicher Weise dargestellte /?-Naphtha- 
IinsulfoehIorid wird durch DestiIlation im Hochvakuum gereinigt (Schmelzpunkt 7S0), 
20 em3 einer 10-proz. atherischen Losung zum alkalischen Leberextrakt zugegeben und auf 
der Schuttelmaschine geschuttelt. I n  Abstiinden von 1-1 '/2 Stunden wird 3-ma1 die 
verbrauchte Natriumhydroxydlosung ersetzt, indem bis pH = 12 alkalisiert wird. Nach 
24-stundigem Schutteln wird im Scheidetrichter die wasserige Phase von der atherischen 
getrennt. Die weitere Verarbeitung erfolgt nach den Angaben von Embden und Schmitz 
(loc. cit.). Die wasserige Losung wird mit konz. Salzsaure bis kongosauer angesiiuert und 
das ausgefallte Reaktionsprodukt durch mehrmaliges Ausschutteln mit Ather extrahiert. 
Der Ather wird unter Zusatz von 20 em3 Wasser im Vakuum entfernt. Es wird bis zur 
deutlich alkalischen Reaktion mit 2-n. Ammonisk versetzt, das Ungeloste (B-Naphthalin- 
sulfamid) durch Atherextraktion entfernt und das Reaktionsprodukt nach Anskuern der 
wasserigen Losung durch mehrmaliges Ausschutteln mit Ather ausgezogen. Die vereinigten 
dtherextrakte werden 3 4 m a l  mit ganz wenig Wasser gewaschen. Anschliessend wird der 
&her unter Zusatz von 20 cm3 Wasser im Vakuum verjagt. Der Ruckstand wird rnit 
2-n. Ammoniak moglichst genau neutralisiert, auf ca. 30 em3 mit Wasser erganzt und 

Zeit in Minuten 

l) E .  Eischer und P. Bergell, B. 35, 3779 (1902). 
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tropfenweise mit 10-proz. Rariumchloridlosllng versetzt. Nach Abtrennung des dicken 
Barytniederschlages wird das Filtrat wiederum angesauert und das ausgefallene /3-Naph- 
thalinsulfo-alanin in ublicher Weise rnit Ather extrahiert. Der Atherauszug wird mit ganz 
wenig Wasser mehrmals gewawhen und der Ather im Vakuum bei Zusatz von 20 cm3 
Wasser vertrieben. Das ausgefallene, olige Rcaktionsprodukt ist nur noch schwach gelblich 
gefarbt. Es wird in ca. 40-50 cm3 heissem Wasser gelost und die heisse Losung im Heiss- 
wassertrichter filtriert. Der nach 24 Stunden ausgefallenc krystalline Niederschlag ist 
nicht frei von oligen Beimengungen ; nach 4-5-maligem Umkrystallisieren aus heissem 
Wasser erhalt man eine rein krystalline Substanz, die in lufttrockenem Zustand bei 60" 
(korrigiert) schmilzt. 

Xach Embden und Schmitz (loc. cit.) schmilzt das krystallwasserhaltige  naplith lit ha- 
linsulfo-L-alanin bei 61O. Er hat jedoch beobachtet, dass beim Erwarmen iiber 820 die 
Substanz haufig wieder krystallin wird. Nach den Angaben von Fischer und Bergell (loc. 
cit.) sint,ert die Substanz bei 62O und schmilzt erst bei 78-80". Die krystallwasserfreie 
Substanz (bei 85O getrocknet) schmilzt nachPischer nnd Bergell (loc. cit.) bei 122--123O. Die 
Unstimmigkeit der Angaben hangt offensichtlich mit dem Krystallwassergehalt zusammen. 
Luftgetrocknete Praparate und solchc bei Zimmt:rtemperatur im Vakuum getrocknet 
verhalten sich verschieden. Aus sehr vcrdiinnten Losungen krystallisiert das Praparat vor- 
zugsweise in Plattchenform, wie Embden und Schmilz (loc. cit,.) angegeben haben; aus 
konzentrierteren Losungen erhalt man oft hiischclfiirmig verwachsene Nadelchen, wie sie 
von Fischer und Bergell (loc. cit.) beschricbon wurden. Schon Embden und Schmitz (loc.cit.) 
haben die Erfahrung gemacht, da.ss sic31 bci Isolierung aus biologischem Material nur ein 
kleiner Teil des p-Naphthalinsulfo-alanins in krystalliner Form darstellen lasst. I n  meh- 
reren Grossansatzen haben wir nur einen Bruchteil des in grossen Mengen ausfallenden 
Reaktionsproduktes krystallin erhalten Ironnen. 

D i s k u  s s io n d e r  FJ r g  e b n i  s s e . 
Im Gegensatz zu den Reobachtungen von iliz. Neber konnte ge- 

zeigt werden, dass auch homogenisierte Ra,tten- und Meerschweinchen- 
leber aus Brenztraubensaure und Amnioniumchlorid Alanin bilderi 
konnen. Die Alaninbildung erfolgt im Gegensatz zu den Angaben von 
Kritxmam auch ohne Zusatz organfremder Enzyme. Sie verlauft nur in 
Sauerstoffatmosphare. Sie wird durch Zusatz von oxydationshemmen- 
den Inhibitoren wie HCN, As,O, untcrbunden und ist herabgesctxt, 
wenn dureh intensives Zentrifugieren die strukturierten Anteile ails 
dem homogenisierten Gewebe entfernt worden sind. Es erhebt sich 
die Frage, ob diese Art der Alaninbildung mit den bestehenden 
Hypothesen erklart werden kann. Bei der aeetylierenden Aminierung 
entsteht durch Bindung von Ammoniak ails Brenztrauhensaure die 
Iminopropionsaure ; durch Hydrierung wird Alanin gebildet, wobei 
eine aweite Molekel Brenztraubensaure als Wasserstoffdonator dient. 
Die von Kritxman.n postulierte Alaninbildung fiihrt iiber die Wood- 
Werkmnn-Reaktion zur Oxalessigsaure ; diese wird zu Asparagin- 
siiure aminiert, durch Umaminierung mit Brenztraubensaure wird 
Alanin gebildet. Da diese beiden Reaktionsfolgen von Oxydations- 
vorgangen unabhangig sind, erseheineii sie als Erklarung der beschrie- 
benen Alaninbildung unwahrscheinlich. Im Hinblick auf die von 
Kritxmann aufgestellte Hypothese besteht jedoch noch die Moglich- 
keit, (lass nicht der Oxydationsvorgang als solcher wichtig ist, sondern 
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dass dss dadurch entstehende Kohlendioxyd fur die Bildung der Oxal- 
cssigsaure aus Brenztraubensaure benotigt wird. Es hat sich jedoch 
gezeigt, dass durch Absorption des entstehenden Kohlendioxyds die 
Alaninbildung nicht verringert wird, und dass Zusatz von Kohlen- 
dioxyd in Abwesenheit von Sauerstoff die Bildung nicht ermoglicht. 
I m  Gegensatz zu Kritxmann ist es uns nicht gelungen, als Zwischen- 
produkt Asparaginsiiure oder Glutaminsiiure nachzuweisen. Es liessen 
sich somit keine Anhaltspunkte finden, die darauf hindeuten, dass die 
Alaninbildung in homogenisierter Leber von Ratten und Meerschwein- 
chen auf der von Kritxrnann postulierten Reaktionsfolge verliiuft. 

Zusammenf  a s sung .  

1. Homogenisierte Ratten- und Meerschweinchenleber bilden aus 

2. Die Alaninbildung ist von Oxydationsvorgtingen abhangig. 
3. I n  Stickstoff- und Kohlendioxydatmosphare wird au8 Brenz- 

4. Durch HaIiumcyanid und Arseritrioxyd wird die Alaninbildung 

5. Es konnten keine Anhaltspunkte gefunden werden, dass 

6. Das gebildete Alanin wurde als B-Naphthalinsulfosiiure-Ver- 

Brenztraubensaure und Ammoniumchlorid Alanin. 

traubensaure und Ammoniumchlorid kein Alanin gebildet. 

stark gehemmt. 

Aminodicarbonsauren als Zwischenprodukte auftreten. 

bindung ixoliert. 

Physiologisch-ehemischcs Institut der Universitat Basel. 

163. Uber das Ringgerust des Yohimbins II1). 
Keto-yobyrin 

von E. Schlittler und R. Speitel. 
(25. V. 48.) 

Werden Yohimbin (I, R = CH,) bzw. Yohimboasaure (I, R = H) 
oder die entsprechenden Isomeren bei 300° mit Selen dehydriert, 
so entstehen als Hauptabbauprodukte Yobyrin, Tetrahydro-yobyrin 
und Keto-yobyrin2). Wahrend Tetrahydro-yobyrin3) und Yobyrin4) in 

l) Erste Mitteilung: E. Schlittler und Th. Allemnn, Helv. 31, 128 (1948). 
2, F. Mendlik und J .  P. Wibaut, R. 48, 191 (1929); R. 50, 91 (1931). 
3, P. L. Julian, W .  J .  Karpel, A .  Magnani und E .  W.  Meyer, Am. SOC. 70,180 (1948). 
&) G. R. Clemo und G. A .  Swan, SOC. 1946, 617. 




