
die an zwei durch eine Doppelbindung verbundenen C-Atomen je eine Oxy-Gruppe tragt. 
Analoge Struktur haben z. B. Ascorbinsaure 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, dam die Tendenz zur Ausbildung 
der sehr stabilen Thiophen-Struktur ausserordentlich gross ist. Diese Annahme wurde 
auch dadurch bestatigt, dass es unmoglich war, ein Dioxim darzustellen. Es  liegt somit 
das 2-r/3-Propionsaure]-3,4-dioxy-thiophen (XVIT) vor. 

Die Substanz gibt mit Eisen( 111)-chlorid-Losung eine blau-grune Farbung. 
C7H,0,S Ber. H aktiv l,59 Gef. H aktiv 1,42% 

Zurich, Cheniisches Institut der Universitat. 

17. Zur Kenntnis des Abbaues der Aminosauren 
im tierischen Organismus. 

I. Z-Alanin 
von S. Edlbaeher und H. Grauer. 

(22. XII. 43.) 

Xeubauer und Nitarbeiterl) haben vor 35 Jahren durch Biitte- 
rungsversuche am Hunde nachgewiesen, dass d, I-Phenyl-aminoessig- 
saure und d, Z-p-Oxyphenyl-aminoessigsiiure im Organismus teilweise 
in die entsprechenden a-Ketosauren iibergehen und im Harn nach- 
ge wiesen werden konnen. Diese Ummandlung betraf jedoch nur die 
natiirlichen Aminosguren, wahrend die unnaturlichen grosstenteils 
unversehrt wieder ausgeschieden mrden .  In  gemissen Fallen kam es 
ausserdem zu einer geringen Ausscheidung der entsprechenden Ox)-- 
siiuren. Kurz darauf teilte l i n o o p 2 )  den ersten Nachweis der Synthese 
einer Aminosaure, ,!?-Benzyl-alanin, durch den tierischen Organismus 
nach Verfutterung von ,&Benzyl-brenztraubensaure mit. Sie mar 
am Stickstoff acetyliert und gehorte ebenfalls den natiirlichen Formen 
an. Knoop nahm auf Grund seiner und Neubnz~er's Befunde an, dass 
der erste Abbau der Aminosiiuren eine oxydatke Desaminierung und 
reversibel sei. Gleichzeitig wiesen Embden  und Xchmitz3) im Leber- 
durchblutungsversuch die Bifdung von Tyrosin und Alanin aus dem 
Ammoniumsalz cter p-Oxyphenyl-brenztrauhensaure resp. der Brenz- 
traubensaure nach. 

95 Jahre spater erbrachte Erebs l )  im Gewebsschnittversuch einen 
weiteren Beweis fur die oxydative Desaminierung der Aminos auren. " 

Er isolierte beim Abbau von d, I-Alanin, d,  2-x-Aminobuttersaure, d, Z- 
Valin, d, Z-Norleucin, d, I-Phenylalanin, I-Glutaminsiiure und Z-Aspara- 
ginsaure durch Nierenschnitte die entsprechenden x-Ketosauren als 

1) Literatur am Schluss. 
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Dinitro-phenylhydrazone. Bei cler Z-Asparaginsaure gelang nur der 
Xachweis der Brenztraubenskure als Phenylhydrazon, da die entstan- 
dene Oxalessigsaure spontan rasch decarboxyliert wird. 

Fiir alle weiteren Arbeiten uber den oxydativen enzymatischen 
Abbau von Aminosauren war die Entdeckung der d-Aminosaure- 
ovydase von Eyebs5)  von grosser Bedeutung. Sie fuhrte Xrebs zu 
folgendem Schluss : 

,,Die optisch nicht natiirlichen Formen der meisten Sminosauren werden vie1 
schneller (bis zu 25 ma1 schneller) in der Niere vieler Tiere desaminiert als die optisch 
natiirlichen Formen." 

Krebs ist xu diesem Resultat ausschliesslich durch Versuche ge- 
langt, die er mit Organschnitten und -Extrakten ausgefuhrt hat. 
Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Beobachtungen von 
E. Abderhnldert, und Tezner6), welche zeigen konnten, dass bei Ver- 
abreichung von racemischem Alanin der grosste Teil des unnatiirlichen 
d-Alanin unveriindert im Harn wieder gefunden wurde. Sie stehen 
auch im Gegensatx zu Beobachtungen von 8. EdZbacher und Mit- 
arbeitern'), welche ebenfalls zeigen konnten, dass bei Injektion von 
d-Histidin der allergrosste Teil des d-Histidins im Harn unverandert 
ausgeschieden wird. Wir weisen auch auf die nben angefuhrten Ar- 
beiten von Neubauerl) und E n o o p 2 )  in dieser Hinsicht hin. Die Er- 
gebnisse von Erebs 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  R e s u l t a t e ,  d i e  
in  v i t r o  Ver suchen  m i t  d ,  I -Aminosauren  e r h a l t e n  wer-  
den ,  s ind  d e m n a c h  i n  d e n  me i s t en  F a l l e n  auf  d e n  A b h a u  
d u r c h  d i e  d -Aminosaure -oxydase  zu  bez iehen ,  wtihrend 
auf e inen  A b b a u  d u r c h  I -Aminosaure -oxydasen  n u r  ge-  
schlossen werden  darf,  wenn  m i t  o p t i s c h  r e inen  Amino-  
s a u r e n  g e a r b e i t e t  w i rd .  Die von Xrebs isolierten Ketosauren 
beim Abbau von d,Z-Aminosauren sind darum ebenfalls als Abbau- 
produkte der unnatiirlichen Formen aufzufassen. 

Die ausgesprochene optische Spezifitat beim Aminosaureabbau 
im tierischen Organismus zeigt sich nicht nur beim oxydativen Abbau, 
sondern auch bei der hydrolytischen Spaltnng von luginin und 
Histidin, bei der Decarboxylierung von Histidin, Dioxyphenyl-alanin, 
Tyrosin und Tryptophan und ferner bei den Umaminierungsreak- 
tionen. Bei all diesen Reaktionen werden normslerweise nur die na- 
tiirlichen Formen angegriffen. Ausnahmen bilden die von uns8) in der 
Rattenleber gefundene d, I-Histidin-oxydase, sowie die hrginase, bei 
der S. Edlbacker und ZeIZer9) zeigen konnten, dass bei hoher Ferment- 
konzentration auch die unna tiirliche iModifika tion hydroly tis ch 
gespalten wird. Endlich gibt K.Zanglo) an, dass auch bei der Pro- 
linoxydase die I- und d-Formen vom gleichen Enzym abgebaut werden 
sollen. 
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Tabelle 1. 

E n z y m a t i s c h e r  -4bbau v o n  I -Aminosauren  i m  t i e r i s c h e n  Organismus .  -- 
Amino- 
saure 

Alanin 

Valin 

Leucin 

Isoleu- 
cin 

Phenyl- 
alanin 

Tyrosin 

Material 

Ratten- 
Nieren- 
schnitte 

Ratten- 
Leber- 

Extrakt 

Katten- 
Nieren- 
schnitte 
u. -brei 

Ratten- 
Nieren- 
schnitte 

Ratten- 
Nieren- 
schnitte 

Ratten- 
Leber- 
estrakt 

Ratten- 
Xieren- 
schnitte 

Ratten- 
Nieren- 
sc hnitte 

hhweine 
Nieren- 
u. Leber- 

brei 

Ratten- 
Leber- 
extrakt 

Ratten- 
Xieren- 
schnitte 

Ratten- 
Leber- 

schnitte 

Reak- Hemm- 
tions- sub- Sutor 

Produkte stianzen 

(As,O, I i rebsl)  
0,001-m. 
hemmt 
nicht) 

~- 

LanglO) 

  AS,^, Cedran- 
0,003-m. qolol3) 
u. Brom- 

acetat 
1 : 5000 

hemmen 
nicht) 

Krebs4) 

Ilrebsl) 

Lang u. 
w e s t -  

phall?) 

Ir'rebs4) 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 

C0,- 
Bil- 
dung 

+ 

+ 

___ 

- 

- 
0,- 
Ver- 
rauch 

+ 
~ 
~ 

Reak- 
tions- 

Produkt! 

-___ 

Aceton 

~ _ _ _  
Acet- 
essig- 
saure, 
Alanin 

.___ 

--___ 
Kynure 

nin 

______ 

1-Gluts. 
min- 
saure 

_____ 

_ _ ~  

YH,- 
Bil- 
lung - __ 
- 

Hemm- 
sub- 

stanzen 

HCPU' 
0,002-m. 

_ _ ~  ___ 

Amino- 
saure 

Tyrosin 

Autor 

Bernheim 
u. Bern- 
heim15j 

Material 

__-_ 
Nieren- 

u. Leber- 
hrei ver- 

schie- 
dener 
Tiere 

Leber- 
extrakte 
verschie- 

dener 
Tiere 

Enzym 

Tyrosin- 
oxydase 

Tyrosin- 
oxydase 

+ HCN 
0,002-m. 

Bern- 
heim16j 

Leber- u. 
Xieren- 
brei von 
Schwei- 

nen 

+ Fe1ixl4) 

Schwei- 
ne- 

Leher- 
brei 

Felix  u. 
zorn17) 

Rrebs4)  Trypto- 
phan 

Ratten- 
Nieren- 
schnitte 

l-Amino. 
saure- 

oxydese 

Leber- 
brei ver- 

schie- 
dener 
Tiere 

Tr yp t o ~ 

phan- 
pyrro- 

lase 

Rvtake u. 
Masa y- 
cl)nalS) 

Prolin Rat.ten- 
Leber- 
extrakt 

(HCX 
0,002-m. 
hemmt nicht) 

Bernheirn 
u. Bern- 
1 1 e i m ~ ~ )  

Nieren- 
schnitte 

ver- 
schie- 
dener 
Tiere 

l-Prolin- 
leh ydrasl 

oder 
1-Amino. 

saure- 
oxydase 

(As203 
0.002-m. 
hemmt 
nicht) 

Ratten- 
Leber- 

brei 

Prolin- 
oxydasc 

1 -Amino. 
saure- 

oxydase 

(HCS 
hemmt 
nicht) 

Hist,idin Ratten- 
Nieren- 
schnitte 

Retten- 
Leber- 
extrekt 

d, I-Hi- 
stidin- 

oxydase 

i HCN 
0,001-m. 

Edlbachei 
u. Grauer 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 

C0,- 
Bil- 

dung 

+ 

+ 

Amino- 
siiure 

_- 
Ornithin 

Reak- Hemm- 
tions- sub- 

Produkte stanzen 
_ _  

____ 

_ _ - _ _ _ _ _ ~  
Osal- HCX 
essig- 0,001-m. 
saure, (As,O, 
Brenz- 0,001-m. 

trauben- hemmt 
smre nicht) 

a-Keto- HCS 
glutar- 0,001-ni. 
saure (As,O, 

0,001-m. 
hemmt 
nicht j 

a-Iieto- HCS 
glutar- U,001-m. 
saure 

Lysin 

Ratten- 
Nieren- 
schnitte 

Aspara- 
ginsanre 

l-Amino- 
siiure- 

oxydase 

Gluta- 
ininsaure 

Ratten- Lamino- 
Nieren- saure- 
u. Leber- oxydase 
schnitte 

I I- 
Ratten- I-Amino- + 
Nieren- 1 siiure- I 
schnitte oxydase 

c 

Ratten- l-Amino- 
Nieren- siiure- 11 oxydase 

Ratten- 
Nieren- 
schnitte 

Ratten- l-Amino- 
Xieren- siure- 

brei oxydas- 

Leber- l-Gluta- 
Nieren- mlnsaure 
extrakte khydrasr 

Ratten- 
Kieren- + schnitte 

- 
NH,- 
Bil- 

dung 

+ 
__ __ 

__ 
+ 

Autor 

- -~ 

I i r e b s 4 )  

K r e b s l )  

I irebs')  

Felix u. 
J'aka22j 

Aus Versuchen von P. Karrer und Prnnkll) geht hervor, (lass 
mvar nicht alle d-Aminosauren durch das gleiche gereinigte L;%cto- 
flavin-Adenin-Nucleotid und das Apoferment aus Hammelniere ab- 
gebsut werden, sondern es fuhren diese Versuche dic genannten 
Autoren zu der Schlussfolgerung, dsss wahrscheinlich verschiedene 
Fermente am Werk sind. Es ist aber anzunehmen, dass diese ver- 
schiedenen d-Aminosaure-oxydasen wahrscheinlich nlle dem Typus 
der speziellen d-Alanin-oxydase nahe verwandt sind. Im Gegensatz 
dazu sind bereits eine ganze Anzahl weitgehenct verschiedener Enzym- 
systeme bekannt, welche ausschliesslich den osydativen Sbbau der 
1-Aminosauren besorgen. 
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Tabelle 1 gibt eine Zusammenstellung der uns bekannten Arbei- 

ten uber den oxydativen Abbau der I-Aminosaiuren. Es ergibt sich 
daraus, dass der Abbau der einfachen I-~lonoamino-monocarbon- 
sauren noch kaum bekannt ist, dass aber auch uber den Abbau ge- 
wisser cyclischer Aminosauren bedeutende Widerspriiche und Un- 
Marheiten bestehen. 

Wir haben in der vorliegenden Arbeit mit der Klarung des Ab- 
baues von I-Alanin begonnen. Zunachst stellen wir fest, dass viele 
Z-Aminosauren, im speziellen I-Alanin, auch durch sehr konzentrierte 
Estrakte von Xieren und Lebern yerschiedener Tiere nicht deutlich 
messbar oxydiert oder dessminiert werden. Als illass f i i r  den Z-Manin- 
Abbau diente uns immer das gebildete Ammoniak. Im  Gewebsbrei 
ist ein Abbau feststellhar, doch ergeben nur Gewebsschnitte gunstige 
Versuchsbedingungen. Da unter solchen Cmstanden eine Abtrennung 
von anderen Enzymen kaum erfolgen kann, haben wir die Desaminie- 
rung des I-Alanins durch Hemmsubstanzen naher zu charakterisieren 
iind gegeniiber dem Abbau snderer Substrate zu differenzieren ver- 
sucht. 

Diese, wie auch verschiedene Honkurrenzversuche, machen es 
wahrscheinlich, dass I-Alanin und I-Valin vom gleichen, Z-Asparagin- 
saiure dagegen durch ein anderes Enzymsystem angegriffen werden. 
Ferner zeigt sicb im Verhalten gegenuber Hemmsubstanzen eine sehr 
ausgesprochene Verwandtschaft des Z-Alanin abbauenden Systems 
mit dem Zellatmungssystem. Alle Substanzen, welche die Zellatmung 
hemmen, hindern auch den I-Alanin-Abbau in hohem Xasse. Yeben 
der Ammoniakbildung beim 2-Alanin-Abbau wiesen wir sodann kolori- 
metrisch Brenztraubensaurebildung nach. Schliesslich gelang es uns 
im Grossversuch, die gebildete Brenztraubensaure als 2,4Dinitro- 
phenylhydrazon zu isolieren und damit den Reaktionsverlauf sicher- 
zustellen. Ausser dieser Isolierung der Brenztraubensaure gelang es 
uns auch, dureh I-ther-Extraktion der Reaktionsflussigkeit das 
3,4-Dinitro-phenylhydrazon des Acetaltiehyds zu isolieren und den 
Beweis zu fuhren, dass dieser Acetaldehyd durch nachtragliche De- 
carboxylierung der Brenztraubensaure entstanden war. 

Methodisehes. 
Hers te l lung  d e s  Organbre is :  

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

H e r s t e l l u n g  d e s  O r g a n e x t r a k t e s :  
Der Oganbrei wird durch Zerdrucken der kleinsten Gewebspartikel mittels Glas- 

pistill noch weiter homogenisiert, sodann 13 Minuten zentrifugiert. Die uberstehende 
Fliissigkeit bildet den Extrakt. 
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H e r s t e l l u n g  d e r  N i e r e n s c h n i t t e :  
Das frisch entnommene Organ wird rasch in Puffer gekiihlt und rnit dem Rasier- 

messer von der Nierenrinde hochstens 0,5 mm dicke Schnitte hergestellt, die in eisge- 
kiihltem Puffer aufbewahrt werden. 

Puffer: Phosphat- Ringer nach I ireW),  pH = 7,4. 

H e r s t e l l u n g  d e r  Losungen:  
Extrakte und Breie werden immer mit dem genannten Phosphatpuffer weiter ver- 

diinnt, die Schnitte im Phosphat-Ringer suspendiert. Die Aminosauren werden im ent- 
sprechenden Puffer gelost und auf das entsprechende pE mit n. HC1 oder n. NaOH ge- 
bracht, ebenfaIIs die Hemmsubstanzen. Nur bei hoherer Konzentration der Hemm- 
substanzen. wurden diese in destilliertem Wasser gelost. 

Messung d e s  S a u e r s t o f f v e r b r a u c h e s :  
Offene Warburg-Manometer. I n  den Hauptraum der kegelfarmigen Gefasse kommt 

der frisch bereitete Extrakt, Brei oder die Schnitte rnit dem entsprechenden Puffer 
und eventl. Hemmsubstanzen, in die seitliche Birne die Aminosaurelosung, in den Ein- 
satz 0,2 cm3 10-proz. Kalilauge. Bei Schwerloslichkeit der Aminosaure wurde diese in 
Substanz direkt in den Hauptraum gegeben. Im Gasraum Sauerstoff. Versuchstem- 
peratur des Thermostaten 38O. Nach 10 Xinuten Temperaturausgleich wird die Amino- 
saureI8sung 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 1 0 0 0  getrocknet und dann auf der W o w a a g e  auf 10 y genau 
gewogen und der verbrauchte Sauerstoff pro mg Gewebe pro Stunde ( Qo2) berechnet. 

A m m o n i a  k b e s  t im m u n g  na c h C o nw a y 2 4 ) .  

Nach Versuchsende werden 2 cm3 der Hauptraumfliissigkeit in  den Aussenraum 
der ,,unit" gebracht. Im Gegensatz zu friiher venvenden wir ah Innenfliissigkeit der 
,,units" jetzt 1 cm3 einer bereits den Indikator (Xethylrot t Xethylenblau) enthaltenden 
0,Ol-n. HC1 und titrieren nach der Diffusion die nicht durch Ammoniak neutralisierte 
SalzsPure mit 0,Ol-n. Ba( OH), mittels einer Xikrobiirette besonderer Konstruktion*), 
die praktischer ist ab die von Conway beschriebene Horizontalbiirette, zuriick. Bei 
Gewebsschnittversuchen wird wiederum die Ammoniakbildung pro mg Gewebe pro 
Stunde ( QNH,) berechnet. 

B r e n z t r a u b e n s a u r e b e s t i m m u n g  n a c h  StraubZ5) .  
Nach Versuchsende werden 2 cm3 der Hauptraumfliissigkeit mit 0,25 cm3 10-proz. 

Schwefelsaure und 0,25 cm3 10-proz. Xatriummolframatlosung enteiweisst und filtriert. 
Zu 1 cm3 des Filtrates wird 1 cm3 Kalilauge (100 g KOH in 60 cm3 Wasser) und 0,5 cm3 
Salicylaldehyd (2 Vol. yh in 100 cm3 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 Wellenliinge 470 mp. Da wir Brenz- 
traubensaure nur in relativ eiweissarmen Suspensionsfliissigkeiten der Gewebsschnitte 
bestimmt haben, traten keine Verluste auf, wie mir in Vorversuchen ermittelt hatten. 
Straub, der Brenztraubensaure im Mnskelbre i  bestimmte, gibt dagegen Verluste bis 
zu 40% der zugesetzten Brenztraubensaure an. E r  nimmt als Grund dafiir Adsorption 
der Brenztraubensaure an das gefallte Eiweiss an. Die gefundene Nenge Brenztrauben- 
saure in y wird in mm3 pro mg Trockengewebe pro Stunde ( Q Brenztraubensaure) um- 
gerechnet, damit die Werte direkt mit QNH, und Qo, verglichen werden konnen. 

*) Hersteller: Glastechnische Werkstatte E. Iieller & Co., Basel. 
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A b b a u  v o n  I -Aminosauren  d u r c h  E x t r a k t e  u n d  Bre ie  v o n  L e b e r n  u n d  Nieren  

verschiedener  Tiere .  
Ausgehend von den Angaben von Krebss), dass auch f i i r  den Abbau der 1-Amino- 

sauren 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 Iirebs postulierten I-Amino- 
same-oxydase zu erhalten. Seine Angaben beruhen jedoch nur auf Versuchsdaten mit 
der l-Asparagin- und der I-Glutaminsaure, welche er auf alle anderen I-Aminosauren 
iibertragen zu konnen glaubte. Wie aus Tabelle 1 enichtlich ist, sind seither mit Leber- 
und Xierenextrakten bereits verschiedene andere Arbeiten ausgefiihrt worden, die diese 
Annahme von Krebs teilweise in Frage stellen. Wir wollten uns deshalb als Ausgangs- 
punkt f i i r  die weiteren Untersuchungen zunachst ein eigenes Bild iiber die Grosse des 
Abbaues verschiedener I-A4minosluren durch Extrakte und Breie machen. Dabei haben 
wir uns an die Vorschriften von Iirebs5) iiber die Verdiinnungen der Organbreie oder 
-Extrakte gehalten. Die Endverdunnung des Breies oder Extraktes war in allen Ver- 
suchen ungefahr 1 : 6, die Aminosiiurekonzentration 0,02-m. Unter diesen Umstanden 
sollte der Abbau der 1-Aminosauren nach Iirebs immer noch ungefahr gleich gross wie in 
Schnitten sein. 

I n  den allermeisten Fallen konnten wir aber weder im Brei- noch im Extrakt- 
versuch einen grasseren Sauerstoffmehrverbrauch oder eine Ammoniakmehrbildung 
gegeniiber dem Ansatz ohne Aminosaurezusatz feststellen. Hie und da driickte der Amino- 
skurezusatz die Leer-Atmung etwas herunter, was vielleicht fiir eine gewisse Affinitat 
mancher LAminosi4,uren zum Atmungsfermentsystem spricht. Nur in wenigen Fallen 

Tabelle 2. 
A b b a u  v o n  I -Aminosauren  d u r c h  E x t r a k t  u n d  B r e i  v o n  Xiere  u n d  L e b e r  

v e r s c h i e d e n e r  Tiere .  
Verdiinnung von Extrakt und Brei 1 : 6. Aminosaureendkonzentration 0.02-m 

Aminosaurc 

-4lanin . . . . 
Valin . . . . . 
Leurin . . . . 
Phenyl- 

alanin. . . 
Tyrosin . . . 
Trypt,ophnn 
Prolin . . . . . 
Histidin . . . 
Ornithin . . 
Lysin . . . . . 
Asparagin - 

saure . . . 
Glutamin - 

saure . . . 

Ratte 

KElzG 
schwe 
Niere 
- 

Meer- 

0, AH. [ 
-+ - - 

I 

- 
Lebei 

Kalb I Katze - 
Niere 

- 
Leber 

( +  
- f -  
- -  

+ 

* Sauerstoff-Verbrauch. + Ammoniak-Bildung. 
A +  Verbrauch von Sauerstoff oder Bildung von Ammoniak = stark. 

( f ) Verbrauch von Sauerstoff oder Bildung von Ammoniak = unregelmassig. 
+ Verbrauch von Sauerstoff oder Bildung von Ammoniak = massig. 
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wies ein merklicher Sauerstoffmehrverbrauch oder eine Ammoniakmehrbildung auf 
einen deutlichen Abbau der Aminosaure hin. Tabelle 2 gibt eine a e r s i c h t  iiber diese 
mehrmals mit Extrakt und Brei wiederholten Versuche. Es werden dabei nur solche 
Abbauwerte angegeben, deren Qo, resp. QNH, 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 1-Phenyl-alaninl2) und von LHistidin8) 
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 Abbauverhaltnisse der Bminosauren 
auch beim fastenden Tier kaum. 

Werden die Extrakte wghrend 5 Stunden gegen oft erneuertes eisgekuhltes destil- 
liertes Wasser dialysiert, so nimmt die Abbaufahigkeit nicht nur gegeniiber Glutamin- 
siure, 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 Leberestrakte auf optisch reines l-Alanin von 
einer spezifischen Drehung [a]’,” = 10,030einwirken l&sst, so erhalt man weder h m o n i a k -  
bildung noch Sauerstoffverbrauch nach Abzug der entsprechenden Leerwerte der Ex-  
trakte. Wir machen ausdriicklich darauf aufmerksam, dass fast aUe kaufichen I-&anin- 
priiparate geringe Mengen von d-Alanin enthalten. Die Aminosaure muss durch mehr- 
maliges Umkrystallisieren gereinigt werden, damit sie den richtigen spezifischen Drehungs- 
winkel gibt. Schon E. Fischer hat in seiner ersten drbeit auf diese Tatsache hingewiesen. 
Wir bezweifeln deshalb, dass die Angaben von Cedrangol01~) und K.  Lunglo) wirklich 
den Abbau des I-Alanin betreffen. Ebenso muss darauf hingewiesen werden, dass Leber- 
extrakt, der noch kleinste geformte Gewebsbestandteile enthalt, aus reinem I-Alanin 
messbare Mengen von Ammoniak frei machen kann. 

Diese Voruntersuchungen zeigen, dass zur Abklarung des Z-,lminosiiure-Abbaues 
Extrakte und Breie im allgemeinen wenig geeignet sind. 

l - A l a n i n - A b b a u  d u r c h  N i e r e n s c h n i t t e  verschiedener  Tiere .  
Wshrend also das reine I-Alanin durch Extrakte nicht, durch Breie nur wenig und 

unregelmiissig abgebaut wird, tritt  im Gewebsschnittversuch regelmiissig eine deutliche 
Mehrbildung von Ammoniak gegenuber dem Ansatz ohne bminosaurezusatz ein. Auch 
der Sauerstoffverbrauch pro mg Trockengewebe pro Stunde nimmt in den meisten Fallen 
nach Naninzusatz deutlich zu. Auf Tabelle 3 sind einige dieser Resultate wiedergegeben. 
I m  Falle einer oxydativen Desaminierung von l-Alanin sollte das Verhiiltnis Qo,iQNHJ 
gleich + sein, falls die entstehende Brenztraubensaure nicht weiter abgebaut wird. Dies 
ist jedoch in Versuchen mit Gewebsschnitten nicht anzunehmen. Wir haben festgestellt, 
dass Brenztraubensaure, in einer unseren Versuchen entsprechenden Grossenordnung 
zu Nierenschnitten zugesetzt, nach einer Stunde Schutteln bei 38O in Sauerstoffatmo- 
sphare praktisch vollstiindig verschwunden ist. Da der Sauerstoffverbrauch im Gewebs- 
schnittversuch in  keinem festen Verhaltnis zum gebildeten Ammoniak steht, der weitere 
Abbau des ersten Reaktionsproduktes demnach sehr verschieden weit verliiuft, haben 
wir in den folgenden Versuchen immer nur die Ammoniakmehrbildung bei Zugabe von 
I-Alanin als Mass fur dessen Abbau genommen. Ob der hmoniakleerwert im Ansatz 
ohne Aminosaure von der Desaminierung im Gewebe vorhandener Aminosauren oder 
Adenylsauren herriihrt, oder ob es sich nur um eine Diffusion von im Gewebe prafor- 
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 Nengen waren ungefiihr gleich gross wie die beim Alaninzusatz erhaltenen. 
Wir konnten die zugesetzte Ammoniakmenge nach einer Stunde Schiitteln im Warburg- 
dpparat in  Sauerstoffatmosphare z u m  grossten Teil wieder nachweisen. Wir sind darum 
berechtigt, die gefundenen Ammoniakmengen im Abbauversuch von I-Alanin durch Nie- 
ren-Schnitte als ein Mass fur den oxydativen Abbau dieser Aminosaure anzusehen. 
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Tabelle 3. 

A b b a u  v o n  I-Alanin durch  Nierenschnitte verschiedener Tiere.  
Nierenschnitte in Phosphat- Ringer suspendiert. Im Einsatz BOH. Im Gasraum Sauerstoff. 

I-Alanin-Endkonzentration 0,04-m. 
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E i n f l u s s  v e r s c h i e d e n e r  H e m m s u b s t a n z e n  auf  d e n  A b b a u  v o n  I -Alanin ,  
l -Val in ,  I - A s p a r a g i n s l u r e ,  p - P h e n y l e n d i a m i n ,  B e r n s t e i n s a u r e ,  1-Apfel- 
s a u r e ,  d ,  1-Milchsiiure, B r e n z t r a u b e n s a u r e  u n d  Z i t r o n e n s a u r e  d u r c h  N i e r e n -  
S c h n i t t e .  

Eine Abtrennung des 1-Alanin-abbauenden Fermentes von anderen Enzymen durch 
Reinigungsversuche kommt vorlaufig nicht in Frage, da, die Aktivitiit an die Zellstruktur 
gebunden scheint und bei der Zerstorung der Zelle oder Extraktionsversuchen bisher 
verloren ging. Unter diesen Umstanden kann eine Charakterisierung des Enzyms nur 
durch Anwendung von Hemmsubstanzen erfolgen. 

Wir suchten zunachst unter den bekannten Atmungsgiften nach einer Hemm- 
substanz, die nur die Schnittleeratmung, nicht die hmmoniakbildung aus l-Alanin hernmt, 
konnten aber keine solche finden. Der E-Alanin-Abbau erwies sich im Gegenteil gegeniiber 
den untersuchten Hemmkorpern meist gleich, hie und da sogar mehr empfindlich als die 
Eigenatmung der Zelle. Es  stellte sich darum die Frage, ob zwischen dem 1-Alanin-Abbau 
und der Zellatmung irgend welche Beziehungen bestehen. Krebs5) nimmt solche anhand 
von Konkurrenzversuchen, auf die im nachsten Abschnitt eingegangen wird, f i i r  den 
LAsparaginsaure- und den I-Glutaminsaure-Abbau als wahrscheinlich an. 

I m  allgemeinen werden als die Hauptsubstrate der Eigenatmung Triosephosphate, 
ferner Brenztraubensaure und Milchsaure angesehen, die bei der Glykolyse entstehen. 
Der, teils direkt, teils vielleicht iiber den Zitronensaurezyklus durch Dehydrasen aus 
diesen Substraten abgeloste Wasserstoff gelangt iiber die Codehydrasen und Diaphorasen 
oder andere obertrager an die Cytochrome, die ihn ihrerseits an die Cytochrom-oxydase 
weitergeben, welche ihn mit dem an ihr aktivierten Sauerstoff reagieren lasst. Nun konnte 
moglichenveise I-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 Iminosiiure in Brenz- 
traubensaure und Ammoniak iibergehen. Die Hemmung eines einzelnen fur 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 I-Alanin zur Folge haben. 

I n  der grossen Reihe der Atmungsgifte gibt es abec nur wenige, iiber deren Angriffs- 
ort Genaueres bekannt ist. Blausaure hemm t nach 0. TVarburg26) die Cytochrom-osydase 
durch Iiomplesbildung mit der oxydierten Form des Hamineisens. Im Falle der Diamin- 
oxydase dagegen sol1 Blausaure nach Zeller") als Iietonreagens durch Bildung einer 
dchiff'schen Base mit einer fiir die Wirkung unentbehrlichen Carbonylgruppe des Fer- 
mentes hemmen. Malonsaure hemmt nach Quastel und Wooldridge28) spezifisch die Suc- 
cino-dehydrase gewisser Bakterien. Die Tatsache, dass auch die Zellatmung durch Malon- 
stiure stark gehemmt wird, hat zur Annahme gefuhrt, dass der Wasserstofftransport bei 
der Atmung von den Codehydrasen iiber dns Succino-dehydrase-System zum Cytochrom- 
System fuhre, wofiir von Szent-Gy?rgyZ@) die Hypothese des Fumarsaurezyklus, von 
Kizoop,  111 artius30) und Krebs31) die des Zitronensaurezyklus aufgestellt wurde. Ware die 
Malonsaurehemmung wirklich spezifisch auf die Succino-dehydrase eingestellt, so ware 
damit ein weiteres Wegstiick des Wasserstofftransportes bei der Gewebsatmung gekenn- 
zeichnet. Weil-il.lalherbe3*) fand dagegen, dass Malons&ure in hoheren Konzentrationen 
auch andere an der Gehirnatmung beteiligte Enzymsysteme ausser der Succino-dehydrase 
hemmt. Gegen die Spezifitat der Malonsaurehemmung sprechen ferner auch unsere 
weiter unten angefiihrten Versucb. Jodessigsaure hemmt nach Quastel und Wheatleg"), 
L ~ h r n a n n ~ ~ ) ,  Hopkins und ~ M o r g a n ~ ~ ) ,  R a ~ k i n e ~ ~ )  in gewissen Fallen durch Blockierung 
von Sulfhydrylgruppen, in den meisten Fallen ist aber weder Ort noch Aft ihres Hemm- 
mechanismus sichergestellt. Eine Lhnliche Wirkung wird von Voegtbin3') der arsenigen 
Saure zugeschrieben, uber deren Hemmungsmechanismus aber sonst noch weniger bekannt 
ist als iiber den der Jodessigsaure. 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 Identitat des Weges der Wasserstoff- 

11 
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ubertragung f i i r  die Substrate der Zellatmung und fiir I-AIanin nach ihrer Dehydriemg. 
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 Glirung und Glykolyse, dabei speziell die Enolase 
schon in sehr niedrigen Konzentrationen, nach W u r b ~ r g ~ ~ )  infolge von Komplesbildung 
mit zweiwertigen Metallionen. In unserem FaUe werden Atmung und 1-Alanin-Abbau 
jedoch erst durch hohe Konzentrationen Fluorid gehemmt. Pyrophosphat wird ebenfah 
zu den Komplexbildnern geziihlt, seine Wirkung auf die Atmung hiingt sehr von der 
Gewebsart und vom Puffer ab. Leloir und D i ~ o l a ~ ~ )  haben den Einfluss von Pyrophosphat 
auf verschiedene Dehydrasen gepriift und nur eine Hemmung der Succino-dehydrase 
qefunden. 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 I-Valin und 2-Asparaginsiiure, auf die Oxydation gewisser intermediiirer 
Stoffwechselprodukte wie Bernsteinsaure, Apfel&%ure, Milchsaure, Brenztraubenskure 
und Zitronenshre und auf die Oxydation von p-Phenylendiamin durch Nierenschnitte 
untersucht, um dadurch einen besseren Einblick in die Art und die Spezifitiit der Hem- 
mungen zu erlangen und um die sogemnnte I-Aminositure-osydase auf ihre Einheitlichkeit 
zu priifen. 

Wkhrend bei den Aminosauren immer die Ammoniakbildung gemessen wurde, die 
bei I-AIanin und I-Valin ohne weiteres, bei LAsparaginsiiure nach Zusatz von 0,001- bis 
0,0005-m. arseniger Siiure (wie aus den unten angefuhrten Versuchen hervorgeht), als 
Mass fiir die Desaminierung der Aminosiiure angenommen werden darf, wurde bei den 
iibrigen Substraten der Sauerstoffverbrauch gegenuber 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 osydativen Abbau des 
Substrates einsetzt. So konnte eine Hemmsubstanz z. B. den weiteren Abbau des ersten 
Reaktionsproduktes und die Anhaufung dieses Reektionsproduktes den Verlauf der 
ersten Oxydation hemmen. Trotz dieser E i n s c h r a u n g  schienen uns solche vergleichende 
Hemmversuche aber doch wichtig, vor allem als E g b z u n g  zu den Versuchen uber die 
Einwirkung von Hemmsubstanzen auf die Aminosaure-Desaminierung und auf die Leer- 
atmung der Schnitte. 

H e m m u n g  d u r c h  A r s e n ( I I 1 ) - o x y d .  
Krebs6)  fand, dass 0,001-m. arsenige Siiure wohl die Leeratmung, nicht aber die 

Desaminierung von I-AsparaginGure und I-Glutaminsiiure durch Nierenbrei hemmt. 
Da er annahm, dass alle I-Aminosauren durch das gleiche Enzym, die E-Aminosiiure- 
oxydase, oxydativ desaminiert werden, glaubte er, auch der Abbau der iibrigen 1-Amino- 
siiuren werde durch arsenige Siiure nieht gehemmt. Die Resultate unserer Versuche 
sind in Tabelle P - 6  wiedergegeben. Der Abbau von I-Alanin und 1-Valin wird ungefkhr 
gleich stark gehemmt wie die Leeratmung, wiihrend der Abbau von I-Asparaginsiiure 
oft scheinbar stark gefardert wird. Wir erkliiren diese scheinbare Forderung in  folgender 
Weise : Das beim Asparaginsiiure-Abbau freigewordene Ammoniak wird sofort wieder 
fiir Synthesen verwendet, die jedoch durch Amen( 111)-oxyd gehemmt werden. Moglicher- 
weise handelt es sich um eine Asparagin-Bildung aus AsparaginGure und Ammoniak, 
wie Krebs40) eine Glutaminbildung aus Glutaminsaure und Ammoniak beim Glutamin- 
skure-Abbau nachgewiesen hat. Auf Grund dieses Befundes haben wir in allen Experi- 
menten mit 1-Asparaginsiiure die Ammoniakbildung nur bei Gegenwart von arseniger 
Siiure als Mass fur den I-Asparaginsiiure-Abbau angenommen. D a s  verschiedene  Ver-  
h a l t e n  d e s  A b b a u e s  v o n  2-Alanin, 2-Valin e inerse i t s  u n d  I -Asparaginsaure  
a n d e r e r s e i t s  g e g e n u b e r  a r s e n i g e r  Siiure i s t  d i e  e r s t e  T a t s a c h e ,  d i e  gegen 
d i e  E i n h e i t li c h k e i t d e r I - A m i n o s ii u r e  - o x  y d a  s e s p r i c h t . 
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Tabelle 4. 

H e m m u n  g d e r  L e e r a t m u n g  u n d  d e s  A b b a u e s  v o n  Z-Alanin d u r c h  a r s e n i g e  
Siiure. 

Nierenschnitte in Phosphat- Ringer. 
1-Alanin-Endkonzentration 0.04-m. - 

!-Ala- 
nin- 

satz 
ZU- 

__ 
~ 

- 
+ 
- 
+ 

- 

Q O ,  

~ ~ 

10,s 
18,3 
333 
3 3  

QXHs 
f iir 

Alanin- 
Abbau 

Hem- 
nung dec 
Alanin- 
Abbaues 

06 Hem- 
mung der 

Leer- 
Atmung 

70% 

AsZOa- 
Endkon- 
zentra- 
tion m. 

- 
- 

0,001 
0,001 

Ver- 
3uch 
Nr. 
_ _  -_ 

S4 

89 

Tier 

___ - ~ -  

Meer- 
schwein- 

chen 230 

0,2 91 :6 

47 94 

Meer- 
schwein- 

chen 

12,2 
12,9 
3,6 
3,i  

- 
- 

0,001 
0,001 

- 
- 

0,001 
0,001 

- 

- 
0,001 
0,001 

1,3 

0,7 
71 :< 

91 

__ 

154 

1Meer- 
schwein- 

chen 

Schwein 

1,7 

0,i 5994 

1 ,o 

0,3 
i0% 

37 94 

70°& 

4906 

138 Meer- 
schwein- 

chen 

- 
- 

0,0005 
0,0005 

11,4 
14,l 
773 
7,4 

139 

__ 

I76 

- 
- 

0,0005 
0,0005 

13,4 
14,9 
6 9  
7,5 

Meer- 
schwein- 

chcn 

Meer- 
schwein- 

chen 

44 % 

- 
- 

0,0005 
0,0005 

0,5 
14 
0,7 
1,2 0,5 

30% 

154 Schwein - 
- 

0,0005 
0,0005 



Ver- 
such Tier 
Nr. 

69 schwein- Meer- 

- 
Ver- 
auch 
Nr. 

~ - 
89 

1-Va- 

satz atmung Abbaues 
bau 

- + - - - + 10,7 1 2 3  3,3 0,4 0,5 1,o 0,6 .r 69 "/o 

+ + 3,3 0,7 0,2 66 70 i 

91 

__ 
117 

Tier 

122 

- 

I-As- 
para- 
gin- 

slure- 
zusatz 

Meer- 
schwein- 

chen 

- 
+ 
- 

Meer- 
schwein- 

chen 

Meer- 
schwein- 

chen 

Meer- 
schwein- 

chen 

14,l 
17,7 

3,6 
683 

10,7 
18,6 
3,3 
795 

- 

+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
+ 

17% 

Steigerung 

S teigerung 

Steigerung 

Der Einfluss der arsenigen Ssture auf den oxydativen Abbau von p-Phenylen- 
diamin, Bernsteinsiiure, Z-Apfelsaure, d, l->Iilchsaure, Brenztraubensilure und Zitronen- 
same ist in Tabelle 7 zusammengefasst. Es geht daraus hervor, dass auch im Gewebs- 
schnittversuch das Cytochrom- und das Succinat-System durch arsenige Skure nicht 
beeinflusst werden, der Brenztraubensiiure-Abbau ganz spezifisch gehemmt wird und 
die iibrigen Substrate sich ungefahr gleich wie die Leeratmung verhalten. 
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Tabelle 7. 

H e m m u n g  der , .Leeratmung u n d  d e r  O x y d a t i o n  v o n  p - P h e n y l e n d i a m i n ,  B e r n -  
s t e i n s a u r e ,  I -dpfe ls i iure ,  d , l -Mi lchsaure ,  B r e n z t r a u b e n s a u r e  u n d  Z i t r o n e n -  

s a u r e  d u r c h  0 ,001-m.  a rsen ige  S a u r e .  
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer. - 

Ver- 
such 
Nr. 

140 
~ 
~ 

-- 
yo He1 
nung d 
hbstr :  
Abbau 

0 76 

9 ~ 2 0 , -  

Zusatz 

% Hem 
mung dt 

Leer- 
atmung 

68 04 

71 "4 

Qo, fur 
Substrat- 

Abbau 

19,2 

2 1 3  

Substrat- 
Endkonzentration 

- 
p-Phenylendiamin 

0,02-m. . . . . . . . .  

p-P henylendiamin 
- 

QO, 

10,9 

30,l 
395 

25,o 

118 - 
Bernsteins. 0,02-m. 

Bernsteins. ...... 
_. 

14,4 
28,9 
472 

18,7 

14,5 

14,5 0% 

124 - 
I-Apfels. 0,02-m. . .  

I-ApfeIs. . . . . . . . . .  
- 

10,7 
22,6 

395 
10,o 

67 96 
45 94 

95 - 
d, I-Nilchs. 0,04-m. 

d, l-Milchs. . . . . . . .  
- 

132 

~ 

125 

- 

Brenztraubens.*) 
0,04-m. . . . . . . . .  

Brenztraubens. . . .  

Brenztraubens. . . .  

- 

- 

- 
Zitronens. 0,02-m. . 

Zitronens. . . . . . . . .  
- 

- 3,3 

3.2 

0 

7,1 

2,3 - ~~ 

*) I oxvdativer Brenztraubensaure-Abbau 3 t  erst na 
Leeratmung messbar. 

H e m  ni u n g d u  r c h B la u s a u r e . 
Bei allen Versuchen wurde nach den Angaben von Krebsj)  in den Einsatz der 

Warburg-Gefkse ein Gemisch von Kaliumcyanid und Kaliumhydroxyd gegeben. Die 
Angabe von Krebs, dass der 1-Aminosaure-Abbau schon durch niedere Konzentrationen 
von Blaus&ure gehemmt werde, konnen wir fiir I-Alanin, I-Valin und I-Asparaginsaure 
bestatigen, siehe Tabelle 8. Die Werte fur den Bbbau von I-Valin sind bisweilen weniger 
iiberzeugend, doch sind hier die Nessungen infolge der relativ hohen Leerwerte und des 
geringen Abbaues der Aminosaure ungenau. Die Hemmungen des oxydativen Abbaues 
aller ubrigen Substrate brauchen hier nicht angefuhrt zu werden, wir haben sie alle 
zwischen SO-lOO% liegend gefunden. 

**) Zusatz von NaF, Endkonzentration 0,l-m. 
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TabelIe 8. 

H e m m u n g  d e r  L e e r a t m u n g  u n d  d e s  A b b a u e s  v o n  I -Alanin ,  I -Val in  u n d  
1-Asparaginsi iure  d u r c h  Blausi iure .  

Nierenscbnitte in Phosphat- Ringer. 
Aminosiiure-Endkonzentration 0.04-m. 

- 
163 

- 
159 

- 
161 

- 
163 

- 
157 

- 

HCN 
Endkon- 
zentra- 
tion m. 

QNH, f& 
3ubstrat- 
Abbau 

;G Hem- 
nung der 

Leer- 
atmung 

“/o Hem- 
nung des 
Substrat- 
Abbaues 

QO, 

- - 

10,9 
14,s 

7,9 
793 

Tier Substrat 

Meer- 
3chwein- 

chen 

- 
- 

0,001 
0,001 

- 
1-Alanin. . 

I-Alanin. . 
- 27% 

33 76 

- 
- 

0,Ol 
0,01 

Meer- 
schwein- 

chen 

Schwein 

- 
1-Alanin . . 

Z-Alanin . . 
- 

- 
1-Alanin. . 

I-Alanin. . 

1-Alanin. . 

- 

- 

- 
- 

0,001 
0,001 
0,Ol  
0,01 

59 76 

8376 

Meer- 
schwein- 

chen 

- 
I-Valin 

1-Valin 
- 

- 
- 

0,001 
0,001 

10,9 
12,2 
799 
6 8  

27 yo 

Meer- 
schwein- 

cben 

- 
I-Valin 

1-Valin 
- 

- 
- 

0,Ol  
0,01 

12,3 
13,7 

2,2 
2,3 3104 

100% 

Schwein - 
I-Valin . . 

I-Valin . . 

I-Valin . . 

- 

- 

- 
- 

0,001 
0,001 
0,Ol 
0 , O l  

59 ?L 

83 % 
5796 

100q/, 

Meer- 
schwein- 

chen 

- 
I-Aspara- 
ginsiiure . 

I-Aspara- 
ginsliure . 

- 86% 

*) As,O,-Zusatz, Endkonzentration 0,001-m. 
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H e m m u n g  d u r c h  Malonsaure  u n d  P y r o p h o s p h o r s g u r e .  
Tabelle 9 zeigt den Einfluss verschiedener Malons&ure-Konzentrationen auf die 

Leeratmung und den Abbau von I-Alanin, 1-Valin und I-Asparaginskure. Die Desami- 
nierung dieser Aminosiiuren wird durchschnittlich etwas starker gehemmt wie die Leer- 
atmung der Schnitte. Wiirde die Malonsaure nur spezifisch die Succino-dehydrase hemmen, 
so waren diese Ergebnisse ein Beweis dafiir, dass der Wasserstofftransport bei der dehy- 
drierenden Desaminierung dieser Aminosiiuren iiber das Succino-dehydrase-System zum 
aktivierten Sauerstoff verlaufen muss. Dass dem aber nicht so ist, zeigt ein Vergleich der 

Tabelle 9. 
H e m m u n g  d e r  L e e r a t m u n g  u n d  d e s  A b b a u e s  v o n  2-Xlanin,  I -Val in  u n d  

Z-Asparaginsaure d u r c  h Malonsaure .  
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat-Ringer. 

Aminosaure-Endkonzentration 0,04-m. 
~~ 

Malon- 
saure- 

Endkon- 
zentra- 
tion m. 

- 
- 

0 s  
031 

- 
- 

0,05 
0,05 

- 

- 

0,Ol 
0.01 

- 
- 

0,05 
0,05 

- 

0,Ol 
0,Ol 

- 

- 

--*) 
-*) 

- 

0,05*) 
0,05*) 

Qo, 

6,4 
593 
2,s 
1,2 

11,2 
18,9 
7,2 
6,5 

13,6 
14,9 
8,9 

10,o 

12,4 
13,7 
4,3 
3,9 

10,7 
12,2 
9,7 
9,7 

13,2 
21,6 
4,4 
8,2 
2,8 
3,7 

I-Alanin . . . . . . .  

I- Alanin . . . . . . .  

Q ~ H ~  

185 

QNH, 
f i i r  

Amino- 
saure- 
Abbau 

111 

Ver- 
such 
Nr . 

- 
l-Alanin . . . . . . .  

I-Alanin . . . . . . .  
- 

Aminosaure- 
Zusatz 

- 
I -  Alanin . . . . . . .  

I-Alanin . . . . . . .  
- 

0,5 
1,4 
O,$ 
0,8 

0,6 
1,s 
0 3  
1,15 

0,3 
1,s  
0,2 
0,6 

0,5 
l , o  

0,5 

O,f 
1,0 

1, l  

0 4  
0.1 
0,5 
1,9 
0,6 
0.9 

0,7 

I-Valin . . , 

I-Valin . . . . . . .  

I-Vdin . . . . . . .  

I-Valin . . . . . . .  

0,9 

0,l  

0,9 

0,25 

1,s  

0,4 

0,5 

0, l  

0,6 

0,4 

0,l 

1,4 

0,3 

122 - 
I-Asparagins. 

l-Asparagins. 

Lasparagins. 

- 

- 

% Hem- 
nung der 

Leer- 
atmung 

5606 

369& 

34 76 

65 

10% 

67 % 

79% 

"/o Hem- 
mung dec 
Amino- 
saure- 

Abbaues 

89 04 

$396 

33 90 

79% 

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

Hemmung de r  Leeratmung.,und des oxydat iven  Abbaues von p -Pheny len -  
d iamin ,  Bernsteinsiiure,  I-Apfelsiiure, d,Z-Milchsiiure, Brenztraubensiiure,  

Zitronensiiure, du rch  verschiedene Konzent ra t ionen  Malonsiiure. 
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer. - 

Ver- 
such 
Nr. 

- 
~ 

140 

- 
QO,  

- - 
10,9 

30,l 
5 S  

23,8 

Malon- 
siiure- 

Endkon- 
zentra- 

tion 

Yo Hem- 
mung des 
Substrat- 
Abbaues 

QO, 
fiir 

Substrat- 
Abbau 

'/o Hem- 
nung der 

Leer- 
atmung 

53 96 

26 

28 76 

51 :4 

Substrat- 
Endkonzentration 

- 
p-P heny lendiamin 

0,02 . . . . . . . . . . . .  

p-Phenylendiamin . 
- 

- 

- 
0,05 
0,05 

19,2 

18,7 3% 

172 - 
Bernsteins. 0,02 . . .  

Bernsteins. . . . . . . .  

Bernsteins. . . . . . . .  

Bernsteins. . . . . . . .  

- 

- 

- 

- 
- 

0,002 
0,002 
0,Ol 
0 ,Ol  
0,05 
0,05 

13,l  
32,O 
9.7 

26,s 
9,4 

20,9 
6,4 
970 

11% 

39% 

86 % 

124 - 
Apfels. 0,02 . . . . . . .  

ApfeIs. . . . . . . . . . . .  
- 

- 
- 

0,05 
0,05 

10,i 
22,6 
4,s 

12,l 

11,9 

7,6 
58 04 

3606 

178 

- 
130 

- 
125 

- 

- 
Mile hs. 0,04 . . . . . . .  

- 
- 

0,002 
0,002 
0,Ol  
0,Ol 
0,05 
0,05 

12,4 
14,i 
14,3 
16,2 
11,6 
13,O 
8 8  
8,O 

E lchs .  . . . . . . . . . . .  

Milchs. . . . . . . . . . . .  
- 

;?iIilchs. . . . . . . . . . . .  

- 
Brenztraubens. 0,04 

Brenztraubens. . . . .  
- 

- 
- 

0,05 
0,05 

14,2 
12,6 
5,2 

11,2 

- 1,6 

6 8  
6306 

Steigerung 

- 
Zitronens. 0,02 . . . .  

Zitronens. ......... 
- 

- 
- 

0,05 
0,05 

13,2 
20,3 

12,6 
5,1 

- 

791 

795 
62 Yo 

0 Yo 
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Tabelle 11. 
H e m m u n g d e r  L e e r a t m u n g u n d  d e s  o x y d a t i v e n  A b b a u  es  v o n B e r n s t e i n s a u r e ,  
2-Apfelsaure,  d,Z-Milchsiiure, B r e n z t r a u b e n s a u r e  u n d  Z i t r o n e n s a u r e  d u r c h  

Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringel.. 
0,02-m.  P y r o p h o s p h o r s a u r e .  

- 
Ver- 
such 
Nr . 

142 

__ 
~ 

- 
145 

- 
yo Hem 
nung de 

Leer- 
atmung 

0 76 

yo Hem- 
nung des 
Substrat- 
Abbaues 

70 yo 

Substrat- 
Endkonzentration 

Pyrophos- 
phorsaure- 

zusatz 
QO, 

Qo, fur 
hbs t ra t -  
Abbau 

19,2 

527 

11,8 
31,O 
13,l 
18,8 

14,l 
21 ,o 
14,2 
21,2 

- 

- 
Bernsteins. 0,02 

Bernsteins. . . . . . . .  
- 

- 
- 

ApfeIs. 0 , ~ .  . . . . . . .  

ApfeIs. . . . . . .  
- 

142 - 
Milchs. 0,04 . . . . . . .  

Nilchs. . . . . . . . . . . .  
- 

11,8 
15,3 
13,l 
18,6 

145 - 
Brenztraubens. 
0,04*) . . . . . . . . . .  

Brenztraubens. . . . .  
- 

- **) 

+ **) 
+ **) 

1 6 
21 Y6 

187 - 
Zitronens. 0,02 . . . .  

Zitronens. . . . . . . . . .  
- 

13,2 
21,6 
13,6 
22,2 

- 
f 
+ 

*) Oxydativer Bbbau von Brenztraubensaure erst nach XaF-Zusatz messbar. 
**) NaF-Zusatz, Endkonzentration 0,l-m. 

TabelIen 10 und 11. Tabelle 10 gibt eine Zusammenfassung uber die Hemmung des oxy- 
dativen Abbaues von p-Phenylendiamin, Bernsteinsaure, l-Apfelsaure, d, l-Milchsaure, 
Brenztraubensaure und Zitronensaure, Tabelle 11 eine fcbersicht uber die Hemmungen 
des oxydativen Abbaues der gleichen Substrate durch Pyrophosphorsaure. Beide Hemm- 
substanzen sollten in  gleicher Weise spezifisch die Succino-dehydrase blockieren. Nach 
unseren Versuchen ist dies tatsachlich fur die Pyrophosphorsiiure der Fall; sie hemmt 
spezifisch den oxydativen Bbbau von Bernsteinsaure, wahrend die Leeratmung sowie die 
Oxydation von Apfelsaure, Milchsaure, Brenztraubensaure und Zitronensaure durch 
Zugabe von 0,02-m. Pyrophosphorsaure nicht oder kaum beeinflusst werden. Versuche mit 
0,05-m. Pyrophosphorsaure, die wir hier nicht wiedergeben, ergaben die gleichen Resul- 
tate. Demgegenuber weist die Hemmung durch Malonsaure eine geringere Spezifitlt auf. 
Der oxydative Abbau von Bernsteinsiiure und von iMilchsiiure wird in gleicher Weise 
intensiv gehemmt, etwas weniger ausgesprochen, aber immer noch sehr deutlich ist die 
Hemmung der Leeratmung und die des idipfelsaure-Abbaues, mahrend der Abbau von Zi- 
tronensiiure unbeeinflusst bleibt. Der oxydative Abbau von Brenztraubensaure kommt 
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meistens uberhaupt erst nach Rlalonsiiurezusatz zum Vorschein. Die Verhiiltnisse schei- 
nen also folgendermassenzuliegen, d a s s  m a n  d i e  M a l o n s t i u r e h e m m u n g  a l l e i n  
n i c h t  a l s  v o l l w e r t i g e n  B e w e i s  f u r  d e n  A b l a u f  d e s  Z i t r o n e n s i i u r e -  
Z y k l u s  o d e r  d e r  F u m a r s a u r e - K a t a l y s e  a n n e h m e n  k a n n .  Unsere Ver- 
suche wurden nur mit Nierenschnitten ausgefuhrt und sind deshalb nicht ohne weiteres 
auf die Verhiiltnisae in anderen Organen iibertragbar. Die Einfiigung der Tatsache der 
Pyrophosphat-Hemmung in die bisherige Vorstellung uber den Zitronensiiure-Zyklus be- 
d a d  noch weiterer Untersuchungen. 

Den Einfluss von 0,02-m. Pyrophosphorsiiure auf den Abbau von I-Alanin, I-Valin 
und I-Asparaginsiiure gibt Tabelle 12 wieder. Die Spaltung von I-Alanin und I-Valin wird 
nicht gehemmt, auch f i i r  sie kann deshalb ein abligater Transport des abgelosten Wasser- 
stoffs iiber das Succino-dehydrase-System ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dass 
die Spaltung von Z-Asparaginsiiure ebenso stark wie diejenige von Bernsteinsaure durch 
Pyrophosphorsiiure gehemmt wird, ist sehr auffallend. Es ergibt sich daraus eine nahe 
Verwandtschaft der Succino-dehydrase mit dem I -  Asparaginslure desaminierenden 
Ferment : Beide werden stark durch Pyrophosphorsiiure gehemmt, wahrend arsenige 
Saure keinen hemmenden Einfluss auf sie ausiibt; da die Asparaginsaure eine a-Amino- 
bernsteinsiiure ist, ist diese Verwandtschaft sehr wahrscheinlich strukturchemisch zu 
erkliiren. Wir glauben daher auch in diesem Falle nicht, dass fiir den l-ilsparaginsaure- 
Abbau das Succino-dehydrase-System notwendig ist. D as ve  r s c hie  dene  Ve r h a  1 t e n  
des  Abbaues  v o n  I-Alanin,  1-Val in  e i n e r s e i t s  u n d  I -Asparaginsaure  a n d e -  
r e r s e i t s  gegenuber  Pyrophosphors i iure  i s t  f e r n e r  d i e  zwei te  T a t s a c h e ,  
d i e  gegen d i e  E i n h e i t l i c h k e i t  d e r  I -Aminosi iure-osydase s p r i c h t .  

Tabelle 12. 
H e m m u n g  d e r  L e e r a t m u n g  u n d  d e s  A b b a u e s  v o n  I -Alanin ,  I -Val in  u n d  

I - A s p a r a g i n s a w e  d u r c h  0,02-m. Pyrophosphors i iure .  
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat-Ringer. 

Aminosaure-Endkonzentration 0,04-m. - 
Ver- 
such 
Nr. 

142 
~ 

~ 

146 

- 
145 

- 
151 

- 

Pyrophos- 

- - 
- 1-Alanin . . . . . . .  

1-Alanin . . . . . . .  + 
+ - 

- - 
1-Valin . . . . . . .  - 

+ 
I-Valin . . . . . . .  + 

- 

- - 
I-Asparagins. . .  - 

+ *) 
Lasparagins. . .  + *) 

- *) 
1-Asparagins. , . - *) 

+ *) 
Lasparagins. .. + *) 

- 

- 

- 

__ ___ 
11,8 
16,l 
13,l 
14,2 

13,6 
15,3 
12,8 
l5,l 

__ 

9 6  Hem- 
nung der 

Leer- 
stmung ~- -__ 

0 % 

6 "/o 

yo Hem- 
mung dec 
Substrat. 
Abbaues 

0 76 

0% 

64% 

*) As,O,-Zusatz, Endkonzentration 0,001-m. 
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H e m m u n g  d u r c h  Jodess igsaure .  
Tabelle 13 enthalt die Ergebnisse der Hemmung der Leeratmung und der Bildung 

von Ammoniak aus 2-AManin, I-Valin und 1-Asparaginssure, Tabelle 14 die Resultate 
der Hemmung des oxydativen Abbaues von p-Phenylendiamin, Bernsteinsaure, I-Apfel- 
saure, d,  1-Milchsaure, Brenztraubensaure und Zitronensgure. Die Leeratmung sowie alle 
genannten Substrate ausser p-Phenylendiamin und Bernsteinsaure werden stark durch 

Tabelle 13. 
H e m m u n g  d e r  L e e r a t m u n g  u n d  d e s  A b b a u e s  v o n  E-Slanin,  I -Val in  u n d  

2-Asparaginsaure  d u r c h  J o d e s s i g s a u r e .  
Meerschweinchennierenschnitte in  Phosphat-Ringer. 

Iminoslure-Endkonzentration 0,04-m. Jodessigsaurekonzentration 0,001-m. - 
Ver- 
such 
Nr . 

113 

- ___ 

~ 

Substrat- 
zusatz 

- 
1-Alanin.. . . . .  

Z-Alanin. . . . . .  
- 

:/, Hem- 
mung des 
Substrat- 
Abbaues -- ___ 

57 % 

;/o Hem 
nung de 

Leer- 
atmung 

7804 

Jod- 
essig- 
saure- 
zusatz 

- 
- 
+ 
- 

126 - 
I-Alanin.. . . . .  

1-Alanin. . . . . .  
- 8006 

62O/, 

185 - 
I-Alanin.. . . . .  

I-Alanin. . . . . .  
- 

0.9 

0,2 

117 - 
I-Valin . . . . . .  

I-Valin . . . . . .  
- 7596 

looyo 

100% 

79% 

79% 

126 

__ 
122 

- 
1-Vaiin . . . . . .  

I-Valin . . . . . .  
- 

- 
1-Asparagins. . 

Lasparagins. . 
- 

- *) 
- *) 
+ *) 
+ *) 

188 

- 

- 
Lasparagins. . 

1-Asparagins. . 
- 

- *) 
- *) 
f *) 
+ *) 

*) As,O,-Zusatz, Endkonzentration 0,001-rn. 
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0,001 -m. Jodessigsaure gehemmt. Die Jodessig&urehemmung gleicht demnach in vielen, 
jedoch nicht in allen Beziehungen der Hemmung durch arsenige Siiure. Der oxydative 
Abbau von Brenztraubensiiure wird durch 0,001 -m. arsenige Saure vollstandig aufge- 
hoben, wiihrend 0,001-m. Jodessigsilure ihn nur zii ungefahr 707& hemmt. Besonders 
deutlich ist der Unterschied beim Abbau der I-Aspamginsaure. WBhrend Jodessigsiiure 
ihn ziemlich stark hemmt, bleibt er bei Zusatz von aneniger Saure unveriindert. Succino- 
dehydrase und das Z-Asparaginsaure abbauende Ferment untencheiden sich demnach 
durch ihr Verhalten gegeniiber Jodessigsiiure; es handelt sich also um zwei venchiedene 
Fermente. 

Tabelle 14. 
Hemmung de r  Leera tmung und des  oxydat iven  Abbaues von p-Phenylen-  
diamin. Bernsteinsiiure, I-Apfelsiiure, d,Z-Milchsaure, Brenztraubensiiure 

und  Zitronensiiure durch  Jodessigsiiure. 
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer. 

Jod- 
essig- 
saure- 
zusatz 

- 

- 
+ 
+ 

___- 
- 
- 
+ 
+ ~- 
- 
- 
+ 
+ 

QO, 

10,9 

30,l 
4,o 

27,O 

14,4 
28,9 

3,7 
16,7 

10,7 
22,6 

5,3 
2,7 

- 
Bernsteins. 0,02 . . . .  

140 

- 1 Bernsteins. . . . . . . .  

- 
p-Phenylendiamin 

0,02 . . . . . . . . . . . .  
- 

- 
lipfels. 0,02 . . . . . .  IZ4 I 

- I 1 ApfeIs. . . . . . . . . . . .  
~~ 

- 11s 1 
1 Mjlchsaure 0,M . . . .  

Mile hsiiure . . . . . . . .  
- 

- 132 
Brenztraubens. 

0,04*) . . . . . . . . . .  

Brenztraubens. . . . .  
- 

- 
Zitronens. 0,02 .... 

- 
125 I 

i 1 Zitronens.. . . . . . . . .  

iurekonzentration 0,001-m. 

-------I- 

- 
- 
+ 
+ 
- **) 

- :&*) 

+ **) 
i **) 

14,4 
21,7 

327 
4 3  

13,2 
20,3 

3,3 
6,2 

Qo, fiir 
Substrat. 
Abbau 

19,2 

23,O 

14,5 

14,O 

11,9 

2,6 

7,3 

0 3  

63q/, 
0% 

l- 

*) Brenztraubensiiure-Abbau erst nach Zusatz von NaF messbar. 
**) NaF-Zusatz, Endkonzentration 0,l-m. 
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H e m m u n g  d u r c h  N a t r i u m f l u o r i d .  

Wie aus Tabelle 15 ersichtlich ist, ist der Abbau von I-Ahnin, I-Valin und I-Asparagin- 
sgure durch 0,l-m. Natriumfluorid in ungefahr gleichem Masse hemmbar wie die Leer- 
atmung der Gewebsschnitte. Am wenigsten iibeneugend sind die Werte fur I-Valin; 
wie bei fruheren Versuchen mit dieser Aminosaure sind daran der geringe Abbau von 
l-Valin und die darum hohen Fehlerbreiten schuld. Niedrigere Honzentrationen von 

tion m. 

- 
- 

O J  
031 

- 

- 

O J  
031 

- 
- 

0,01 
0,01 

- 

- 

0.1 
0 s  

- 

- 

091 
0,1 
- 

- 
0,01 
0,01 

- 
- 

+*)  
+*)  

Tabel le  15. 
H e m m u n g  d e r  L e e r a t m u n g  u n d  d e s  A b b a u e s  v o n  I -Alanin ,  I -Val in  u n d  

I -Asparaginsgure  d u r c h  N a t r i u m f l u o r i d .  
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat-Ringer. 

Aminosaure-Endkonzentration 0,02-m. 

14,O 
16,9 
3,3 
3,2 

12,4 
12,9 
2,9 
1 9 1  

10,7 
13,4 
10,; 
10,3 

12,0 
14,2 
4,4 
43 

12,4 
13,T 
2,9 
2,s 

10,T 
12,2 
10,T 
10,3 

424 
8,2 
1,9 
3,2 

- 
Ver- 
such 
Nr . 

112 
- - 

Substrat- 
Zusatz 

yo Hem- 
nung der 

Leer- 
atmung 

76% 

yo Hem- 
mung dei 
Substrat 
Abbaues 

QNH, fiir 
Substrat- 
Abbau 

1,5 

- 0,3 

- 
I-Alanin.. . . . .  

I-Alanin.. . . . .  
- 

looyo 
126 

__ 
116 

- 
1-Alanin.. . . . .  

I-Alanin . . . . . .  
- 

- 
I-Alanin.. . . . .  

1-Alanin.. . . . .  
- 

13 

- 0,2 
0% 

121 

__ 
126 

- 
I-Valin . . . . . .  

l-Valin . . . . . .  
- 

- 

l-Valin . . . . . .  

l-Valin . . . . . .  
- 

0.5 

0 

116 - 
l-Valin . . . .  

!-Volin . . . .  
- 

0,6 

- 0,3 100 06 
122 - 

!-Asparagins. . 

‘-Asparagins. . 
- 

*) As,O,-Zusatz, Endkonzentration 0,001-m. 
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Xatriumfluorid (0,Ol -m.) hemmen noch den Aminosgure-Abbau, nicht mehr die Leer- 
atmung, auch wenn der Magnesium- und Calciumionenzusatz zum Puffer weggelassen 
wird. Uber die Hemmung des oxydativen Sbbaues von p-Phenylendiamin, Bernstein- 
siiure, l-&pfelsiiure, d, E-Milchsaure, Brenztraubensaure und Zitronensaure gibt Tabelle 16 
Aufschluss. Die Oxydation von p-Phenylendiamin, Bernsteinsiiure, Milchsaure und 
Zitronensiiure wird kaum beeinflusst, die von Brenztraubensaure kommt durch Fluorid- 
zusatz (wie durch Ndonsaurezusatz) iiberhaupt erst .messbar zum Vorschein, wahrend 
die von Apfelsiiure gehemmt wird, wenn auch nicht in gleich ausgesprochener Weise 
wie die Leeratmung und der Aminosiiure-Abbau. Dass die Hemmungen tatsachlich durch 
die Fluorid- und nicht durch die Natrium-Ionen verursacht werden, haben wir durch 
hier nicht wiedergegebene Vergleichsversuche mit 0,l -m. NaCl bewiesen. Diese ergaben 
keine Hemmungen. 

- 

- 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
i- 
4- 

- 
- 
+ 
+ 
- 
- 

-1- 

+ 
- 
- 
+ 
T 

Tabelle 16. 
H e m m u n g  d e r  L e e r a t m u n g . u n d  d e s  o x y d a t i v e n  A b b a u e s  v o n  p - P h e n y l e n -  
d i a m i n ,  B e r n s t e i n s a u r e ,  l-Apfelsiiure, d,Z-Milchsaure, B r e n z t r a u b e n s a u r e  

u n d  Zi t ronens i iure  d u r c h  0 , l - m .  N a t r i u m f l u o r i d .  
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer. 

10,9 

30,l 
4,3 
19,6 

15,7 
27,9 
i , 2  

17,l  

10,7 
22,6 
374 
9,6 

13,2 
l i ,4  
490 
8 3  

14,2 
12,6 
3,s 
w 

13,2 
20,3 

13,6 

-~ 

-~ 

4,o 

Ver- 
such 
Nr. 

140 
__ __ 

NaF- 
zu-  
satz 

yo Hem 
mung dr 
Substra 
Abbaue 

20 96 

yo Hem- 
mung der 

Leer- 
atmung 

61 96 

QOl fur 
Substrat- 
Abbau 

19,2 

15,3 

Substrat- 
Endkonzentration 

m. 

- 
p-Phenylendiamin 

0,02 . . . . . . . . . .  

p-Phenylendiamin 
- 

Qo, 

120 - 
Bernsteinsiiure O,U 

Bernsteins. . . . . .  
- 

12,2 

9,9 
54 04 

124 

__ 
125 

- 
Apfels. 0,02. . . . . .  

- 
Apfels. . . . . . . . . .  

- 
JIilchs. 0,04 . . . . .  

Milchs. . . . .  
- 

11,9 

6,2 
68 06 

48 :& 

7006 

130 - 
Brenztraubens. 0,O 

Brenztraubens. . , 
- 

- 1,6 

4 8  
i3q/, 

707/0 

Steigeru 

0 96 

125 

- 

- 
Zitronens. 0,02 . . 

Zitronens. . . . . . . .  
- 
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H e m m u n g  d u r c h  Carbonyl reagent ien .  

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

Tabelle 18 gibt eine abschliessende abersicht uber die Wirkung der verschiedenen 
Hemmsubstanzen auf den Abbau der untersuchten Substrate. Sie zeigt deutlich die 
Verwandtschaft der fur die Leeratmung und fiir den Abbau von l-Alanin und I-Valin 
notigen Enzymsysteme, den Unterschied in  der Hemmbarkeit des Sbbaues von 1-Alanin 
und 2-Valin einerseits, von L-Asparaginsaure andererseits, die Beziehungen zwischen 
Succino-dehydrase und LAsparaginsiiure-abbauendem Ferment, endlich die Spezifitats- 
unterschiede der Nalon- und Pyrophosphorsaurehemmungen. 

Tabelle 17. 
H e m m u n g  d e r  L e e r a t m u n g  u n d  d e s  Z-&4lanin-Abbaues d u r c h  0 ,Ol-m.  S e m i -  

c a r b a z i d  u n d  0 ,Ol-m.  H y d r a z i n .  
Neerschweinchennierenschnitte in  Phosphat- Ringer. 

1-Alanin-Endkonzentration 0.04-m. - 
Ver- 
such 
Nr . 

113 
__ __ 

- 

I-Ala- 
nin- 

Zusatz 
Hemm- 
substanz 

- 
Semicarbazid . . 
Semicarbazid . . 
Hydrazin . . . . . .  
Hydrazin . . . . . .  

yo Hem- 
mung der 

Leer- 
atmung 

6 94 

48 94 

yo Hem- 
mung des 
Alanin- 
Abbaues 

43 ”/, 

Tabel le  18. 
f l b e r s i c h t  i iber  d i e  W i r k u n g  d e r  u n t e r s u c h t e n  H e m m s u b s t a n z e n .  

Die Hemmung ist durch + bezeichnet. 

Hemm- 
substanz 

m. 

HCN 0,001 
Jodessig- 
saure 0,OO 

As,O, 0,001 
Malonsaure 
0,05 ..... 

Pyrophos- 
phorsaure 
0,02 . . . . .  

NaF 0,l. . .  

- 
Bern- 
stein- 
saure 
___ __ 

+ 
- 
- 

+ 

f 
- - 

- 
l-As- Brenz 
para- trau- 
gin- ben- 
slure same 

- - 

L - 
- t + 

- 
1-iip- 
fel- 

saure 
__ __ 

+ 
+ 
+ 
+ 

- 
+ - 

- 
Leer- 
at- 

mung 

i 

+ 

__ __ 

- 

+ 

- 
+ - 

K o n k u r r e n z v e r s u c h e  zwischen 1-Alanin,  I -Val in  u n d  I -Asparaginsaure .  
Nach den Hemmversuchen werden I-Alanin und I-Vatin durch das gleiche, I-Aspara- 

ginslure dagegen durch ein verschiedenes Enzym abgebaut. Die Konkurrenzversuche 
bestatigen diese Ergebnisse. In Tabelle 19 wird je einer der mehrmals mit dem gleichen 
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Aminosaure-Zusatz 

I-Alanin 
l-Valin 

...................... 

..................... 

Resultat ausgefiihrten Konkurrenzversuche zwischen I-Alanin und l-Valin einerseits, 
I-Alanin und 1-Asparaginsiiure andererseits wiedergegeben. Die Aminosaurekonzen- 
trationen m d e n  so gewahlt, dass eine weitere Erhohung der Konzentration keinen 
starkeren Abbau ergab. Da der I-Asparaginsiiure-Abbau nur in  Gegenwert von arseniger 
Saure gemessen werden kann, diese aber den Z-Alanin-Abbau betrachtlich hemmt, wurde 
eine Konzentration an arseniger Siiure gewiihlt, die die Desaminierung von Z-Alanin 
nur zu ungefahr 50% hemmt und fur die Messung der Ammoniakbildung aus I-Asparagin- 
silure gerade noch ausreicht. Dies ist bei einer Konzentration von 0,0005-m. der Fall. 

Tabelle 19. 
Beispiel  e i n e s  K o n k u r r e n z v e r s u c h e s  zwischen I -Alanin  u n d  I-Val in  u n d  

zwischen  1-Alanin u n d  I-Asparaginsi iure .  
Meerschweinchennierenschnitte in Phosphat- Ringer. 

Aminosaure-Endkonzentration 0,04-m. 
As,O,-Endkonzentration 0,0005-m. 

As,O,-Zusatz 

- 
- 

Ver- 
such 
Nr. 

57 

179 

&NE, fiir 
Substrat- 

Abbau 

E i n f l u s s  v o n  B e r n s t e i n s a u r e  u n d  d,Z-Milchslure auf  d e n  A b b a u  v o n  I-Alanin.  
Die Desaminierung von I-Asparaginsiiure und 1-Glutaminsaure durch Rattennieren- 

schnitte wird nach Krebss)  durch gleichzeitige Zugabe von d, I-Milchsaure, Brenztrauben- 
saure, Bernsteinsaure oder a-Ketoglutarsaure gehemmt. Wird anstelle von I-Asparagin- 
saure ein Ammoniumsalz zusammen mit dem zweiten Substrat zu den Schnitten gegeben, 
so verschwindet bedeutend weniger Ammoniak ah der Desaminierungshemmung von 
l-Asparaginslure durch das betreffende Substrat entsprechen wiirde. Daraus wird ge- 
schlossen, dass es sich bei der Hemmung der Desaminierung der beiden Aminosiluren 
durch ,,osydierbare 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. Nit anderen Worten, 
das I-Asparaginsiiure und das I-Glutaminsiiure abbauende Ferment sind Dehydrasen, der 
beim Abbau freiwerdende Wasserstoff hat den gleichen Weg iiber verschiedene fher- 
trager zum aktivierten Sauerstoff zuriickzulegen wie der z. B. aus Jlilchsiiure durch die 
Lactico-dehydrase abgespaltene Wasserstoff. Kann nun ein f'bertrager in der Zeiteinheit 
nur eine beschrankte Menge Wasserstoff weitergeben, so werden die beideri Substrate 
mittels des abgelosten Wasserstoffs um diesen Cbertrlger konkurrieren und beide ent- 
sprechend weniger abgebaut werden. 

Wir konnten bei gleichzeitigem Zusatz von I-Alanin und Bernsteinsaure zu Nieren- 
schnitten keine, bei Zusatz von I-Alanin und d, I-Xlchsaure eine deutlich verminderte 
Ammoniakbildung beobachten. Das Ammoniak-Defizit konnte aber in unseren Versuchen 
auch auf einem Verbrauch d w  gebildeten Ammoniaks zu Synthesezwecken beruhen, de 
bei gleichzeitiger Zugabe von kleinen Ammoniumchloridmengen und Succinat oder Lac- 
ta t  ungefahr gleichviel Ammoniak verschwindet wie aus I-Alanin bei Anwesenheit von 
Bernsteinsiiure oder Xilchsaure weniger gebildet wird. Versuche siehe Tabelle 20 und 21. 
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Tabelle 20. 
E i n f l u s s  v o n  0,02-m. B e r n s t e i n s a u r e  u n d  0,04-m. d,l-Milch s a u r e  auf  d i e  
A m m o n i a k b i l d u n g  a u s  0 , 0 4 - m .  l - A l a n i n  d u r c h  Meerschweinchennieren-  

s c h n i t t e .  

182 

I I I  

- - 
Bernsteinsaure - 

- 170 
Bernsteinsaure 170 

Ver - 
Nr . such Substratzusatze Qo, QNHS 

- 192 
Milchsaure . . . .  

Milchsaure . . . .  
- 

93 
I-Alanin.. . . . . . . . . . . . . . .  
cl, I-Milchsaure . . . . . . . . . .  17,l 

- 

- 
170 
170 

175 - 14,4 
1-Alanin . . . . . . . . . . . . . . . .  14,2 
Bernsteinsiture . . . . . . . . .  26,4 
I-Alanin+Bernsteins. . . .  21,9 - 

siiure oder 
Bernstein- 

Tabelle 21. 
V e r b r a u c h  v o n  A m m o n i a k  b e i m  A b b a u  v o n  0 , 0 2 - m .  B e r n s t e i n s a u r e  u n d  
0 ,04-m.  d, l -Milchsi iure  d u r c h  Meerschweinchennierenschnitte i n  Gegen-  

w a r t  von  k le inen  Mer e n  Ammoniumchlor id .  

Versuchs- 
Beginn Nr . 

NH, in 
mm3 nach 

60 Min. 
Versuch 

20,s 
13,7 

170 
139,8 

34,2 
26,6 

146,6 
120,3 

23,6 
21,2 13,2 

53,111 
56,5 I 0,5 I 18,7 I 
56,8 -0,4 12,9 
54,O -0,9 18,2 

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

Es ist aber trotzdem wahrscheinlich, vor allem aus dem Verhalten der Substrate 
gegeniiber verschiedenen Hemmsubstanzen, dass es sich auch beim I-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 ahnlichen 
chemischen Struktur der Substrate zu erklken ist. 

B i l d u n g  v o n  B r e n z t r a u b e n s a u r e  a u s  I -Alanin.  
1. B e s t i m m u n g  d e r  B r e n z t r a u b e n s a u r e  n a c h  Slruzlb25). 

Wird die Suspensionsflussigkeit der Nierenschnitte nach Versuchsende auf Brenz- 
traubensaure untersucht, so findet man regelmiiasig eine geringe Brenztraubensauremenge 
in den Ansiitzen mit I-Alanin, die aber nur 1 6 2 0 %  der theoretisch &us den Ammoniak- 

12 
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werten zu envartenden Menge betriigt. Die Leerwerte der hnsiitze ohne 1-Alanin betragen 
meist null. Da, wie wir festgestellt haben, zu Nierenschnitten zugesetzte kleine Brenz- 
traubemiiuremengen im Lade  einer Stunde in Seuerstoffatmosphiire bei 38O restlos ver- 
schwinden, sind die mitgeteilten niedrigen Brenztraubensiiurewerte leicht zu verstehen. 
Aus den Hemmversuchen war jedoch hervorgegangen, dam der Brenztraubensilure-Abbau 
durch arsenige Silure stiirker gehemmt wird ah  der Z-Alanin-Abbau. Wir fiihrten des- 
halb die Versuche mit Zusatz von 0,0005-m. arseniger Siiure aus und erhielten nun, bei 
einer Hemmung des I-Alanin-Abbaues von ca. 50%, 70 bis 100% der zu erwartenden 
Menge Brenztraubensaure. Tabelle 22 gibt einen dieser zahlreich ausgefuhrten Versuche 
wieder. 

Tabelle 22. 
Beispiel de r  Brenz t raubensaurebi ldung aus  I-Alanin m i t  und  ohne Zusa tz  

von 0,0005-m. arseniger Siiure. 
Neerschweinchennierschnitte in Phosphat- Ringer. 

1-Alanin-Endkonzentration 0,OP-m. 

Ver- 2:; 9~~0,- 
such zu-  

satz Nr . 
139 - - 

f - 
- + 
+ + 

ZU- 
olO des theoret. 

QNHa QBrenz- QB aus Wertes fur 
QNH, aus Alanin traubenslure Alanin Brenztrauben- 

saure 

0,29 x 1Qo 
1,6 

0,9 0,29 
2,5 1,6 0,58 0,29 = 18% 
0,9 0,28 
1,8 0,9 0,96 o’68 loo ~ 7676 

o,68 0,9 

2. Isolierung der  Brenztraubensiiure als Dinitro-phenylhydrazon des Acet- 
aldehyds im :4therextrakt.  

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

Zu diesem Zwecke wurden Grossversuche in folgender Art angestellt: in sechs 
200 cm3 Erlenmeyer-Kolben wurden je 30 cm3 Phosphat-Ringer enthaltend 0,02-m. 1-Ala- 
nin und 0,0005-m. As,O, gegeben, dazu Schweine-Xierenschnitte (Gesamttrockengewicht 
ca. 5 g). Schutteln bei 38O unter Sauerstoffdurchleitug wahrend einer Stunde. Hernach 
Enteiweissung der Suspensionsfliissigkeit durch den achten Teil des Volumens 30-proz. 
Trichloressigsiiure. Obwohl wir nach der Sfrazib’schen Bestimmung in der enteiweissten 
Losung einen fur unsere Verhiiltnisse recht hohen Brenztraubensiiurewert ( Q Brenz- 
traubensaure = 1,4) erhielten, gelang es uns nicht, aus dieser Losung die gebildete Brenz- 
traubensiiure als 2,S-Dinitro-phenylhydrazon auszufillen. Extrahiert man die mit Tri- 
chloressigsiiure enteiweisste Lasung wiihrend 8 Stunden im Fliissigkeits-Extraktions- 
apparat mit Ather, dampft man dann die atherische Losung nach Zusatz und Durch- 
schiitteln mit einigen cm3 Wasser ein, so Iasst sich aus dem wiissrigen Ruckstand mit 
2,4-Dinitro-phenylhydrazin ein rotbraunes Hydrazon ausfiillen, das in schonen, langen 
Nadeln krystallisiert und einen Schmelzpunkt von 147O zeigt, der auch bei mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol konstant bleibt. Wie Parallelversuche er- 
gaben, verhalt sich Brenztraubensilure in gleicher Weise. Xan erbalt hier ebenfalls das 
in langen Nadeln krystallisierende 2,4-Dinitro-phenylhydrazon vom Schmelzpunkt ca. 
150O. 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 .&therextraktion der Suspensionsfliissigkeit wird also 
die Brenztraubensiiure zum grossten Teil zum Xcetaldehyd decarboxyliert. 
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3. Isolierung d e r  Brenztraubenskure a h  2,4-Dinitro-phenylhydrazon. 

Die Tatsache, dass wir in der enteiweissten Suspensionsfliissigkeit der Grossver- 
suche die Brenztraubensiiure nicht direkt als Dinitro-phenylhydrazon nachweisen konn- 
ten, fiihrten wir auf die Anwesenheit von kolloiden, die Fiillung verhindernden Bestand- 
teaen zuriick. Wir diaIysierten daher die enteiweisste Losung 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. HCl gesittigter Dinitro- 
phenylhydrazinlosung zu. In  kurzer Zeit fie1 ein feiner, zitronengelber Niederschlag aus, 
der sich als das Brenztraubensiiure-phenylhydrazon envies. Gewicht des getrockneten 
Niedenchlags 35 mg, entsprechend ungefkhr 12 mg Brenztraubenskure. Aus der kolori- 
metrischen Bestimmung zu erwartende Menge Brenztraubensgure 15 mg. Schmelzpunkt 
des ungereinigten Niederschlags 211-213O, Mischschmelzpunkt 21P215O. Nach Um- 
krystallisation itus Alkohol Schmelzpunkt 215O (unkorrigiert). Die Mikroelementarana- 
lyse, ausgefiihrt 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 
20,89% gut iibereinstimmt. 

B e s p r e c h u n g  d e r  E rgebn i s se .  
Die wichtigste Tatsache, die aus den vorliegenden Untersu- 

chungen hervorgeht, ist wohl der Nachweis der Bildung von Brenz- 
traubensaure aus 2-Alanin in Gegenwart von Nierenschnitten ver- 
schiedener Tiere. WBhrend die Menge Sauerstoff, die pro Mol des- 
aminiertes Z-Alanin verbraucht wird, infolge der ungefiihr 80mal 
hoheren Leeratmung nicht gensu zu bestimmen ist, kann pro 3501 
gebildetes Ammoniak annahernd 1 31101 gebildete Brenztraubensiiure 
festgestellt werden. Der erste Abbau von Z-Alanin in der tierischen 
Niere erfolgt demnach in gleicher Weise wie derjenige von d-Alanin. 

Im  Gegensatz zu d-Alanin wird 2-Alanin aber uur durch iiber- 
lebende, intensiv atmende Bellaggregate abgebaut. Extrakte oder gar 
Trockenpriiparate spalten diese I-Aminosaure nicht. 

-41s weiterer TTnterschied im Abbau von I- und d-Aminosauren 
tritt mehr und mehr die Vielheit und engere Spezifitat der 2-Amino- 
saure-oxydasen gegenuber der geringeren Spezifitat der &Amino- 
siiure-oxydasen hervor. Ein Beitrag dafiir bildet die hier nachge- 
wiesene Trennung der I-Alanin-oxydaee, die vielleicht nsch andere 
aliphatische Monoamho-monocarbonsawen anzugreifen vermag, von 
der 2-Asparaginsaure-oxydase, die noch von EKrebs als 2-Aminosaure- 
oxydase schlechthin dargestellt wurde, obwohl auch dieser Autor schon 
die Noglichkeit der Existenz mehrerer I-Aminosaure-osydasen in 
Erwagung gezogen hat. Die beiden Enzyme, 'I-Manin-oxydase und 
Z-Asparaginsaure-oxydase, unterscheiden sich durch ihr Verhalten 
gegeniiber Zusatz von arseniger Same und von Pyrophosphorsaure. 
Arsenigc Saure hemmt die Z-Slanin-, aber nicht die Z-Asparaginsaure- 
oxydase, Pyrophosphorsaure hemmt die Z-Asparaginsaure-, aber nicht 
die Z-Alanin-oxydase. Ferner spricht der Konkurrenzversuch ein- 
deutig fiir ihre Verschiedenheit. 

CH3-CHNH,.COOH + 0 --f CH,.CO.COOH + NH3 
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Der Z-Alanin-Abbau zeigt in seiner Empfindlichkeit gegeniiber 

verschiedenen Zellgiften eine gana ausgesprochene Ahnlichkeit mit 
der Eigenatmung und dem oxydativen Abbau von 2-Apfelsaure und 
d ,  2-Milchsaure durch Nierenschnitte. Blausaure, arsenige SBure, 
Jodessigsaure, Malonsaure hemmen alle diese Prozesse in gleicher 
Weise, Natriumfluorid alle mit Ausnahme des iMichsaure-Abbaues. 
Wir ve rmuten  desha lb ,  dass  es sich auch  bei d e r  Z-Ala- 
n in-oxydase  urn e in  ganzes Fe rmen t sys t em handeln  
konn te ,  zusammengese tz t  aus  Z- Alanin-dehydrase ,  Was-  
serstoffi ibertri igern u n d  Cytochromsys tem.  Da das beim 
Z-Alanin-Abbau gebildete Ammoniak in Gegenwart von d ,  Z-Milch- 
saure oder Z-Apfelsanre sehr wahrscheinlich zu Synthesen verbraucht 
wird, ist es uns bisher noch nicht gelungen, die Dehydrasenatur durch 
den Konkurrenzversuch zu beweisen. Wir sind daran, diese Verhalt- 
nisse abzuklaren. Dass es sich dabei nicht einfach urn eine mit der 
Zellatmung gekoppelte Reaktion handelt, glauben wir daraus schlies- 
sen zu diirfen, dass der Abbau von E-Alanin fluoridempfindlicher ist als 
die Leeratmung, dass er ferner durch Semicarbazid gehemmt wird, 
das die Leeratmung kaum beeinflusst. ilus der Blausaurehemmung, 
die fi ir  die Leeratmung und den b-Alanin-Abbau gleich verlauft, schlies- 
sen wir auf die wahrscheinliche Mitbeteiligung der Cytochrom-oxydase 
bei der oxydativen Desaminierung des Z-Alanins. Ob die Hemmbarkeit 
durch arsenige SBure und durch Jodessigsaure suf die Blockierung 
fiir die Aktivitat des Fermentsystems notwendiger Sulfhydrylpuppen 
schliessen lasst, 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 Z-Alanin-Abbaues durch Carbonylreagentien an, dass 
auch Carbonylgruppen fur die M’irkung des Fermentsystems notig 
sind . 

Wahrend f i i r  das Z-Alanin-angreifende Ferment, das der Lactico- 
und Malico-dehydrase sehr nahe steht, die Dehydrasenatur noch nicht 
ausser Zweifel steht, hat Krebs durch seine oben angefdhrten Hon- 
kurrenzversuche dies fi ir  das Z-Asparaginsaure abbauende Ferment 
sichergestellt . Unsere Hemmvcrsuche zeigen nun fiir diese Z-Asparagin- 
saure-dehydrase, dass sie eine gewisse Vemandtschaft zur Succino- 
dehydrase aufweist. Beide werden durch arsenige Siiure nicht be- 
einflusst und beide werden durch Pyrophosphat gehemmt, wahrend 
alle anderen von uns untersuchten Dehydrasen bei unseren Versuchs- 
bedingungen das umgekehrte Verhalten zeigen. Sie werden durch 
arsenige Saure gehemmt, durch Pyrophosphorsaure nicht beeinflusst. 
Die Succino-dehydrase unterscheidet sich jedoch von der Z-Asparagin- 
slure-dehydrase durch ihre Widerstandsfahigheit gegeniiber Jod- 
essigsaure und Natriumfluorid, die beide die Z-Asparaginsaure- 
dehydrase stark hemmen. Wie beim Z-Alanin-Abbau stellt sich auch 

- 
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beim Z-Asparaginsaure-Abbau die Frage der Beteiligung von aktiven 
Sulfhydrylgruppen und eines zweiwertigen Metalls am Ferment- 
sys tem. 

Die Unspezifitat der Malonsaurehemmung gegenuber der Spezi- 
fitat der Yyrophosphorsaurehemmung ist bereits besprochen worden. 
Bum Schluss muss nochmals darauf hingewiesen werden, dass diese 
Ergebnisse mit Nierenschnitten erhalten wurden und nicht auf Organ- 
extrakte ubertragen werden diirfen. 

Zusammenfassung .  
1. Z-Alanin wird in der Niere der Ratte, des Meerschweinchens und 

des Schweines zu Brenztraubensaure oxydativ desaminiert. Pro No1 
gebildetes Ammoniak kann unter geeigneten Bedingungen annahernd 
1 Mol gebildete Brenztraubensaure festgestellt werden. Die Brenz- 
traubensaure wurde kolorimetrisch nach der Methode von Straub 
und praparativ als 2,4-Dinitro-phenylbydrazon nachgewiesen. 

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

3. Jede Einwirkung, die die Gewebsatmung herabsetzt, hemmt 
in gleicher Weise auch den Z-Alaninabbau, so 0,001-m. Blausaure, 
0,001 -m. arsenige SBure, 0,001 -m. Jodessigsaure , 0,O 5 -m. Malonsaure 
und 0,l-m. Natriumfluorid. Ausserdem hemmen deutlich auch 0,Ol-m. 
Natriumfluorid, 0,Ol-m. Semicarbazid und 0,Ol-m. Hydrztzin, die die 
Gewebsatmung nur wenig beeinflussen. 

4. Der Abbau von Z-Valin durch Nierenschnitte wird ebenfalls 
durch die genannten Konzentrationen Blausaure, arsenige SBure, 
Jodessigsaure, Malonsaure und Natriumfluorid gehemmt. Diese 
Ergebnisse sowie Konkurrenzversuche zwischen I-Alanin und Z-Valin 
sprechen dafiir, dass beide Z-Aminosiiuren durch das gleiche Ferment 
angegriffen werden. 

5. Der Abbau von Z-Asparaginsaure durch Xierenschnitte wird 
dagegen durch arsenige Saure nicht gehemmt, wahrend Blausaure, 
Jodessigsaure, Malonsaure und Natriumfluorid, ferner auch 0,02-m. 
Pyrophosphorsaure hemmen. Diese Resultate sowie Konkurrenz- 
versuche zwischen Z-Alanin und Z-Asparaginsaure zeigen, dass der 
Abbau von Z-Alanin und von 2-Asparsginsaure durch zwei verschiedene 
Fermente erfolgt. 

6. Es wurde ferner der Einfluss der genannten Hemmsubstanzen 
auf den oxydativen Abbau von p-Phenylendiamin, Berm teinsaure, 
Z-Apfelsaure, d,  Z-MXchsaure, Brenztraubensaure und Zitronensaure 
durch Nierenschnitte untersucht. Auf Grund dieser vergleichenden 
Versuche wird die Moglichkeit diskutiert, dass der 2-Alanin-Abbau 



durch ein Fermentsystem erfolgt, das sich aus einer Z-AIanin-dehy- 
drase, Wasserstoff ubertragern und einem Cytochromsystem zusam- 
mensetxt. Weiter wird auf die Verwandtschaft des Z-Alanin abbauen- 
den Fermentes mit dem iMilch- und ApfelsHure abbauenden Ferment- 
system einerseits, des I-Asparaginsame abbauenden Fermentsystems 
mit der Succin-oxydase andererseits hingewiesen. 

7. Die Tatsache, dass 0,05-m. Malonsaure die Leeratmung und 
den Abbau von I-Alanin, I-Valin, I-Asparaginsame, Bernsteinsaiure, 
I-hipfelsaure und d, I-Milchsaure hemmt, 0,02-m. Pyrophosphorsaure 
dagegen nur den Abbau von Bernsteinsaure und 2-Asparaginsaure, 
spricht gegen die Spezifitat der Malonsaurehemmung fiir  die Succino- 
dehydrase. 

Fraulein G. Schonberg sei auch an dieser Stelle fiir wertvoLle Nithilfe bei vielen Ver- 
suchen bestens gedankt. 

Diese Arbeit wurde dem einen (G.) von uns durch ein Stipendium von der Stiftung 
far biologisch-medizinische Stipendien der Schweizerischen Akademie der medizinischen 
Wissenschaften ermoglicht, fur das er auch hier seinen henlichsten Dank aussprechen 
m6chte. 

Basel, im Dezember 1943 
Physiologisch-chemisches Institut der Universitat. 
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18. Zur Kenntnis der Triterpene. 

Uber das Birkenteerol 
von L. Ruzieka, A.  G. Boer und Ed. Rey. 

(24. XII. 43.) 

(86. Mitteilung')). 

K. A .  Vesterberg und P. NydahZ2) erhielten bei der frsktio- 
nierten Destillation der neutralen Bestandteile des Birkenteerols 
von 244-260O siedende hnteile, die sie als Sesquiterpene bezeich- 
neten, da die Analysenwerte ungefiihr auf die Formel C,,H,, stimm- 
ten. Die physikalischen Daten zweier Praktionen des Kohlenwasser- 
stoffgemisches waren: dto = 0,890 und 0,897, ng = 1,500 uncl 1,502, 
[xID = +8,3O uncl +13,1°. Diese Kohlenwnsserstoffe gaben keine 
krystallisierten Hydrochloride, lieferten aber beim Erhitzen mit 
Schwefel ein Dehydrierungsprodukt, moraus die Autoren ein Pikrat 
vom Smp. 12To erhalten konnten, dessen halysenwerte dem Pikrat 
eines Nsphthalinkohlenwasserstoffs C,,H,, entsprachen. Der sus 
dem Pik-rat regenerierte Hohlenwssserstoff siedete bei 252 O und 
zeigte ng = 1,587. Da dieses Pikrat nach den Analysenwerten 
und dem Schmelzpunkt auf Sapotalin-pikrat (Smp. 129 O) hinweist, 
die Lichtbrechung dagegen von jener des Sapotalins3) (ng = 1,609) 
betriichtlich nbweicht, war eine genauere Untersuchung des Dehy- 
drierungsproduktes von Vesterberg und Nydnhl wiinschenswert. Wir 
hatten diese Arbeit schon 1928 in Utrecht begonnen, bevor noch 
die erste Dehydrierung eines Triterpens zu Sapo talin4) und anderen 
X~phthalin-Kohlenwasserstoffen5) durchgefiihrt war. 

l )  85. Mitt. Helv. 26, 2283 (1943). 
2, Svensk. Kern. Tidskr. 39, 117 (1927); nach C. 1927, 11, 1103. 

Ruzieka, Huyser, Pfeiffer und Seidel, A. 471, 37 (1929). 
4, Ruzieka und van Veen, R. 48. 1018 (1929). 
5, Vgl. besonders Helv. 15, 431 (1932). 


