
Volumeii SXXII, Fasciculus I (1949) - So. 22. 149 

22. uber eine Mikrobestimmung des Oxyprolins in Blut und Harn; 
Beeinflussung des Oxyprolin- Gehaltes durch Verabreichung 

von Prolin 
von 0. Wiss. 

(15. XII. 48.) 

K .  Lang  l) hat eine Mikrobestimmung des Oxyprolins angegeben, 
die auf der von L,crngheZd2) beschriehenen Reaktion zwischen Amino- 
siiuren und Natriumhypoehlorit beruht. Nach Lang entsteht auf diese 
Weise aus Oxyprolin Oxypyrrolin. E. Waldschmidt -Le i tx  und 8. 
dkabori3)  haben jedoch durch Isolierung Pyrrol als Reaktionsprodukt 
nachgewiesen. Die Abtrennung des Pyrrols erfolgt durch Wasser- 
dampfdestillation mit der von Lang (1. c.) angegebenen Apparatur, 
die quantitative Restimmung nach Kondensation rnit p-Dimethyl- 
sminobenzaldehyd oder Isatin auf kolorimetrischem Wege. Im  Gegen- 
satz zu den Angaben von Lang ist die Restimmung des Oxyprolins 
nach Waldschmidt -Le i tx  auch bei Verwendung von p-Dimethylamino- 
benzaldehyd gegeniiher Prolin spezifisch. Eine Modifikation der be- 
schriebenen Methode wurde ron  N c .  Parlane und Gzcest4) ausge- 
arbeitet ; das Oxyprolin wird mit Wasserstoffsuperoxyd in Pyrrol 
umgewandelt, das Pyrrol nach Kondensation mit Isatin photo- 
metrisch bestimmt. Es hat sich gezeigt, dass diese Methoden in 
der beschriebenen Form zur Bestimmung des freien Oxyprolins in 
Blut und Harn zu unempfindlich sind. Wir haben deshalb die von 
Lung angegebene, von Waldschmidt -Le i t z  verbesserte Methode so 
modifiziert, dass das freie Oxyprolin in Rlut und Harn sich einfach 
bestimmen lasst. 

Durch Futterung von rnit lsotopen markiertem Prolin wurde 
festgestellt, dass der Stoffwechsel cies Prolins mit demjenigen des 
Oxyprolins in Beziehung steht. Ein Teil des so zugefiihrten isotopen 
Stickstoffes konnte aus dem Oxyprolin des Korpereiweisaes isoliert 
werdenj). Es war deshalb von Interesse festzustellen, wie der Oxy- 
prolingehalt des Blutes und die Ausscheidung im Harn durch Verah- 
reichung von Prolin beeinflusst werden. 

l) K .  Lmg,  Z. physiol. Ch. 219, 148 (1933). 
I )  K. LangheM, B. 42, 2360 (1909). 
') E. Waldschmidt-Leitz iind 8. dkabori, Z. physiol. Ch. 224, 187 (1934). 
*) NcFarlane und Guest, Canad. J. Research. Sec. B. 17, 413 (1939). 
j) X. R. Stetfen und R. fi'choenheimer, J. Biol. Chem. 153, 113 (1944). 
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E x p er i in en  t e 11 e r T e i 1. 
R e  ageiiz ien 1 )  un d A 1 I par  a 1 v . 

a) Reagenzien : 
Na t r i u m carbon a t  I o s un g : 10-proz. 
Hypochlor i t losung:  8 g NaOH+16 cnl3 H 2 0  L 6 O  g Eis. E i n i t i t : ~ ~ ~  ron ('tilor \,is 

zii einer Qeivichtszunahme von 7,l  g;  init \Tirswr auf 100 ( . in3  auffiillcri: I&iing 

in dunkler Flasche in1 Eisschrank aufbewahri,ti. 
N a t r i u m g l u t a m i n a t l i i s u n g :  10 g Glutaminsiirirv +BY,;, mi:) 11.  SaOH .-\\'asscr ad 

loo ('1113. 

p - Dime t h y 1 a niin o b e n z a 1 de h p dl 6 s u n g  : 2,s. III'OZ. in -4 lit o h  )1. 
Salzsii u r e  : 22,5-proz. 

1)) Apparate : 
Snstelle der voii Lang angegebenen Apparatur \-t~\\-endeteii \vir znr Ikstillation ciiien 

durch Schliff mit absteigendem Kiihler verbundcnen Riuidkollicn voii 20 cm3 lnhalt. 
Die Intensitat des Farbstoffes wurde mit dern l'ulfrich-Sti~f(,iipl-ioton.,~,t~~r geniessrn : 

die Absorptionsspektren wurden mit dem Rec/:~~~ccr~-Spc~litropraplirri itiif~eiioiiiiii"ii. 

Durchf i ihrung d e r  Best  iinmung. 
4,5 cm3 Analyse, die einen Gehalt von ca. 2--(i 7 Oxpprolin c.ntlialtcn soil, wird irii 

Rundkolbcn unter Eiskiihlung mit Q,5 em3 Nat~riiirnc~;~ri)onatliisung nrid 0,.5 ( , i n 3  riskalter 
Natriumhypochloritlosung versetzt, gut gemischt 11 iid wahrend 3 Miniit en in dcr KLltc 
stchen gelassen. Nach Zusatz von 1,5 em3 Satrinrii~liitaminatlijsiiti:: und cirier Spatctl- 
spitze Bimssteinpulver wird der Kolben an den Kiihlvr angeschlosstm, tier I nhalt auf den1 
Luftbad zum Sieden erhitzt und his zur Troekne i n  c.in gradniertcs Ttiih.rcahcn von ca. 
1.5 c1n3 Inhalt destilliert. Die Destillation sol1 voni %c.itl)unkt dcs Sicdri is :in nacli 10 Mi- 
nuten beendet sein. Die Flamme muss nach Trockiiring drs Iliickstaridcs sofort. entfernt 
werden; bei abcrhitzung zersetzt sich die Glutauiinsiiure a n t x  Bildiing von grossen 
Mengen Pyrrol. Der Inhalt der Vorlage wird niit n'ass!,r auf 7 cni3 aufgclfiillt. Sach Zusatz 
von 2 em3 p-Dimethylaminobenzaldehydlosung uiid I l.rn3 Salzsii~ire Ilildet sicli der uii- 
best'andige Farbstoff. Da die Intensitat des Farbstoffw ichr rasch cin ~ l a s i n ~ ~ i n i  crreicht. 
aber rasch wieder abnininit,, wird genaii nach 2 Mitiliten perr~essil~n. Es ut~rclrri 3 cni- 
Kiivetten und Filter S 53 verw-endet. 

Xi c h k u  r v r  . 
Ansatze von je 1, 2, 3, 4, 5,  6, 7 uiid 8 y O x ~ ~ , ~ ~ i , l i n ~ e h n l t  n-c~rtl i~:~ ! ia( . l i  obiper. Yor- 

sclrrift' behandelt und ergeben dic folgende Eichkurx O. 

E 
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S p e z i f i t a t .  

In Ubereinstimnlung rnit den Angaben von Waldschmidt-Leitz konnte festgestellt 
wcrden, dass reines Prolin, nach obiger Vorschrift behandelt, mit p-Diniethylaminobenzal- 
dehyd keinen Farbstoff ergibt. Auch den Befund, dass Pyrrol als Reaktionsprodukt ent- 
steht, konnten wir bestatigen : Aquirnolare Mengen von Pyrrol und mit Natriunihypo- 
chlorit behandeltem Oxyprolin (5,ll y Pyrrol und I0  y Oxyprolin) wurden mit p-Dimeth>-l- 
aminobenzaldehvd kondensiert. Die Absorptionsspektreu zeigen denselben Verlauf. 

& 
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Fig. 2. 

Aus dem Vergleich der Kurven ist weiterhin ersicht,lich, dass a m  Oxyprolin ca. 
7Uo'i, der theoretischen Menge Pyrrol gebildet werden. 

Um den eventnellen Einfluss anderer Aminosauren zu priifen, wurde eine bekannte 
Alcnge Oxyprolin in einer Aminosauremischung bestimmt. Die Zusamnlensetzung des 
(hnisches entsprach ungefiihr einem Caseinhydrolysat. Es enthielt in 100 cm3 Losung: 

Glykokoll . . . . . . . . .  100 mg 
Alanin . . . . . . . . . . .  280 mg 
Serin . . . . . . . . . . .  375 mg 
Cystin . . . . . . . . . . .  18 mg 
Methionin . . . . . . . . .  175 mg 
Threonin . . . . . . . . . .  195 mg 
Valin . . . . . . . . . . .  350 mg 
Leuoin. . . . . . . . . . .  605 mg 
Isoleucin . . . . . . . . . .  325 mg 
Arginin. . . . . . . . . . .  205 mg 
Lysin . . . . . . . . . . .  345 mg 
Asparaginsaure . . . . . . .  315 mg 
Glutaminsaurc . . . . . . .  1140 mg 
Phenylalanin . . . . . . . .  260 mg 
Tyrosin . . . . . . . . . .  320 mg 
Histidin . . . . . . . . . .  125 mg 
Prolin . . . . . . . . . . .  410 nig 
Oxyprolin . . . . . . . . .  100 mg 

Das Aminosauregemisch wurde folgendermassen verdiinnt : 1 cm3 auf 100 em3, 
davon 1 cm3 auf 10 cm3. In 3 Parallelans&tzen. in welchen je 2 em3 der Losung (ent- 



152 IIELVETICA CHIBIIC \ \ (  TX 

sprechend 2 y Oxyprohn) zur Bestimmung verwencli t nurdtn. fanden V I I  2.1 y ,  2 7' ruid 
2,lri y Oxyprolin. Es zeigt sich also, dass sich dab ( Ix? prolin nnivrh,ilb tlc i Fchlergrenzc~ 
drr Methode (maximale Abweichung & 5-100/) n I( (11 r na( hweiim I 

Bes t immung des  Oxyprol ins  i t 1  I ilut u n d  Hai i i .  

Das Blut a i rd  nach Folin') mit Pu'atriumuolfr,tm I t  iiiid Schnefr 15,?uic1 entrivrisst 
1 Tell Blut wird mit 2 Teilen Wasser haemolSsiert uiid init le 1 T( 11 \\'olframat und 
Hchuefelsaure versetzt. Bei hohem Oxyprolmgehalt ii)uw dxi erltrt 
mriter verdunnt %erden. 

Im Harn 15 Ird Oxyprolin ohne besoridere \'( 11 b i  hand lung, 
dunnung, bestimint. 

I Ratten . . . . . 5 
Meerschweinchen . 9 
Kaninchrn . . . . 7 

&Tor ni a lw e r t e ve rs c hie  d e ii (,  i' 'Fie r i t  r t e ii . 
Der Gehalt an Oxyprolin im Blut bei Kanini.hc.n, Meerschweiiiclien tind Ratten 

ist hei gcniihnlicher ErnLhrung gering und schwankt irinerhalb zit~mIic.li writer Grenzen. 

0,132 ingo/, 0,087 -0.1 87 ing"/, 
0,2!l tngg; 0,218 -0.178 nig% 
0,171 ingo:, 0,075 -0,264 m g x  

Tahelle 1. 

Anzahl der Durch.c,hiiittlic.het, sc.hn nrlkullgsbereicl 
Untersuchungen Oxypt olingehitl t 

Uber die Bccinflussung drs Oxyprolingehaltcbi durcli \ erichicdmc Ernahrung 
berichten v i r  an anderer Stellcz). 

Ber inf lussung des  Oxpprol ingehal tes  im Blit t bind der  .\iis\c hridung i i n  

H a r n  d u r c h  Verabre ichunp \on P r o l i n .  

21 Katten von ca. 200 g Korpergewicht wnrdeii 100 mg Prohri in 3-1ncm. Losuup 
subcutan injiziert. Die Tiere vurden in verschiedencn Zeitabstanden getotet und im Blut 
der Oxyprolingehalt bestimmt. Bei einer weiteren GI iippc a urdr tlir -\ussi Iwidung \ o n  
Oxyprolin im 24 Stunden-Harn geniessen. 

Tnhrlle 2. 

Oxyprolingrhalt in mg'), 11 tch -1 
'Iz Stunde 1 1 Stunde 

0,574 0,625 
0,6 0,768 I 1,09 
0,574 j 1,06 , 0,875 

I I 1 I 

'I 0.Folin und H .  Ww, J .  Riol. Cliem. 38, 81 11919); 41, 3ti7 (I!M)): Laborat. 

z, 0. Il'iss, Helv. 32, 153 (1949). 
Manual of biol. Chemistry, S. 227, Kew York -Lond~ I I I  1925. 
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;Ins den Zahlen der Tabelle 2 geht hervor, dass schon nach y2 Stunde der Oxyprolin- 
grhalt auf ein Mehrfaches der Nornialwerte angestiegen ist und dass der Gehalt allmahlich 
absinkt, so dass er nach 4 Stunden wieder im Rerrich der Kormalwerte liegt. Aus Tabelle 3 
lit crsirhtlich, dass auch die Ausscheidung von Oxyprolin im Harn erheblich zunimmt. 

Tabelle 3. 
I k r  Tagesharn wurde auf 20 em3 mit Wasser verdiinnt und ein aliquoter Teil zur Bestim- 

mung verwendet. 

I ~ y p r o l i n a u s s c h e i d u n g  in1 Tagesharn in y I 

435 90 
6,25 96 

11,25 200 
930 140 

Zusammenf  a s sung .  

1. Es wird eine Methode beschrieben, die es ermoglicht, den 
Oxyprolingehalt in kleinen Nengen Blut und Harn zu bestimmen. 

2. Die Methode ist gegeniiber den andern Aminosiiuren spezi- 
fisch. 

3.  Durch Verabreichung yon Prolin an Ratten steigt der Oxy- 
prolingehalt des Blutes an unti die Ausscheidung im Harn nimmt zu. 

Physiologisch-chemisches Institut der Unii-ersitat Basel. 

23. Untersuchungen uber die freien Aminosauren im Blute 
bei verschiedener Ernahrungl). 
11. Die entbehrlichen Aminosauren 

von 0. Wiss 
(15. XII. 48.) 

In einer fruheren Mitteilung2) wurde uber den Gehalt an freien 
rssentiellen Aminosauren im Blut und uber dessen Beeinflussung 
(lurch verschiedene Ernahrung Inerichtet. Es hat sich dabei gezeigt, 

l) Teilneise vorgetragrn an der 32. Tagung des Schweizcrischen Vereins der Physio- 

?) 0. IViss, Helv. 31, 2148 (1948). 
logcn iind Pharmakologen (31. Januar 1948 in Basel). 


