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Zone total 75 mg eines farblosen 61s eluieren. Zersetzungsprodukte blieben in der Saule 
haften. 

Die basische Hauptfraktion, die in Chloroform spezifische Drehwerte von [a]: = 

- 125O bis - 165O aufwies, konnte erst nach einer weiteren Reinigung iiber das neutrale 
Tartrat krystallisiert werden. 

69 mg des Rohproduktes lieferten mit 23 mg D-Weinsaure in Methanollosung das 
neutrale Tartrat, das nach vorsichtigem Einengen zur Sirupkonsistenz und Zufiigen von 
Aceton bis zur beginnenden Triibung in Nadeln (53 mg) krystallisierte. Die daraus frei- 
gesetzte Base krystallisierte nun aus Methanol beim Animpfen mit dem Decarboxylie- 
rungsprodukt aus Lysergsaure in Platten vom Smp. 172O (kom.). Ausbeute: 27 mg. Zur 
Analyse wurde die Substanz bei 155O im Hochvakuum sublimiert. 

3,076 mg Subst. gaben 9,053 mg CO, und 2,019 mg H,O 
2,638 mg Subst. gaben 0,294 em3 N, (1Q0, 746 mm) 

C,,H,,N, Ber. C 80,31 H 7,19 N 12,50% 
Gef. ,, 80,27 ,, 7,34 ,, 12,79% 

[a]: = - 325O (c = 0,3 in Chloroform) 
Das Produkt ist in allen Eigenschaften identisch mit dem Decarboxylierungsprodukt 

aus Lysergsaure. 

Zu sammenf a s s ung. 
Die Aufhebung des Asymmetriezentrums am Kohlenstoffatom 8 

durch /?-Aminocarbonslure-Spaltung ergibt ein identisches Lactam 
aus Lysergsaure und Isolysergsaure, was zur Formulierung dieser 
Isomeren als Diastereomere fiihrt. Ihre hydrierbare Doppelbindung 
wird auf Grund des Vergleichs der Ahsorptionsspektren in d9-l0 fest- 
gelegt. Der Hofmam'sche Abbau, die Decarboxylierung und die 
Hydrierung von Lysergsaure und Isolysergsaure werden in Uberein- 
stimmung mit dieser Auffassung formuliert. Fur den Mechanismus der 
reversiblen Lysergsaure-Isolysergsiiure-Umlagerung wird eine Er- 
Blarung gegeben. 

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium ,,8andoz" Basel. 

65. tSber diwBildung von Alanin aus Brenztraubensaure 
und Histidin durch Leberextraktl) 

von 0. Wiss. 
(1.11.49.) 

In  einer friiheren Arbeit2) wurde von Untersuchungen iiber die 
Alaninbildung a t w  Brenztraubensaure und Ammeniumchlorid durch 
homogenisierte Rattenleber berichtet. Die Bildung ist abhiingig von 

l) Teilweise vorgetragen an der 30.Tagung des Schweizerischen Vereins der Physio- 
logen und PharmakoIogen (25. Januar 1947 in FrilTourg). 

2) 0. Wias, Helv. 51, N89 (194SJ. 
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gleichzeitig verlaufenden Oxydationsrorga tigen. In St icLht offatmo- 
sphare oder bei Busatz von oxydationsh(.iriiiiendcri Suhtanzon \vie 
Kaliumcyanicl oder Arsentrioxyd ist sie st,irl., herabgcwt z t .  13s liegt 
somit die Vermutung nahe, dass es sich uni t ’ i i r  energt~tiwh gCc.liopl)elte\ 
Reaktionsyaar handelt, wobei die Oxytlwt icfn die I<neigie fur dic 
endergonisch verlaufende Aminierung liefci t . 

Wenn an Stelle von Ammoniumion I3 i \ t  itiiii niit 13wiiztrnuIwn- 
saure in der gleichen Versuchsanordnung X I I  1% I knktion gel )i*;tclit wird, 
wird ebenfalls Alanin gebildet. Der ?Tach\\ {Arfolgt e i i i i t  c.inei- fruher 
beschriebenen Bestimmungsmethode l) uii( I 1 lurch Isolierutig als ,& 
Kaphthalinsulfoverbindung. 

Als Frklarung fur diese Alaninbildun:, iricl 1 rrschic.tlt~iic 3Ioglich- 
keiten in Betracht zu ziehen: 

Brenztrauhensaure konnte mit Hist id I i i  unianiiniert w i * ( l q  s o  
dass neben dem Alanin 1midazolbrenztr;iii 1 ) c f i n b a i i r c  gehilqlet rirdc.. 
Aus nclueren lTritersuchungen2) geht jetioc-11 her\ or. tliis> (lie Cm-  
aminierung auf wenige Aminosauren hesclii ;iiikt i\t iiritl t1;1\s Histidin 
nicht darsn teilnimmt. 

Nach Ed7bucher und ?Jlitarbeitern3) erit ht eht in  tlcr I ~ l w r  clurch 
die Wirksamkeit der Histidase aus Histidin (:lutarnins;\ui.e. Der Nach- 
weis wurde durch Tsolierung der Glutarninyaiire erl)r;it.ht. 14:s hesteht 
jedoch die Mdglichkeit, dass durch das Veif;i I i i ~ n  aus  einerii unbekann- 
ten Ahbauprodukt des Histidins Glutairiiiihaurc kutist l k h  erzeugt 
worden ist. TcJsar und R i t t e n b e ~ g ~ )  hab(Ji1 tlurcli Verfutt erung von 
deuteriumhaltigem Histidin keine anhalt s1)ii iikte fur einti Glutamin- 
sgurebildung erhalten; sie haben jedoch die Jloglichkeit Clvr Glutamin- 
saurebildung auf Grund ihrer Untersuch iingen niclit ;iiisschliessen 
li6nnen. Nit Hilfe der mikrobiologischen Ilcl hotle koiint (’11 u ir tliese 
Glutaminsanrebildung aus Histidin bestat 1gSt.n. Es hat sich ergeheri. 
dass die Glutaminsaure mit zunehmeiitlciii Histit1inal)l)aii angc- 
rkiehert wird. Wenri auch damit kein sichtm.r T 3 t i ~  eih fi l l .  die Gluta- 
minsaurebildung aus Histidin erbracht isi . h o  ist hie tlocli erheblich 
vriahrscheinlicher geworden. Immerhin bwt clit auch in diesem Falle 
die Moglichkeit. dass der zur Bestimmung \ erw-entfete 1,:wtobacillus 
an Stelle der Glutaminsaure eine unbekaririt e,  Btoffwechsel-ver~andte~te 
Substanz verwerten kann. Wenn aus Histidin Glutaminsaure entsteht , 
so ist es moglich, dass die oben erwahni(A dlaninbiltl 
aminierung zwischen Brenztraubensaure und  dcr ails 
standenen Glutaminsaure zuruckzufuhreti ist. Vergleichentle Ver- 
suche haben jedoch ergeben, dass GlutaminGiure in vie1 geringerem 

l) 0. Wiss, Helv. 31, 22 (1948). 
2, P. P. Cohen und G.  L. Hekhuis, J. Biol. Cherii. 140, i l l  (1 941 ) : U .  E.  GI ern. L. E’. 

3, S. Edlbacher und J .  Kraus, Z. physiol. Ch. 195, %(i7 (1931). 
4, Ch. Tesar und D. Rittenberg, J. Biol. Chem. 170, 35 (1047). 

I 

Leloir und B. Nocito, J. Biol. Chem. 161, 559 (1945). 
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Nasse als Alanin gebildet wird. Durch Zusatz von Brenztraubensaure 
wird ihre Bildung etwas herabgesetzt. Die Herabsetzung entspricht 
jedoch nur einem Bruchteil des gebildeten Alanins. 

Es bleibt somit zur Erklarung der Alaninbildung eine dritte 
Aliiglichkeit : Die Brenztraubensaure wird mit Hilfe des durch Ring- 
spaltung freigesetzten Ammoniaks zu Alanin aminiert. Fiir diese S n -  
nahme sprechen folgende Beobachtungen : Die gleichzeitige Bestim- 
mung des Imidazol- und Ammoniakgehaltes in Vergleichsansatzen, 
von denen der eine Histidin und der andere Histidin und Brenz- 
traubensaure enthalt, zeigt, dass bei ungefiihr gleicher Abnahme des 
Imidazols das messbare freie Ammoniak durch Zusatz von Brenz- 
traubensaure stark rerringert wird. Wird zu Leberextrakt Brenz- 
traubensaure zugesetzt, so wird diese teilweise abgebaut ; die Abnahme 
ist jedoch deutlich erhoht, wenn gleichzeitig Histidin zugegen ist. 
Der Aminostickstofigehalt zeigt das umgekehrte Verhalten; Zusatz 
von Histidin zu Brenztraubensaure erhoht die Aminostickstoffwerte. 
Aus allen diesen Beobachtungen muss der Schluss gezogen werden, 
dass das Alanin aus Brenztraubensaure und dem durch die Histidase 
freigesetzten Ringstickstoff entsteht. In  gleichem Sinne sprechen Ver- 
suche mit der Urocaninsaure. Urocaninsaure wird durch ein yon Sera 
und Yndnl) beschriebenes Ferment analog dem Histidin durch Ring- 
spaltung abgebaut. Im Unterschied zur Histidinspaltung wird vorerst 
kein Ammoniak gebildet. Erst durch Umwandlung des entstandenen 
Glutamins in Glutaminsaure sol1 1 Mol Ammoniak freigesetzt werden. 
Wird an Stelle von Histidin TJrocaninsaure neben Brenztraubensaure 
zu Leberextrakt zugegeben, so wird kein zusatzliches Alanin gebildet. 

Tm Gegensatz zur friiher beschriebenen Alaninbildung aus Brenz- 
traubensaure und Ammoniumion entsteht Alanin aus Brenztrauben- 
saure uud Histidin auch unter anaeroben Bedingungen. Es ist zu ver- 
muten, dass in diesem Falle die exergonisch verlaufende Ringspaltuqg 
die zum Aufbau des Alanins notige Xnergie liefert; vielleicht wird 
dabei der Stickstoff nicht in Form von Ammoniak freigesetzt, sondern 
von einem unbekannten Abbauprodukt des Histidins direkt auf die 
Brenztraubenskure ubertragen. 

Exper imente l l er  Teil. 
Methoden.  

1. Ammoniak:  Bestimmung nach Conway2). 
2. Imidazol :  Bestimmung nach Edlbacher und Mitarbeitern3). 
3.  Brenzt raubensaure :  Bestimmung nach Straub4). 
4. Aminos t i  c k s  t off:  Bestimmung nach Folk5) .  

1) Sera und Yadu, Mitt. med. Ges. Osaka 38, I (1939). 
2) E.  J .  Conway <id A .  Byrne, Biochem. J. 27, 418 (1933). 
3) S.Edlbacher, H .  Baur, H.R.Staehelin und A .  Zeller, Z. physiol. Ch. 270, S58 (1941). 
4 )  P. B. Straub, Z. physiol. cls. 244, 117 (1936). 
5) 0. Folin, J. Biol. Chem. 51, 393 (1922). 
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5. Alanin:  Bestimmung nach 0. Wiss'). 
6. G l n t a m i n s a u r e  bzw:- Blutamin: Bestimmung nach Hac und R'Iitarbeitern2). 

friiheren Arbeit3). 
Genaue Angaben uber die Durchfuhrung der Restirnmungen finden sich in einer 

Bi ldung v o n  Alanin  a u s  Hiscidin u n d  Rrcnztraubcnsi iure .  
Es wurden Ratten-, Meerschweinchen- oder Kaninchenlebern vernendet. Die Le- 

bern wurden entweder homogenisiert, wie in einer fruherrn Mitteilung beschrieben worden 
ist (loc. cit.), oder in Form eines Extraktes zugesetzt, dm folgcndermassen hergestellt 
wurde : 1 Teil Leber wurde mit Seesand verrieben, mit I Teil Phosphatpuffer extrahiert 
und nach 10 Minuten langem Zentrifugieren die flussige Phase verviendet. Es hat sich ge- 
zeigt, dass homogenisierte Leber und Leberextrakt in genau gleicher Wcise aus Brenz- 
traubensaure und Histidin Alanin bilden. Die Versnrhe wurden in Warburg .Gefassen 
durchgefiihrt (Gesamtflussigkeitsvolumen = 3 cm3). Das p x  des Puffers betrug 8,0. 
Ein Versueh bestand aus folgenden 4 Ansatzen : 

1. Extrakt (2,O-2,5 cm3) mit Puffer auf 3 cm3 c>rgiinzt. 
2. Extrakt (2,O-2,5 cm3) + m/25 Brenztraubensaure. 
3. Extrakt (2,O-2,5 om3) + mi50 L-Histidin. 
4. Extrakt (2,O-2,5 om3) + m/25 Brenztraubensaurr + m/50 L-Histidin. 
Brenztraubensaure und Histidin wurden'im Puffcr gelijstden Ansiitzen azugegeben. 

Die Konzentrationsangaben fur Brenztraubensaure und Histidin bedeut'en die Endlron- 
zentration. 

In der folgenden Tabelle sind angegeben: 
1. Differenz der Ammoniakwerte aus den Ansatzen 3 und 4, welche zeigt, wieviel 

Ammoniak durch die zugesetzte Brenztraubensiiure gebunden wird. 
2. Differenz der Imidazolwerte aus den Ansatzen 3 iind 4. Die sehr geringe Differenz 

zeigt, dass durch die zugesetzte Brenztraubensaure die ltingspaltung nur in geringem 
Masse beeinflusst wird. 

Tabelle 1. 

Ver- 
such Tierart 

Nr. I 
1 
2 
3 
4 

~ 5 

~ 6 
i 7 

8 
9 

10 
11 
12 

1 13 
14 
15 

Meerschweinchen. 
Meerschweinchen. 
Meerschweinchen. 
Ratte. . . . . .  
Ratte. . . . . .  
Ratte. . . . . .  
Ratte. . . . . .  
Ratte. . . . . .  
Ratte. . . . . .  
Ratte. . . . . .  
Ratte. . . . . .  
Ratte. . . . . .  
Ratte. . . . . .  

~ R a t t e .  . . . . .  
Ratte. . . . . .  

Ver- 
suchs. 
dauei 
in Std 

1 %  
1% 
2 
2 
6 

6 
1 
6 

% 

% 
% 

2 
6 

% 
% - 

Am- 
moniak 

- m/57 
- m/69 
- m/58 
- m/52 
- m/60 
- mi74 
- m/106 
- mi85 
- m/40 
- m/105 
- m/108 
- m/5O 
- m/72 
- m/92 
- m/99 

Imidazol 

- 
- m/838 

0 

I 

- mi277 
- mi674 
- mi180 

- mi1630 
- mi170 
- m/287 
- m/2380 
- m/398 

- 

Brenz- 
trauben- 

saure 

-- m/170 
-- m/324 
-- m/176 

__ 
-- m/336 
-- m/271 
-- m/187 
- 

-4mino- 
stickstoff 

+ mj67 
+ m/52 
+ m/59 
- 

- 

- 
+ m/86 
+ m,434 
+ m/89 
- 

- 

Alanin 

- 

+ m/102 
+ m/69 
+ m/50 
+ m/71 
+ m/141 
+ m/166 
+ m/75 
+ m/82 
+ m/66 
+ m/77 
+ m/83 
+ m/84 

l) 0. Wiss, Helv. 31, 22 (1948). 
*) L. R. Hac, E .  E.  Snell und R. J .  Wil l iam, J. Biol. Chem. 159, 273 (1945). 
3, 0. Wiss, Helv. 31, 1189 (1948). 



Ver- 
suchs- Atmo- Am- 
dauer sphiire moniak 
in Std. 

Tierart 

[rschweinchen . f i 1 -m/84 -m/84 

-m/33 
N, -m/29 

- m/85 I- N, -m/99 

Ratte . . . . . . 

18 Kaninchen. . . . 

Vergleichende U n t e r s u c h u n g e n  u b e r  G l u t a m i n s a u r e -  u n d  Alaninbi ldung.  
Wird zu Leberextrakt Histidin zugegeben, so liisst sich eine deutliche Zunahme der 

Glutaminsaure bzw. des Glutamins feststellen. Wenn gleichzeitig dem Ansatz Brenztrau- 
bensaure zugegeben wird, so findet wohl eine Abnahme der Glutaminsiiure statt; wie aus 
Tabelle 3 hervorgeht, entspricht die Abnahme der Glutaminsiiure jedoch nur ca. einem 
Drittel des gebildeten Alanins. 

Im ubrigen wurden die Versuche in gleicher Weise durchgefiihrt wie oben beschrieben. 
Von den in der Tabelle in Kolonne 1 und 3 angegebenen Alanin- und Glutaminsiiurewerten 
sind die Leerwerte, d. h. die im Extrakt vorhandenen Mengen, abgezogen. 

Auch aus dem zeitlichen Verlauf der Glutaminsaurebildung, verglichen mit dem- 
j enigen des Alanins, geht hervor,'dass sie im Vergleich zur Alaninbildung verzogert ist 
(Fig. 1). Die Glutaminsaure kann deshalb nicht als Muttersubstanz fur das Alanin in Frage 

- 
Brenz- 

Imidazol trauben- Amino- 
SiiUR 

stickstofi 

-m/885 -m/75 +m/56 
-m/267 -m/55 +m/69 
-m/117 -m/88 +m/44 
- m/131CI 8 -  m/353 + ~ , 9 0  

- m/107 + m/106 
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kommen. I n  Parallelansatzen, welchen Histidin und Brenztraubensaure zugesetzt war, 
wurden nach verschiedener Versuchsdauer, d. h. nach 30, 60 und 120 Minuten, Alanin 
und Glutaminsaure bestimmt. 

Tabelle 3. rzusatz I Alanin 1 Differene 1 G1ige- rTl Differenz 

I Histidin I mi976 
I I L  

Histidin + I Brenztraubensaure m/76 

Histidin 0 

Histidin+ 
Brenztraubensaure m/67 

Histidin 

Histidin + I Brenztraubensaure mi72 

in/1086 -~ 

I .  
30 60 /Zff Zd inMniIfen 

Fig. 1. 

B 11 s a m m  e n f a s s u n g. 
1. Extrakte aus Batten-, Xeerschweinchen- und Kaninchenlebern 

bilden ,%us Brenztraubensaure und Histidin Alanin. 
2. Das gebildete Alanin wurde als j3-Naphthalinsulfoverbindung 

isoliert. Die spezifische Drehung zeigt, dam naturliches Alariiri isoliert 
worden ist. 

3 .  Tm Gegensatz zur $laninbildung aus Brenztraubensaure und 
Ammoniumion entsteht Alanin auch unter anaeroben Bedingungen. 

4. Es konnte festgestellt w-erden, dass der zur Aminierurig ver- 
wendete Stickstoff aus dem Imidazolring stammt. Das Alaniri entsteht 
nicht durch Umaminierung zwischen der aus dem Histidin entstan- 
denen Glutaminsaure und der Brenztraubensaure. 

Phgsiologisch-chemisehcs Institut der Uriiversitat Basel. 


