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Z u s a m  men  f a s sung.  
Das durch Bromierung von Cyclodecanon init 1 Mol N-Brom- 

succinimid erhaltene a-Brom-cyclodecanon gab bei der Behandlung 
mit Natriummethylat in guter Ausbeute die bisher unbekaniite 
Cyclononan-carbonsiiure (11). 

Das Bromierungsprodukt, welches aus Cyclodecanon mit 2 Mol 
N-Bromsuccinimid entstand, lieferte durch Erhitzen mit Dimethyl- 
anilin ein Gemisch von trans-Dekalon-( I) (111) und AY,lO-Oktalon-( I) 

Aus den1 Bromierungsprodukt des Cyclononanons mit 2 Mol 
N-Bromsuccinimid erhielt man bei der analogeh Behandlung mit Di- 
methylanilin das Asj9-Hydrindenon-( 4). 

Der Mechanismus der ungewohnlichen transanularen Cycli- 
sierungsreaktion wird diskutiert. 

(m. 

Organisch-chemisches Laboratorium 
der Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

114. Eine spektrophotometrische Bestimmungsmethode 
fur same und alkalische Phosphatasen 

von Hans Brandenbergerl) und Roberta Hanson. 

( 2 7 .  111. 53.) 

Da es sich bei den Phosphomonoesterasen I bis IV2) uni relativ 
unspezifische Fermente handelt, kann eine grosse Zahl von Phosphat- 
estern als Substrate fur den Enzymtest herangezogen werden. Die 
klassischen Bestimmungsverfahren beruhen auf Uberf uhrung eines 
der Hydrolysenprodukte, entweder des abgespaltenen Phosphates 
oder dann der freigesetzten Alkoholkomponente, in einen Farbstoff ”), 
dessen Honzentration kolorimetrisch gemessen wird. Dieses jedoch 
umst&ndliche und zeitraubende Vorgehen birgt ausserdem noch in- 
folge seiner Kompliziertheit vide Fehlerquellen. Das ist um so schwer- 
wiegender, als die heute klinisch so wichtigen Phosphatase-Bestim- 

l) Jetzige Adresse : Department of Physiological Chemistry, University of Pennsyl- 

2, J .  Roche, The Enzymes I, Part 1, p. 473 (1950). 
3, Siehe besonders: P. A .  Lewene & R. T. Dillon, J. Biol. Chem. 88, 753 (1930); 

H. D. Kay, J. Biol. Chem. 89, 233 (1930); A.  Bodansky, J. Biol. Chem. 101, 93 (1933); 
E. J .  King & A.  R. Armstrong, Canad. Med. Assn. J. 3 I ,  376 (1934); E. Gutmann & A. B. 
Gutmann, J. Biol. Chem. 136, 201 (1940); A .  M. Seligmann und Mitarbeiter, J. Biol. 
Chem. 190, 7 (1951). 

vania, Medical School, Philadelphia, Pa., U.S.A. 
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mungen in Spitalern oft von chemisch nicht speziell geschultem 
Personal ausgefiihrt werden. 

In  neuerer Zeit sind daher Restimmungsverfahren ausgearbeitet 
worden, die mit Verbindungen arbeiten, die als Phosphatester zwar 
farblos, in hydrolysierter Form hingegen farbig erscheinen oder 
fluoreszierenl), was die Bestimmung der Enzymwirkung sehr verein- 
facht. Die Farbintensitat der in Frage stehenden Verbindungen ist 
jedoch meist pH-abhangig und der Farbton oft unbestandig, so dass 
deren Standardisierung und Stabilisierung der colorimetrischen Be- 
stimmung voranzugehen hat2). Dies verunmoglicht aber eine konti- 
nuierliche Messung der Enzymwirkung der Spaltungsreaktion. Auch 
handelt es sich bei den chromogenen Substraten meist um kompli- 
zierter gebaute Molekeln (mit Ausnahme von p-Nitrophenyl-phos- 
phat), welche durch die Phosphatasen oft  nicht mit der gewunschten 
Geschwindigkeit gespalten werden, zum Teil auch nicht in sehr 
reiner Form erhaltlich sind3), was lange Reaktionszeiten und die 
hohen Blindwerte der Enzymteste bedingt. 

Unser spektrophotometrisches Verfahren vermeidet die er- 
wahnten Unannehmlichkeiten; es ist sehr einfach, genau und emp- 
findlich und erlaubt kontinuierliche Ablesungen. 

Die Tatsache, dass Salicylskure eine starke Absorptionsbande 
mit Maximum zwischen 295 und 300 m p  aufweist, die von ihren 
Fettsaureestern nicht gegeben wird, wurde von L. J .  Edwurds be- 
nutzt, urn die nichtenzymatische Hydrolyse von Aspirin zu stu- 
dieren4), und Hofstee hat die enzymatische Hydrolyse der erwiihnten 
Fettsiiureester (spektrophotometrisch verfolgt) zur Bestimmung der 
Esterase-Aktivitat 5 ,  und fur kinetische Studien6) ausgewertet. 

Wir haben nun festgestellt, dass die Lichtabsorption des Phos- 
phorsaureesters der o-Oxy-benzoesaure zwischen 295 und 300 m p  
ebenfalls sehr gering wird (Figuren I und 11). Da der Ester sowohl 
von den sauren wie auch von den alkalischen Phosphomonoesterasen 
schnell hydrolysiert wird, eignet er sich als Substrat fur eine spektro- 
photometrische Verfolgung der Enzymreaktion. Die Extinktions- 
hohe der entstehenden o-Oxy-benzoesaure ist in dem fur Phosphatase- 
Bestimmungen wichtigen pH-Interval1 von 4 bis 9,5 nahezu kon- 
&ant4), diejenige des Esters fast identisch gering (Figur 11), so dass 

l) Siehe besonders: Y .  Omori, Enzymologia 4, 217 (1937); 0. A. Bessey und Mit- 
arbeiter, J. Biol. Chem. 164, 321 (1946); C. Huggins & P. TuZuZay, J. Biol. Chem. 159, 
399 (1945); H .  Neumann, Exper. 4, 74 (1951). 

2, Siehe neben den unter 4, angegebenen Zitaten auch: J .  Monche, Rev. espan. 
fisiol. 7, 229 (1951); K. Linhardt & K .  Walter, Z. physiol. Ch. 289, 245 (1952). 

3, 0. A.  Bessey & R. H .  Love, J. Biol. Chem. 196, 175 (1952). 
4, L. J. Edwards, Trans. Faraday SOC. 46, 723 (1950). 
5 ,  If. H. J .  Hofstee, Science 114, 128 (1951). 
6, B. H .  J .  Hojslee, J. Biol. Cheni. 199, 357 und 365 (1952). 
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rnit sauren untl alkalischen Phosphatasen in gleicher Weise, lecliglich 
unter Verwendung verschiedener Pufferlosungen, gearbeitet werden 
kann, und die Resultate sich direkt und ohne jede Korrektur mit- 
cinander vergleichen lassen. Zwei weitere Vorteile anseres Verfahrens 
beruhea auf der grossen Wasserloslichkeit des Substrates sowie auf 
der Tatsache, dass dessen nichtenzymatische Hydrolyse in wasseriger 
Losung iiusserst langsam erfolgt. Letzteres bedingt, zusammen mit 
der Reinheit der Substanz, verschwindende Vergleichswerte, die 
zudem bei geeigneter Arbeitsweise automstisch subtrahiert werden. 

Fig. 1. Fig. 2. 
-0- Salicylsaure in Wasser, o-Carboxyphenyl-phosphat 

5 .  10-4-~n., p H  = 3,50. 8,3.10-g-m. in Pufferlosungen: 
o-Carboxy-phenyl-phosphat in 0 Acetat pH = 4,25 
IVasser, j-10-4-rn., p H  = 3,4L e Phosphat pH = 6,40 

x Phosphat pH = 7,85 
0 Glycin pH = 9,25 

Der o-Carboxy-phenylester tler Phosphorsaure wurde zum ersten- 
ma1 von Couper l ) ,  spater wiederholt von Anschiit9) erwahnt. Durch 
Vermengen von Salicylsaure mit Phosphorpentachlorid in geringem 
nberschuss erhielten die genannten Autoren ein destillierbares Tri- 
ehlorid3), welches bei sehr vorsichtiger Hydrolyse den Phosphorsaure- 
ester lieferte. Ihre Schmelzpunktsangaben schwanken zwischen 140° 
und 145O. Wir fanden, dass das Reaktionsprodukt durch Umkristalli- 
sation am Dioxan oder BUS Dioxan-Benzol-Gemisch leicht ganz rein 

l) A.S. Couper, C. r. 46, 1107 (3858); A. 109, 369 (1859). 
z, R. Anschiilz, A. 228, 308 (1885); R. Anschutz & W. 0. Emery, A. 239, 301 (1887). 
3, Siehe auch R. Anschiitz & W .  0. Emery, A. 253, 105 (1889). 
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mit dem Smp. 153-154O erhalten werden kann. Die Absorptions- 
kurve des Rohproduktes zeigt um 300 m p  noch eine Inflexion, 
welche durch zweimaliges Umkristallisieren vollig eliminiert wird. 

o-Carboxy-phenyl-phouphat wurde 1950 von Walker & Kingl) ernent erwahnt. 
Diese Autoren setzten Salicylsaureester in Pyridin mit Phosphoroxychlorid um und 
hydrolysierten das als Bariumsalz isolierte Zwischenprodukt, Di-o-carbomethoxyphenyl- 
pyrophosphat, mit Natronlauge zum Orthophosphat mit freier Carboxylgruppe, welches 
aber wiederum nur als Bariumsalz gefasst wurde. Die alten Arbeiten von Couper und An- 
schutz sind in dieser Publilration nicht erwahnt, und da Walker & King ihre Verbindung 
lediglich durch Barium- und Phosphor -Analysen und eine leider nicht charakteristische 
Dissoziationskurve beschreiben, wissen wir noch nicht rnit Sicherheit, ob sie mit der iiber 
das Trichlorid erhaltenen Substanz identisch ist. Walker & King haben ihre Substanz als 
Phosphatase-Substrat getestet und als nicht sehr geeignet gefunden. Wir werdcn noch 
untersuchen, ob dieser Umstand dadurch bedingt ist, dass unser spektrophotometrisches 
Verfahren vie1 empfindlicher ist als die von den englischen Autoren verwendete colori- 
metrische Bestimmung des abgespaltenen Phosphates, ob er sich dadurch erklaren lasst, 
dass wir nicht mit der gleichen Phosphatase wie WaZker& King (einem Praparat aus Kot) 
gearbeitet haben, oder ob unsere Substrate verschieden sind. 

Bur Durchfuhrung des enzymatischen Testes werden Puffer-, 
Enzym- und Substrat-Losung in eine Beckmm-Absorptionszelle ge- 
geben und die Extinktion bei 2.98 m p  in bestimmten Zeitintervallen 
gegen eine Vergleichszelle gemessen, welche das gleiche Gemisch, aber 
ohne Enzym oder rnit inaktiviertem Enzym, enthalt. Die Erhiihung 
der Extinktion pro Zeiteinheit gibt ein direktes relatives Mass fur die 
Enzymaktivitat. Dessen Umrechnung in Mengen an gespaltenem Sub- 
strat ergibt sich leicht aus den Extinktionskurven. Eine Extinktions- 
erhohung von 1,600 entspricht 1. 10W3 Mol an gespaltenem Substrat 
pro 1, und, wenn man wie wir mit e.inem Gesamtvolurvien von 3 ml 
arbeitet, 3.10-6 Rlol pro Ansatz. 

Das Verfahren eignet sich nur fur klare Losungen. Enthalt die 
Fermentquelle eine grossere Konzentration von Substanzen, welche 
in dem in Frage stehenden Spektralbereich absorbieren, so sind diese 
zuerst zu entfernen. Palls dies durch Dialyse moglich ist, so ist dies 
meist auf einfachem Wege durch Einlegen der Dialysierhulle uber 
Nacht in fliessendes Wasser zu erreichen. I n  vielen Fallen, wie zum 
Beispiel bei Verwendung von Urin als Enzymquelle, ist eine solche 
Dialyse aus andern Grunden sowieso empfehlenswert2), so dass da- 
durch keine zusatzliche Arbeit resultiert. Hohe Proteinkonzentration 
wirkt storend, da deren bei 300 mp noeh betrachtliche Absorption 
nur beschrankte Enzymdosen zu verwenden erlaubt, wodurch die 
Inkubationszcit sehr verlangert werden kann. So ist zum Beispiel 
unsere Methode fur die direkte Bestimmung der sauren und alkalischen 
Phosphatasen im Blutplasma aus diesem Grunde nicht geeignet. Wir 
arbeiten gegenwiirtig an einer Modifikation des Verfahrens, urn es 

l) P. G .  Walker & E. J .  King, Biochem. J. 47, 93 (1950). 
2, Ct. R. Dolory & M .  Hetherington, Can. J. Med. Sci. 30, 1 (1952). 
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auch fur diesen heute wohl am haufigsten ausgefuhrten Enzymtest 
verwendungsfahig zu niachen. 

Im  experimentellen Teil beschreiben wir Messungen mit einem 
kauflich erhaltlichen Phosphatase-Praparat sowie mit menschlichem 
Urin. Unsere Angaben sind lediglich als typische Anwendungsbeispiele 
gedacht ; Vorversuche mit anderen Enzyinquellen sind ebenfalls 
positiv msgefallen. 

Die saure Phosphatase des mannlichen sowie auch die bedeutend 
schwachere des weiblichen Urinsl) lasst sich durch den Zusatz von 
Fluoridionen vollstandig inaktivieren. In1 Gegensatz zu den Beob- 
achtungen von Ohlrneyer2) vermochten wir die Fermentwirkung durch 
Magnesiumionen nieht zu besehleunigen. Das erfasste Enzym ist 
demnach eine Phosphomonoesterase 11. Es besitzt ein pH-Optimum 
in der Gegend von 4,5, welches allerdings nicht scharf ausgepragt ist 
(siehe exper. Teil). 

E x p er im en t e 11 er Te i 1. 
1. D a r  s t e l lun g d e r  o - Car b o x y p h  en y 1 - p h o s p h o r s  a u re. 7,0 g Salicylsaure 

(0,05 Mol) wurden mit 14,5 g Phosphorpentachlorid (0,07 Mol) vcrmengt. Das Reaktions- 
geniisch wurde nach Beendigung der Umsctzung bei 12 mm Druck destilliert. Den zwischen 
168 und 188O ubergehenden Anteil losten wir in der 5- his 10-fachen Menge wasserge- 
sattigtem Bcnzol und Iiessen bei Zimmerteinperatur stehen. Meist dauerte es mehrere 
Tage bis zum Beginn der Abscheidung einer weissen Substanz, welche zwischen 140 und 
145O sintert und schmilzt. Wiederholtes Urnkristallisieren aus Dioxan oder aus Dioxan- 
Benzol lieferte die o-Carboxyphenyl-phosphorsaure in farblosen, langen Prismcn vom 
Smp. 153-154O (unkorrigiert, Kupferblock), Ausbeute : 37-42y0 der verwendeten 
Salicylsaure. 

C,H,O,P Ber. C 38,53 H 3,21 P 14,2304 
(218,07) Gef. ,, 38,49 ,, 3,49 ,, 14,03:/, 

Bbsorptionsspektrum in Wasser: Min. bei 258 mp;  F = 0,780. Max. bei 279 mp; 

2. E n z y m p r a p a r a t e .  a) Alkalische Phosphatase von ,,Bias"-Laboratories, NcwYork, 
N.Y.: 10 mg des Praparates wurden in 100 ml OJ5-in. Satriumchlorid-Losung aufge- 
schlammt und 10 Min. bei Rmmtemperatur geschuttelt. Die filtrierte Liisung wurde 
dirckt fur den Enzymtest verwendet,. 

b) Szure Phosphatase des menschlichen Urins: Frischer Urin wurde iiber Kacht 
gegen fliessendes Lcitungswasser von 4 bis 6O dialvsiert ; anschliessend wurde die Hulle 
fur einige Std. im Eisschrank in destilliertes Wasser eingelegt. Der grosste Teil der um 
300 m p  stark absorbierenden Harnsauro wird auf diesem Wege entfcrnt. Langer dialy- 
sierter Urin crgab die gleiehen Resultate. 

6 1,500- lO-'. 

l) Siehe besonders die folgenden Abhandlungen, wo sich auch die neiteren Literatur- 
zitate finden: F. Demuth, Bioch. Z. 159, 420 (1925); Ilr. Kutscher, Z. physiol. Ch. 235, 62 
(1935); E. Waldschmidt-Leitz & Wr. Noanebusch, Naturw. 23, 164 (1935); A .  Dmochow- 
ski & D. Assenlrajm, Naturw. 23, 501 (1935); W. Kutscher & H .  Wolfberg, Naturw. 23, 
558 (1935); H .  Woljberg, Z. physiol. Ch. 238, 23 (1936); 11.1. D .  Altschule und Mitarbeiter, 
Am. J. Clin. Path. 21, 450 (1951). 

2, P.  Ohlmeyer, Z. physiol. Ch. 282, 1 (1945). 
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3. Spekt ren .  Die Messung der Lichtabsorption geschah mit einem Beckman- 
Spektrophotometer, Model1 DU, mit konstantem Temperatureinsatz. Die Spektren des 
o-Carboxyphenyl-phosphates wurden bei 5" aufgenommen. so dass auch in nicht neu- 
tralem pH-Gebiet keine Hydrolyse erfolgen konnte. 

4. S pe  k t r  o p h o  t ome t r  i s  c he E n  z y m b es  t i m m ung en.  Die Enzymreaktionen 
wurden durch kontinuierliche Messung der Extinktionserhohung bei 298 m p  im oben er- 
wahnten Spektrophotometer bei 37O verfolgt. Puffer und Enzymlosung wurden, evtl. 
mit der zu testenden hemmenden oder aktivierenden Substanz, in die Beckman-Zellen 
gegeben und 15 Min. bci 37O austemperiert. Die Verglaichszelle enthalt an Stell der Enzym- 

oder durch Kochen denaturiertes oder durch grosse Inhibitor-Gaben inaktiviertes Ferment. 
Man leitet die Reaktion durch Zusatz der kurz vorher auf gleiche Temperatur gebrachten 
Substratlosung und kurzes Mischen ein. Da das Substrat auch der Vergleichszelle zuge- 
setzt wird, ist die nichtenzymatische Hydrolyse eutomatisch aus den Messresultaten 
elirninicrt. Die Extinktion bei 298 m p  wird in bastimmten Zeitintervallen abgelesen. 
Bei Verwendung von genugend starken Fermentpraparaten ergeben schon wenige Minuten 
ein genaues Mass der Enzymaktivitat in Form der Extinktionserhohung pro Min. 

Wir arbeiteten mit einem Totalvolumen von 3,O ml, die Konzrntration des Sub- 
strates in der Beckman-Zelle war 5. lOW-m., die Ionenstarke der Losung lag meist um 
0,15. 

Anschliessend beschreiben wir als Anwendungsbeispiele einige Enzymteste, wobei 
wir, um die Genauigkeit der Methode zu illustrieren, im ersten Falle die gesamte Messreihe 
wiedergeben. 

losung Wasser (fur Urin), 0,15-m. Kochsalzlosung (an Stelle der Bios-P 1 osphatase), 

5. E n z  y man s a  t z  mi  t Bios - P h o s p  h a  t a s e  (Temperatur 37Oj. 

1. 1 ml 0,15-m. 
Kochsalzlosung Phosphatase-Msung 

1 in1 Bios- 1 ml Steapsin 
(Lipsse, z. Vgl.) 

Fermentlosung) 

0,125 0,175 0,220 0,270 0,320 0,560 
Zelle 2 I :::li I 0,055 1 0,060 10,060 I 0,060 1 0,060 1 0,060 1 
6. S a u r e  P h o s p h a t a s e  d e s  U r i n s  (Temperatur 37Oj. a )  Ansatz mit mannlichem 

Urin, ohne und mit Zusatz von Magnesium- und Fluorid-Ionen : 

Vergleichszelle I Zelle 1 I Zelle 2 I Zelle 3 

1. 0,5 ml Wasser I 0,5 ml Urin I 0,5 ml Urin 1 0,5 ml Urin 
2. 1,0 rnl Acetatpuffer 0,3-in., pH = 4,5 nach Verdunnung 
3. 1 ,0 ml wasserige Substratlosung, 1,5-10-3-m. I 
4. 0,5 ml Wasser 0,5 ml Wasser 0,5 ml0,30-m. MgC1, 0,5 ml 0,30-m. NaF 

AE/Min. -1 0,087 1 0,000 
(fur 0,5 ml Urin) 
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b) Saure Phosphatase des miinnlichen Urins bei verschiedenem pH: Ansatze wie 
oben ergeben mit 0,5 ml Urin bei: 

I dE/Min. I 0,080 1 0,085 1 0,085 1 0,082 1 0,070 1 0,068 

115. Zur Synthese yon radioaktivem Brogesteron 
von Marcel Gut. 

(12. v. 53.) 

Fur biologische Versuche benotigten wir in grosserer Menge radio- 
aktives Brogesteron, dessen radioaktives Kohlenstoffatom Glied 
eines Ringes sein sollte. 3-  und 4-14C-Progesteron sind bereits von 
Heard und Mitarbeiterl) beschrieben worden, wobei die Radio- 
aktivitat in die Atiocholensaure eingefiihrt und dann die Seitenkette 
auf bekanntem Weg aufgebaut wurde. In  dieser Methode wurden 

l) R. D. Heard & P.ZiegZer, Am. Soc. 72, 4328 (1950). 

c) Saure Phosphatase des weiblichen Urins: Ansatz wie oben ergibt mit 0,s ml 
Urin bei p H  5 ein A E/Min. von 0,010 und 0,013 (zwei verschiedene Fraktionen von der 
gleichen Person ; Reihenmessungen liegen keine vor). Fluoridzusatz inaktiviert voll- 
standig! 

SUM&IARY. 

A rapid and very sensitive spectrophotometric method for the 
determination of the acid and alkaline phosphatases is given, using 
o-ca,rboxyphenyl-phosphate as a substrate. This compound has been 
purified and characterized by its melting point and absorption spectra 
in a'queous solutions of different pH. Hydrolysis of the ester can be 
followed continuously by measuring the increase of extinction at, 
298 mp. 

Some data are given for acid phosphatase in urine. 
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