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Die in Tabelle 1 angegebenen Werte sind Mittcl aus 2 Abbauversuchen. Die spez. Aktivitat der 
Glutaminsaure betrug 31 400 Impulse/min/mg C und unter Beriicksichtigung der etwa 35fachen 
Verdiinnung durch Trager 1,09 x lo6 Impulse/min/mg C. 

C. Bestimmung van Serindehydrataseaktivitat in Meerschweinchenlebev. Meerschweinchenleber 
wurde in 0 , l ~  Na-Phosphatpuffer pH 7,4 mit eineni Glashomogenisator zerkleinert und 30 Min. 
bei 1500 g zentrifugiert. Die Halfte des uberstehenden wurde 5 Min. im kochenden Wasserbad 
erhitzt und nachher von den ausgefallencn Proteinen abzentrifugiert. Samtliche Ansatze ent- 
hielten 1 ml erhitztes oder nicht erhitztes uberstehendes, 1 ml 0 , l ~  Na-Phosphatpuffer ph 7.4, 
Pyridoxalphosphat l O 4 ~  und Adenosintriphosphat M. Die Ansatze mit Serin wiesen einc 
Arninosaurekonzentration von 1,6 x ~ O - * M  auf. Das Volumen pro Ansatz betrug 4 ml. Die Inku- 
bation crfolgtc unter Vakuum in THUNBERG-Rohrchen bei 38' wahrend 30 min. Pyruvat wurde 
nach FRIEDEMANN & HAUGEN bestimmt2*). 

Diese Arbeit wurde durch einen Fonds der ELI LILLY AND COMPANY ermoglicht, der wir 
fur ihre Unterstiitzung bestens danken mochten. 

SUMMARY 

Slices of guinea-pig liver were incubated in the presence of gly~ine-[Z-~~C] und 
glutamine. The distribution of radioactivity among the different carbon atoms of the 
isolated glutamine is consistent with the view that glycine is metabolized via serine 
and pyruvic acid. Direct conversion of serine to pyruvic acid in guinea-pig liver is 
also shown to take place. 

Biochemisches Institut der Universitat, Zurich 

86) TH. E. FRIEDMANN & G. E. HAUGEN, J. biol. Chemistry 747, 415 (1943). 

10. Eine einfache Methode zur Bestimmung von 35S in 
biologischem Material 

von K.  Schmid 

(15. XI. 60) 

1. Einleitung. - Bei weichen /3-Strahlern, wie dem Radioschwefel (35S), muss bei 
Radioaktivitatsmessungen der Selbstabsorption Rechnung getragen werden. Die 
Messproben mussen daher in gleichwertiger, wohldef inierter Form vorliegen. Fur 
exakte Bestimmungen wird mit Vorteil Barium- oder Benzidinsulfat verwendet. 
Zur Oxydation des Schwefels stehen verschiedene Verfahren zur Verfiigung. Die 
Oxydation nach CARIUS l), wobei die Probe mit Salpetersaure-Perchlorsaure nass 
verascht wird, liefert zuverlassige Werte, ist aber speziell bei fettreichem biolo- 
gischem Material sehr zeitraubend 2, und erfordert haufige Ubenvachung. Die elegante 
Kolbenverbrennung nach SCHONIGER~) ist vorwiegend fur kleine Substanzmengen 
geeignet und daher bei biologischen Proben nicht immer befriedigcnd. 

l) S. S. WALKENSTEIN & C. M. KNEBEL, Analyt. Chemistry 29, 1516 (1957); G. A. N E ~ J E V A ,  

2) K. H. MENKE, 2. Tierernahrung Futtermittelkunde 12, 135 (1957). 
3, W. SCKONIGER, Microchim. Acta 7956, 869; A. HABERSBERGEROVA-JEN~EKOV~~ & J.  C f m A ,  

Biochimijs 27, 723 (1956); J .  KaTz & S. B. GOLDEN, J .  Lab. clin. Med. 53, 658 (1959). 

Coll. csechoslov. chem. Comm. 24, 3777 (1959). 
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Bei Stoffwechsel-Untersuchungen von 35S-p-Butoxyphenyl-p-dimethylaminophe- 
nyl-thioharnstoff (DPT) 4, und 35S-Sulfaphenazo15) fuhrten wir in unserem Labora- 
torium eine grosse Zahl von 35S-Bestimmungen in den verschiedensten biologischen 
Materialien von stark unterschiedlichen Aktivitaten aus. Als einfachste und zuver- 
Iassigste Aufschlussmethode erwies sich dabei der Rombenaufschluss nach WURZ- 
SCHMITT~).  Die Substanzeinwaage, die bis zu 500 mg betragen kann, wird in einer 
Nickelbombe rnit Natriumperoxyd gemischt und durch Anheizen von aussen ge- 
zundet. Die erkaltete Schmelze wird ausgelaugt und das geloste Sulfat, eventuell 
nach Tragerzusatz, in die entsprechende Fallungsform iibergefiihrt. Nach Abfil- 
trieren, Trocknen und Auswagen des Niederschlages werden Plattchen uunendlichb) 
dicker Schicht hergestellt, deren Radioaktivitat mit einem dunnwandigen End- 
fenster-Durchflusszahlrohr bestimmt wird. 

2. 35S-Bestimmung. - 2.1. Einwaage: Bei fcsten Proben wie organischen Substanzen oder 
Trockenpulvern biologischer Proben (lyophilisiertes Blut, Gewebe- und Organhomogenate usw.) 
werden bis zu maximal 500 mg oder 1 mMol S direkt in dic Aufschlu~sbombe~) eingewogen. Bei 
Harn, anderen Korperfliissigkeiten oder Homogenaten wird eine entsprechende abgemessene 
Menge direkt in ein kleines, aus dunner Aluminiumfolie hergestclltes Napfchen gebracht und im 
Hochvakuum eingetrocknet. Die so erhaltenen Trockenruckstande werden rnit dem Aluminium- 
napfchen zusammen verascht. Bei feuchten Proben ist 3s notwendig, die Einwaage vor Zugabe 
des Natriumperoxydes rnit wenig pulverisiertem Natriumcarbonat zu iiberdecken, um eine vor- 
zeitige Reaktion zu vermeiden. 

2.2. Aufsckluss: Zur Einwaage gibt man 160-180 mg dthylenglykol (6 Tropfen) und iiber- 
schichtet mit 5-10 g feinkornigem Natriumperoxyd. Bei heftig reagierenden Substanzen ist es 
von Vorteil, das Peroxyd rnit einer dunnen Lage Natriumcarbonat zu iiberschichten, um ein Fest- 
kleben des Deckels durch die Schmelze zu verhindern. DiFses Vorgehen ist besonders auch bei 
Anwendung der Aluminiumnapfchen notwendig. Die verschlossene Bombe wird durch Anheizen 
rnit einer kleinen Stichflamme geziindet. Durch die von WURZSCHMITT~) vorgeschlagene Bei- 
mischung von Athylenglykol erfolgt die Zundung bereits bei 56". Sie zeigt sich an durch Orange- 
farbung der Flamme und durch Aufgliihen des Bombenbodens. Die Bombe kann praktisch sofort 
darnach durch Eintauchen in Eiswasser abgekuhlt werden. Man entfernt den Schraubverschluss 
und spult den Deckel und Dichtungsring der Bombe rnit 30 ml Wasser ab, die Bombe selbst wird 
unter Umschwenken in dieses Spulwasser gebracht. Nach der kraftig einsetzenden Zersetzung 
wird das iiberschiissige Peroxyd durch kurzes Erhitzen zerstort. Anschliessend wird die Bombe 
aus der Losung genommen und rnit 25 ml Wasscr abgespiilt. 

Bei biologischen Proben, die in der Regel nur Spuren von Schwefel enthalten, werden 2 ml 
1~ Schwefelsaure als Trager zugefugt. Darauf wird die Wsung mit 20-proz. Salzsaure schwach 
angesauert (Methylorange), heiss durch ein Hartfilter abfiltriert und das Filter dreimal mit je 5 ml 
hcissem Wasser nachgewaschen. Gelegentliche Grunfarbung des Filtrates riihrt von in Ldsung 
gegangenen Nickelsalzen her. Kohleteilchen auf dem Filter sind fur die Bestimmung ohne Einfluss, 
dagegen ist der Aufschluss unbrauchbar, falls die Losung braun gefiirbt ist. 

2.3. Fallung und Filtratior.: Das klare, schwach salzsaure Filtrat des Aufschlusses wird zum 
Sieden erhitzt und unter Umschwenkcn tropfenweise rnit 5 ml Bariumchloridlosung (100 mg 
BaCl,, 2 H,O/ml) versetzt. Nach 12stundigem Stehenlassen wird der Niederschlag auf eine 
gewogene Glasfilternutsche (G4) abfiltriert, mit 20 ml heissem Wasser und zum Schluss rnit 
Alkohol und dther  nachgewaschen. Die Nutsche wird 30 Min. im Trockenschrank bei 120" ge- 
trocknct, 20 Min. im Exsiccator erkalten gelassen und gewogen. 

4, K. SCHMID & J.  TRIPOD, Leprosy Review 30, 85 (1959). 
5, K. SCHMID, J.  TRIPOD & F. GROSS, Klin. Wschr. 38, 862 (1960) 

s, R. WURZSCHMITT, Mikrochemie 36/37, 769 (1951). 
') Bomben, Verschluss und Sichcrheitsofen zu beziehen von J 

& J. DRUEY, Helv. 44, 89 (1961). 

i. Br., Deutschland. 
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2.4. Herstellung dev Messproben: Fur die Radioaktivitatsbcstimmung werden vom Barium- 
sulfat-Niederschlag 150 mg in ein Schalchen aus rostfreiem Stahl eingewogen und mit einem 
dazu passenden Stempel unter Rotieren fest gepresst. Die auf diese Wcise erhaltenen Barium- 
sulfatplatten sind von sog. o unendlich v dicker Schicht (40 mg/cm2), so dass die Selbstabsorptions- 
korrektur wegfallen kann. Die gemessene Radioaktivitat wird nach entsprechenden Korrekturen 
fur den Blindwert sowie den Aktivit&tsabfall auf Grund dcr Halbwertszeit unter Berucksichtigung 
der gefundenen Mengc Niederschlag auf die Einwaage umgerechnet. 

3. Diskussion der analytischen Methoden. - Die Reproduzierbarkeit und 
Genauigkeit der analytischen Methoden sowie der radiochemischen Messungen wurde 
mit Hilfe der nachfolgend beschriebenen 3sS-markierten Substanzen iiberpriift. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle wiedergegeben. Zur Analyse der 35S-Schwefelsaure 
wurden reine wasserige Losungen von titrimetrisch bestimmtem Gehalt ohne Auf- 
schluss direkt gefdlt und ausgezahlt. 

Prufung der gravimetrischen und der radiochemischen S-Bestimmungsmethode 

Anzahl 
Praparat ") 

1546 -I: 17 
3942 f 51 
2463 f 29 

2471 f 37 

99,2 f 0,7 
99.4 f 0.6 

99,6 & 0,9 

S6S-H,S04 . , . . . . . 12 
SSS-DPTb) . . , . . , . 18 
3%-Sulfaphcnazol . . . 22 

Matcrialc) . . . . . . 24 
S5S-Sulfaphenazol + biol. 

a) Einwaage: 0,5 bis 1,0 mMol. 
b) DPT = p-Butoxyphenyl-p-dimethylaminophenyl-thioharnstoff. 
C) Je 4 Analysen mit Zusatz von Blut, Kot, Harn, Lcber, Lunge oder Niere 

(100-300 mg). 

Zur Prufung der Anwendbarkeit der Methode auf biologische Proben wurden Ein- 
waagen einer reinen 35S-Verbindung mit verschiedenen biologischen Materialien zu- 
sammen aufgeschlossen und verarbeitet. Die Werte der letzten Zeile der Tabelle 
zeigen, dass die Bestimmung auch in Gegenwart von biologischem Material zu den- 
selben Resultaten fiihrt, wie sie mit der reinen Testsubstanz erhalten wurden. 

Die Veraschung von biologischen Proben ohne Zusatz einer Schwefelverbindung 
ergab Bariumsulfatmengen, die je 100 mg Trockengewicht der Probe maximal 
1/100 mM Schwefel entsprachen. Zur radiochemischen Messung sind fur die ange- 
wandte Zahltechnik jedoch 150 mg Bariumsulfat erforderlich. Es ist daher bei bio- 
logischen Materialien ein Zusatz von inaktiver Tragersubstanz in allen Fallen not- 
wendig. Daraus ergab sich fur die Praxis eine wesentliche Vereinfachung des Ana- 
lysenganges. Nach Aufschluss der Probe wird vor der Fallung eine genau bekannte 
Menge inaktive Schwefelsaure zugesetzt, gegenuber der der Schwefelgehalt der bio- 
logischen Probe vernachliissigt werden kann. Da die Berechnung der Radioaktivitat 
auf diesen genau dosierten Zusatz bezogen wird, kann die radiochemische Messung 
an einem beliebigen Anteil des Bariumsulfates ausgefuhrt werden. Die Verarbeitung 
des Aufschlusses (Filtration, gravimetrische Bestimmung) muss daher nach Zusatz 
des Tragers nicht mehr quantitativ erfolgen, ebenfalls kann nach der Fallungs- 
operation ohne Wartefrist abfiltriert werden. 

Eine Verseuchung der Aufschlussbomben durch Veraschung hochaktiver Ver- 
bindungen konnte nicht beobachtet werden. In  speziellen Versuchen wurden ab- 
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wechselnd in derselben Bombe hochaktive und inaktive Verbindungen verascht, 
die einwandfreie Resultate bzw. Blindwerte lieferten. 

Abschliessend werden fur die angewandten ?6S-markierten Verbindungen die 
Synthesen beschrieben, die allgemein zur Darstellung von 35S-markierten Sulfonamid- 
und Thioharnstoff-Derivaten anwendbar sind. 

4. 35S-markierte Verbindungen. - 4.1. 35S-SchwefeEsaure: 36S-Schwefelsaure wurde durch 
Ncutronenbestrahlung von Kaliumchlorid hergcstellt : dabei bildet sich in Gegenwart von Luft 
gemass der Reaktion 35C1 (n, p) j 35S radioaktiver Schwefel direkt in Form von Sulfat. Die Ab- 
trcnnung der radioaktiven Schwefelsaure erfolgte an Amberlite IRA 400 auf die von DEHS- 
P H A N B R 8 )  ausfiihrlich brschriehene Weise. 

30,O g fein pulverisiertes und getrocknetes Kaliumchlorid ( p .  a.) wurde in einem kleinen 
Aluminiumbehiilter 20 Std. der Neutroncnstrahlung (Fluss : 1.15 . 101s n/cm2/sec) des Saphire)- 
Reaktors ausgesetzt. Nach 5-tagigcr Wartefrist, wahrend der der Grossteil der Strahlung, die 
von unerwiinschten Ncbenprodukten (vor allem 42K) herruhrt, abklingt, wurde die gesamte Menge 
in 200 ml Wasser gelost und in Portionen weiter verarbeitet. 50 ml davon wurde rnit der 20fachen 
Menge Wasser verdiinnt und auf eine Saulc von 200 ml Amberlite IRA 400 (Chloridform) gegeben. 
Eluiert wurde rnit 500 ml dest. Wasser und anschliessend rnit 6 1 0 , l ~  Salzsaure, wobei Fraktionen 
von je 100 ml aufgefangen wurden. Von jeder Fraktion wurde 0 , O l  ml auf einem Kupferplattchen 
eingedampft und die Radioaktivitat direkt und nach Abdeckcn rnit einer Aluminiumfolielo) 
(30 rng/cm2) bestimmt. Auf diese Weise liess sich feststellen, dass in den Fraktionen 16-22 vor- 
wiegend 32P-Phosphorsaure, in den Fraktionen 30-50 nur 35S-Schwefelsaure vorlag. Diese letzte- 
ren Fraktionen wurden daher vereinigt und nach Zugabe von 5,O g inaktiver Schwefelsaure im 
Rotationseindampfer im Vakuum eingedampft. Der Riickstand ergab nach Filtration und Destil- 
lation (Metallbad) 4,70 g farblose Schwefelsaurc ; radiochemische Ausbeutc 80 mC. 

4.2. 35S-3-(p-A miizobelzzolsulfonamido) -2-phenylpyrazol (Sulfaphenazol) 11) : 3%-Acetylsulfanil- 
saure: 4,380 g 36s-Schwefelsaure (62mC) wurden unter Riihren und Eiskiihlung rnit 5,0 ml Acetan- 
hydrid versetzt, danach wurde in kleinen Portionen 2,50 g Acetanilid zugegeben und fur 30 Min. 
auf 98" (Olbad) erwarmt. Unter Eiskuhlung wurden 10 ml Aceton zugefiigt. Der Niederschlag 
wurde auf eine Glasfilternutschc abfiltriert und mit wenig kaltem Aceton und Ather ausgewaschen. 
Nach Trocknen im Hochvakuum erhielt man 3,765 g (39,1% bezogen auf die 35S-Schwefelsaure) 
schwach gelbgefarbte Acetylsulfanilsaure. 

85S-Acetyl~~lfanil~a~rechlorid: Zu 3,75 g der obigen Acetylsulfanilsaure wurden bei 15" 7,5 g 
Phosphorpentachlorid gegeben. Nach kurzem Umschwenken bildet sich eine klare Liisung, die 
1 Std. auf 48" (Olbad) erwarmt wurde. Unter intensiver Eiskuhlung wurde erst vorsichtig Eis 
in kleinen Portionen zugefiigt, dann 20 ml Wasser und 20 ml Chloroform. Nach 20 Min. Riihren 
wurde das Reaktionsgcmisch im Scheidetrichter erschopfend mit Chloroform extrahiert. Nach 
Waschen mit wenig kaltem Wasser wurden die Extrakte iiber Natriumsulfat getrocknet und 
eingedampft. Der dunkelgelbe Riickstand ergab nach einmaligem Umlosen aus Chloroform 3,881 g 
(80,3%) hellgelbes 85s- Acetylsulfanilylchlorid. 

Eine weitere Charge wurde durch direkte Umsctzung von 35S-Chlorsulfonsaure rnit Acetanilid 
hergestellt: 940,6 mg (42,5 mC) s~S-Chlorsulfonsaure12) wurden bci 10" unter Umruhrcn mit 214mg 
Acetanilid versetzt. Anschliessend wurde 211, Std. lang auf 55-57' (Olbad) erwarmt. Nach 
analoger Aufarbeitung wie oben wurden 286,6 mg s6S-Acetyl~~lfanilylchlorid erhalten. Radio- 
chemische Ausbeute 15,1% ; im Vergleich dam betragt die Ausbeute, wenn von 35S-Schwefelsaure 
ausgegangcn wird, 31,4%. 

35S-Acetylsulfaphenazo1 : 3,223 g 35S-Acetylsulfanilylchlorid wurden mit 20,O ml Athylen- 
chlorid und 4,420 g 2-Phenyl-3-aminopyrazol (frisch destilliert) versetzt und 2 Std. unter Riihren 
auf 120" (8lbad) erwarmt. Nach hbkiihlen wurde mit IN Natronlauge erschopfend extrahiert. 

8, R. G. DESHPANDE, J. Chromatography 2, 117 (1959). 
O) u Swimming-pooli)-Reaktor, Eidgen. Institut fur Reaktorforschung, Wurenlingen (Srhweiz). 
l") 30 mg/cmZ Aluminium absorbicren praktisch vollst&ndig die 3SS-Strahlung, hingegen nur zu 

11) OrisulB (CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel). P. SCHMIDT & J. DRUEY, Helv. 47,306 (1958). 
12) Bezogen von The Radiochemical Centre, Arnersham, England. 

.. . 

ca. 15% diejenige von 32P. 
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Die vereinigten Extrakte wurden im Wasserstrahlvakuum bei 35" auf ein kleines Volumen ein- 
geengt und nach Behandlung mit Norit unter Erwarmcn und Umschwenken tropfenweise rnit 
50-proz. Essigsaure ncutralisiert, wobei die Acctylverbindung als weisser Niedcrschlag ausfallt. 
Nach Abfiltriercn und Trockncn im Hochvakuum ergaben sich 4,640 g (94,4%) 35S-Acetyl-sulfa- 
phenazol als schwach gelbgefarbte Kristalle. 

SsS-Sulfaphenazol: 4,620 g der Acetylverbindung wurden rnit 52,O ml 1~ Natronlauge 2 Std. 
auf 120" (&bad) erwarmt. Nach Zugabe von wenig Norit wurde hciss filtriert, nach Abkiihlen rnit 
50-proz. Essigsaure neutralisiert, der gebildete Niederschlag abfiltriert und getrocknet: 3,483 g 
(85,5%) Rohprodukt. Nach dreimaligem Umkristallisieren aus Methanol verblieben 2,976 g 55S- 
Sulfaphenazol als weisse Kristalle vom Smp. 177-179". 

~,H,,O,N,S Ber. C 57,31 H 4,49 N 1732% Gef. C 57,33 H 4,53 N 17,89% 

4.3. 3 5 S - ~ - B u t o x y ~ h e n y l - ~ - d ~ m e t h y l a ~ ~ n o ~ h e n y Z - t h ~ o h a ~ n s t o ~ ~  (DPT)  : 1,34 g frisch destil- 
liertes p-Dimethylaminoanilin wurden nach Zugabe von 5.9 ml Wasser mit 1.2 ml23-proz. w k -  
serigem Ammoniak vcrsetzt. Mittels einer Tropfpipette wurde unter Riihren mit 541 mg 3sS- 
Schwefelkohlenstoff12) (13 mC) versetzt, wobei sich sofort ein gelber Niederschlag bildete. Nach 
einstiindigem Riihren bei 20" wurde das Reaktionsgemisch rnit 20 ml Wasser in einen Scheide- 
trichter iibergefuhrt und dreimal rnit j e  5 ml Athcr gewaschen. Die hcllgelbe wasserige Phase 
wurde tropfenweise unter intensivem Riihren mit eincr Losung von 2,6 g Bleinitrat in 7 ml Wasscr 
versetzt, dann im Verlauf von 20 Min. langsam auf 65" erwarmt und 30 Min. lang bei dieser Tem- 
peratur gehalten. Naxh Abkiihlen wurde rnit 50 ml Ather versetzt, kraftig geschiittelt und durch 
Filtration rnit Hilfe von Hyflo vom ausgefallencn Bleisulfid abgetrcnnt. Nach Abtrennen der 
Wasserphase im Scheidetrichtcr wurde diese dreirnal rnit Ather gcschiittelt. Dicse Extraktc 
wurden mit der Atherphase vcreinigt, uber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Dcr 
Ruckstand ergab bei der Kugelrohr-Destillation (88-105°/0,05 Torr) 1096.8 mg (86,5%) hellgclbcs 
35 S-p-Dimethylaminophenylisothiocyanat. 

1050 mg der Isothiocyanatverbindung wurden in 3 ml Essigester gelost und bci 20" rnit 
1180 mg frisch destilliertem p-Butoxyanilin, gelost in 1,5 ml IEssigester, versetzt. Nach 20std. 
Stehen bei -10' wurden die Kristalle abfiltriert und rnit Ather nachgewaschen. Nach zwei- 
maligem Umkristallisieren aus Essigester-Ather verbliebcn 1,s 12 g (89,5%) weisse Kristalle der 
im Titel genannten Verbindung. Smp. 126-127". 

CI9H,,ON,S Ber. C 66,44 H 7,34 N 12.23 S 9,34% 
Gef. ,, 66,75 ,, 7.24 ,, 12.23 ,. 9,34% 

SUMMA4RY 

A simple and rapid method for the radioassay of 3 5 s  in organic compounds and 
biological materials is described. The procedure given for the preparation of the 3 5 s  

labelled test substances used is generally applicable .to the syntheses of labelled 
sulfonamides and thioureas. 

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, 
Pharmazeutische Abteilung 

13) R. L. MAYER, P. C.  EISMAN, T. A. GISI & E. A. KONOPKA, Amer. Revicw Tbc. 77, 694 (1958). 




