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wird in wenig Alkohol gelSst und mit der erforderlichen Menge einer ken. 
zentrierten salzsauren 2,4-I)initrophenylhydrazinlSsung verelnigt. Die volu- 
min6s ausfallenden Hydrazone werdcn nach 10Minutcn abgesaugt und aus 
Alkohol umkristallisiert. Wegen der vcrh~ltnism~il3ig leiehten LSslichkeit des 
Acetolhydrazons in Wasser, erwies es sich der besseren Abscheidung halber 
als zweekm/il3ig in iibersehiissiger L6sung am Wasserbad das Osazon des 
Aeetols zu f~llen. 

Dem Vorstand des Institutes, Herrn Prof. Dr. F. Wessely, bin ich ftir 
sein stets fSrderndes Interesse an dieser Arbeit zu grSi3~em Dank verpfliehtet. 

Die Wirkung yon Toxinen auf Fermen te .  

II. ~Iber den Einflug yon Diphtherietoxin ~uf den Laetat- 
tlnd Pyruvatstoffweehse] in Meerschweinchengeweben. 

(Kurze Mitteilung.) 

Von 
0. F. Schwarz, H. Eibl, W. Zischka und 0. tIoffmann-0stenhof. 

Aus dem I. Chemischen Laboratorium und dem Pathologisch-anatomischen 
Institut der Universit~t Wien und dora Bundesstaa.tlichen seretherapeutischen 

Institut in Wien. 

(Eir~gdangt am 20. Mgrz 1951. Vorgelegt in der Sitzung am 12. April  1951.) 

In der I. Mitteilung dieser Reihe I berichteten wir, dal~ gewusehene 
Gewebshomogenute yon Meersehweinehen, we]che mi~ Diphtheric 
intoxifizier~ waren, eine geringere Atmung uufwiesen a]s Gewebs- 
homogenute unbehundelter Tiere. Versuehe, einen dieser Erseheinung 
purullelen Effekt in vitro feststellen zu kSnnen, fielen uuch in der Folge- 
zeit negutiv uus. Es konnte bei gen~uem Studium des Einflusses des 
I)iphtherietoxins uuf die Fermentsysteme des Zitronens/turezyklus 
keinerlei Anhul~spunkt fiir einen direkten Angriff uuf eines der bekunnten 
Systeme des ueroben Abbuus der Brenztruubens~ure gefunden werden. 

Versehiedene Anguben in der Literutur 2 guben uns AnlaB zur An- 
na.hme, dug es vielmehr der Bereich der Glykolyse (also der Vorstufe 
des ~eroben Abbuus der Brenztruubens~ture) ist, in welchem wir einen 
prim/tren Angriffspunkt des I)iphtherietoxins zu suchen haben. So 
konnten Cross und Holmes 2 zeigen, dab Leberschnitte uus diphtherie- 
intoxifizierten Tieren schlechter Glykogen aus Luctut, Pyruvut und 
Alunin synthetisieren u]s solehe, welche normalen Tieren entstummten. 

Wir huben nun versucht, unuloge Effekte durch Zusutz yon Toxin 

1 Mh. Chem. 81, 616 (1950). 
a Vgl. das D-bersichtsreferat von E. Holmes, Physiologic. Rev. 19, 439 

(1939}. - -  M.  Taubenhaus und S. Soslcin, J. clin. Endocrinology 2, 171 (1942). 
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zu Gewebshomogena ten  aus gesunden Tieren zu erreichen,  indem wir 
den Verb raueh  zugesetz ten Lac t a t s  bzw. P y r u v a t s  bes t immten .  

M e t h o d i k .  

Gewinnu,rtg der Gewebshomogenate. Die Meerschweinchen wurden dta~ch 
intraperi toneale In jekt ion  einer 5%igen Pentothall6sung narkot is ier t  trod 
darauf  dutch Genickschlag get6tet.  Dann wurde sofort seziert und die zur 
Verwendung kommenden Gewebe in Eiswasser aus Aqua destillata einge- 
braeht.  

Die geki/lhlten Gewebe wurden nach Wi~gung m d e r  Appara tu r  yon 
Potter und Elveh]em a mit  einem Medinm homogenisiert,  welches folgende 
Zusammensetzung ha t t e :  6Tei le  Phosphatpuffer  n~ch Krebs 4, 6Toile 
0,1-molare KHCO a, 3 Teile 9%ige NaC1-LSsung, 3 Teile 9~ KC1-L6stmg 
und 16 Teile Wasser.  Pro Gramm des Gewebes wurden 7,6 ml des Medimns 
verwendet  und 50 mg Nicotins/iureamid zugesetzt. 

Versuchsanordnung. Fiir  einen Ansatz verwendeten wit  2,7 ml der be- 
sehriebenen Gewebssuspension, welehe in ein Warburg-Gefgl3 gebracht,  
mit  0,1 ml Diphther ie toxin Nr. 28 versetzt  und darauf  30Min. eisgekiihlt 
stehen gelassen wurde. In  den Sei tenarm des Warburg-Gef~Bes kamen die 
Substrate,  welehe vor Einstellen des Gef~t3es in den Schii t te l thermostaten 
(37 ~ eingekippt wurden. Nach Erreichm~g der Temperaturkonstanz i m  
Thermostaten wurde 20 Min. lang geschiittelt ,  der Sauerstoffverbraueh in 
dieser Zeit manometr isch gemessen und die Reakt ion dann dutch Zusatz 
yon 2 ml 50%iger Triehloressigsi~ure unterbrochen, worauf man auf [0 ml 
auffiillte und neuerlich im l tomogenisa tor  behandelte.  Als Substra te  kamen 
zur Verwendung: 1 mg Li thiumlaeta t ,  5 mg I-texosediphosphat, 5 mg qlyko-  
gen, 1 mg Nat r iumpyruva t .  

Bestimmung des Lactat- bzw. Pyruvatgehaltes. Die Best immung des Lacta ts  
erfolgte kolorimetriseh nach der Methode yon Barker und Summerson ~ in 
der Modifikation yon LePage% Pyruva t  wurde als Gesamtketosiiure naeh 
Quastel und Penrose 7 best immt,  wobei der dnrch die etwaige Anwesenheit  
anderer Ketos/~uren bedingte Fehler  vernachl/~ssigt wurde. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n .  

Bei allen durchgef i ihr ten  Versuchen,  und zwar sowohl in  den Kon t ro l l -  
versuehen als aueh in den mi t  D iph the r i e tox in  besch ick ten  Ansgtzen,  
gleiehgii l t ig ob S u b s t r a t  zugese tz t  wurde  oder  n icht ,  war  der  Sauerstoff-  
ve rb rauch  in der  Versuchszei t  p r ak t i s ch  gleich hoeh.  

Die Versuehe mi t  L a e t a t  als S u b s t r a t  wurden  de ra r t ig  durchgef i ihr t ,  
dab  nur  die Ver i inderung des Lae ta tgehMtes  b e s t i m m t  wurde ;  eiue Ab- 

J. biol. Chem. 114, 495 (1936). 
4 Adv. Enzymology 3, 191 (1943). 
5 j .  biol. Chem. 188, 535 (1941). 

G. A.  LePage in:  W. W. Umbreit, R . H .  Burris und J . F .  Stau]]er, 
Manometric Techniques and Tissue Metabolism, S. 192. Minneapolis 1949. 

7 Biochemic. J. 31, 266 (1937). 
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na.hme des Lact, atgehaltes bezeiehnen wir als ,,Verwe{tung", ()hue damit  
iiber das Schieksal der Substanz etwas Bestimmtes aussagen zu wollen. 
15Versuche mit  Leberhomogenaten und Lacta.t als Substrat  erga.ben, 
da,g die mit  Toxin versetzten ~ams~itze einen Mehrgehalt an Laeta t  gegen- 
fiber don mit  gekochtem Toxin versetzten Kontrollen aufwiesen, das 
heifit, dal] die , ,Verwertung" des Laetats  gestSrt wa~r. Bei den Kontrollen 
wurde ein Verschwinden yon durchsehnittlieh 32% des zugesetzten 
La.c~ats beobachtet,  w~hrend bei den mit  Toxin besehiekten Ans~tzen 
insoweR, woM sehr divergente Ergebnisse erhalten wurden, als in manchen 
Ffi,llen eine sehr geringe ,,Verwertung" (10%), in don meisten F~llen 
gar keine , ,Verwertung" und sehlieglieh sogar vereinzelt eine NIehrbildung 
a,n La.ctat (bis za 50%) festgestellt werden konnte. Die Gemeinsamlceit 
dieser Resultate liegt abet  darin, dag alle Toxinansgtze sich yon den 
Kontrollen im gleiehen Sinne, niimlich durch den Meh~yehalt an Lactat, 
unterscheiden. 

An dieser Stel!e mug erw~hnt werden, dal~ bei der gesehilderten Versuehs- 
~nordnung manehmo~l weder in den I~o~trollen noeh in den mit Toxin ver- 
setzten Proben eine Vergnderung des LaetatgehMtes beobaehtet werden 
konnte; die Ursaehe f/it diese Erseheinung diirfte in einem teehnisehen 
Fehler bei der Bereitung der Homogenate liegen, den wit bisher noeh nieht 
a,ussehalten komaten. Derartige negative Versuehe wurden in dem oben 
beriehteten Ergebnis nieht ber/ieksiehtigt. 

Es wurde ferner eine Anzahl yon Versuehen durehgeffihrt, um eine 
etwaige bestehende weehselseitige Abhangigkeit zwisehen Pyruvat -  
geha.lt und Laetatgehalt  naehzuweisen. 13el Versuehen mit  Pya'uvat 
Ms 8ubstrat  und Leberhomogenaten konnte in den Kontrollen dureh~ 
sc]mittlich eine 50%ige Abnahme, in den mit  Toxin besehiekten Ans/~tzen 
eine 70~0ige Abnahme des Pyruvatgehaltes beobaehtet  werden. Einige 
Versuehe mit  Hirnhomogenaten ergaben gleiehe Ergebnisse. Dagegen 
konnte bisher bei entspreehend durchgef~hrten ParMlelversuehen mit  
gleiehzeitiger Best immung yon Pyruvat-  und Laetatgehalt  keinerlei 
Resultat  erhalten werden, welches auf eine weehse]seitige Abh~.ngigkeit 
zwisehen den Ver~nderungen des Gehaltes dieser beiden Bestandteile 
sehlieBen l~Gt. Ein Pr/~para.t der sogenannten Milehs~uredehydrogenase 
der tierisehen Gewebe (DPN.  H~-Brenztraubens~nre-tra.nshydrogenase) 
seheing sieh dureh Toxinzusatz in seiner Ak t iv i t~  nieht beeinflussen 
zu lassen. 

Versuehe mi~ I-lirnhomogenaten, wobei Glykogen bzw. Hexose- 
diphosphat ~Is Substrate zugesetzt wurden, erg~ben im ersteren Fa]le 
einen Mehrgehalt yon 38 ~o Laetat gegenfiber den I~ontrollen, im zweiten 
F~]le einen solchen yon 32%. 

Wir boriehten diese vorl~ufigen Versuchsergebnisse, welehe noeh in 
versehiedener Hinsieh~ dot Komplettierung bedfirfen, sehon ietzt, weil 
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die beschriebenen Effekte unseres Wissens den ersten Fall der Beob- 
achtung einer direkten Wirkung des Diphtherietoxins auf ein Stoffweehsel- 
system aul~erhalb des Organismus darstellen (vgl. Peters s, Schlechterg). 
Eine weitergehende Deutung der Resultate soll an dieser Stelle nich~ 
versncht werden; sie berechtigen unserer Meinung zur Zeit nur zu der 
einzigen Sehlui~folgernng, dab ein Angri / /spunkt  des Diphtherietoxins 
im Glykolyseteil des Kohlehydratsto//wechsels liegt. 

B e e i n f l u s s u n g  d e r  U l t r a v i o l e t t a b s o r p t i o n  v o n  m e n s c h l i c h e m  
S e h n e n k o l l a g e n  d u r c h  H y d r o l y s e .  

(Kurze  Mit~eilung.)  

Von 
E. Schauenstein. 

Aus dem Institut fiir theoretisehe und physikalisehe Chemie 
der Universit~t Graz. 

(Eingelangt am 19. Miirz 1951. Vorgelegt in der Sitzung am 12. April 1951.) 

Ffir die Kenntnis der Eigensehaften und Struktur des in sp~teren 
Arbeiten eingehend zu untersuchenden t tyalin erwies es sich als un- 
erl~Blich, die hydrolytische Spaltnng yon normalem Sehnenkollagen zu 
untersuchen. Die hydrolytische Spaltung zeigt sieh n~mlich a ls eine 
der wichtigsten Methoden zur Untersuchung der qualitativen and quanti- 
tativen Zusammensetzung yon Faserproteinen. Diese weisen eine mehr 
oder minder intensive Absorption ihres Peptidgeriistes, genauer gesagt, 
der enolisierten Peptidgruppen auf 1, die so stark sein kann, dab die 
typisehe Eigenabsorption der ehromophoren Aminos~uren mehr oder 
minder verdeckt wit4 ~. 

Dies ist bei Kollagen tatsaehlich der Fall and man mug daher, um 
AufschluI~ fiber die Aminos~urezusammensetzung zu erhalten, die Geriist- 
absorption zum Verschwinden bringen, das hell't, das Peptidgerfist 
m6glichst weitgehend zerstSren. Dies wurde mit folgenden Mitteln 
erreieht : 

1. Pepsin---Salzsi~ure. 
Kollagen lSst sieh darin erwartungsgem~l~ praktiseh restlos auf und 

die Absorption bleibt im kurzwelligen Gebiet praktisch unver~ndert, 
sinkt abet im ]~ngerwelligen UV. betr~chtlich ab. 

s Bioehernic. J. 85, 219 (1941). 
9 Riv. ist. sieroterap, ital. 24, 10 (1949); Chem. Abstr. 48, 9152 (1949). 
1 E. Schauenstein und D. Stanlce, ~r Chem. 5, 262 (1951). - -  

O. Kratky und E. Schauenstein, Z. Naturforsch. 5 b, 281 (1950). 
2 E. Schauenstein, M. Hochenegger ~ud M. Walzel, Z. Biol. (1951), ira 
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