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D. K. 612.015.3

Neuere Ergebnisse der Stoffwechselforschung
mit Hilfe der Isotopentechnik

Von Karl Bernhard, Basel

A. Einleitung

Neue Methoden von fundamentaler Bedeutung und allgemeinem An-
wendungsbereich vermégen die naturwissenschaftliche Forschung und
damit die Medizin stets in entscheidender Weise zu fordern und ihren
Zielen niher zu bringen. Das gilt in besonderem Mafle fiir die Isotopen-
technik. Den ersten Signierungen mit Isotopen durch Hevesy folgten die
grundlegenden Arbeiten von Schoenheimer und Rittenberg ; seit dem Kriege
ist dank der leichteren Zugiinglichkeit der radioaktiven Isotopen das neue
Verfahren jedenfalls in den Vereinigten Staaten Allgemeingut der meisten
biologisch-chemischen Laboratorien geworden. Mit der Erzeugung von
radioaktivem Kohlenstoff C1* und der verbilligten Gewinnung von
schwerem Kohlenstoff C12 stehen uns nun von den wichtigsten, aber auch
von allen iibrigen Bioelementen fiir Signierungen anwendbare Isotope
zur Verfiigung.

Die Isotopentechnik ermoglicht uns bei kritischer Anwendung Stoff-
wechselforschungen, denen mit den fritheren experimentellen Méglich-
keiten wenig oder kein Erfolg beschieden wiire. Zweifellos haben jene
Arbeitsweisen, etwa die Verwendung kérperfremder Verbindungen,
Bilanzversuche usw., eine Fiille wichtiger Tatsachen erkennen lassen.
Mitunter brachten Versuche mit Isotopensignierungen lediglich Bestiiti-
gungen bekannter Befunde. Auch solche Gewiflheiten sind indessen er-
wiinscht und bedeuten zumeist eine Vertiefung unserer Einblicke in die
chemischen Reaktionen in vivo.

In besonderem Mafle sind wir am Schicksal solcher Verbindungen
interessiert, die nicht unbedingt als Bestandteile der Nahrung figurieren,
sondern vom Organismus selbst gebildet werden konnen. Das Studium
ihres Verhaltens vermittelt uns neben Kenntnissen iiber ihren Einbau
in die Struktur des Protoplasmas und ihr Verschwinden aus demselben,
vor allem auch solche iiber ihre Entstehung aus kleinen Einheiten. Ein-
fache Bausteine sind es, von welchen die Bildung der Zellbestandteile
ausgeht; so wissen wir heute, da3 sich das Glykokoll an der Synthese des
Glutathions, des Kreatins, Protoporphyrins und der Purine beteiligt, in
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Serin und Cystin iibergehen oder als NH,-Donator zur Bildung anderer
Aminosduren beitragen kann (1). Auch iiber die Essigsiure als Baustein
besitzen wir seit der Isotopensignierung wichtige Informationen (2).

Um den Ubergang einer Verbindung in eine andere im Zellgeschehen
- einwandfrei festzustellen oder die Beteiligung bestimmter Gruppen eines
Molekiils an einem synthetischen Vorgang zu beweisen, ist es oft not-
wendig, mehrere «Marken» anzubringen, d. h. zum Beispiel das Kohlen-
stoffatom. der Carboxylgruppe mit C14, diejenigen von Methyl- oder
Carboxylgruppen mit (13, die Wasserstoffatome mit Deuterium, den
Stickstoff mit N1® zu signieren. Ein Beispiel mige die Verhiltnisse illu-
strieren. Tarver und Schmidt (3) fanden nach Gaben von S3-haltigem
Methionin, CH,(SCH,) - CH, - CH(NH,) - COOH, radioaktiven Schwefel
im Cystein, CHy(SH) - CH(NH,) - COOH, dessen Bildung daher aus dem
Methionin erwiesen schien. Eine Formulierung dieses Vorganges stiell
jedoch auf Schwierigkeiten. Um zu erfahren, ob auch die C-Kette des
Methionins zur Cysteinbildung beitrage oder lediglich der «Schwefel»
geliefert werde, synthetisierten du Vigneaud u. Mitarb. (4) ein Methionin,
das neben S3* in - und y-Stellung C13 enthielt, und fiitterten diese Ver-
bindung an Ratten. Aus den Haaren derselben gewonnenes Cystin ent-
hielt wohl grofle Mengen 5%, aber in keinem merklichen Ausmaf} den
schweren Kohlenstoff. Die C-Kette des Cysteins bzw. des Cystins stammt
also nicht aus dem Methionin. Stetten (5) hatte bereits frither beobachtet,
dafl Ratten, welche N15-haltiges Serin aufnahmen, Cystin mit bedeutend
hoheren N15-Gehalten aufwiesen, als gleichzeitig in der Glutaminsiure
vorgefunden wurde. Transaminierungen konnten dafiir nicht verant-
wortlich gemacht werden, vielmehr eine direkte Verwendung des Serins
zur Cystinbildung. Wir erhalten also sehr oft nur dann ein richtiges Bild
iiber die chemischen Vorgiinge, an denen sich eine Verbindung in vivo
beteiligt, wenn wir ihre verschiedenen Atome oder Atomgruppen dank
differenzierter Signierung gesondert verfolgen kénnen. Die Zahl der her-
gestellten, mit Isotopen markierten Verbindungen ist bereits betréchtlich.

Seit der Heranziehung der Isotopen als Indikatoren haben unsere
Kenntnisse auf dem Gebiete des intermediéiren Stoffwechsels in kurzer
Zeit eine groBle Erweiterung erfahren. Bereits existieren verschiedene
Monographien, welche das Erreichte darstellen und vor allem auch die
technischenVoraussetzungen behandeln.Wir wollen hier lediglich ver-
suchen, an Hand neuester und wichtiger Ergebnisse dank der Isotopen-
technik auf einigen Gebieten der Stoffwechselforschung erreichte Fort-
schritte hervorzuheben. Eine Vollstindigkeit konnte bei der sehr aus-
gedehnten Literatur nicht erstrebt werden und war in diesem Rahmen
auch nicht beabsichtigt.
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B. Fettstoffwechsel

Auf dem Gebiete der Biochemie der Lipide sind in neuester Zeit
Diskussionen iiber die Entstehung der Fettsduren in vivo besonders aktuell.

Der Einbau von Wasserstoff in vom Organismus gebildete Zellbestand-
teile, den wir durch geringe Anreicherung der Kérperfliissigkeit der Tiere
an schwerem Wasser verfolgen kénnen, liel vor allem den raschen zeit-
lichen Ablauf solcher Synthesen und offenbar verschiedene Bildungs-
mechanismen fiir die gesittigten und die einfach ungesiittigten Fett-
sduren, z. B. die Ols#ure, erkennen (6). Bereits vor einigen Jahren wurde
gezeigt, dall die Verlingerung der Fettsiure-Kohlenstoffkette durch
Cy-Bruchstiicke erfolgt, indem nach Fiitterung von Deuterio-Palmitin-
siure an Ratten Deuterio-Stearin-, nach Gaben von Deuterio-Laurin-
sdure D-haltige Myristin- und nach solchen von Deuterio-Myristin-,
D-haltige Palmitin- und Stearinséure isoliert wurden (7). Es lag daher
auf der Hand, anzunehmen, dem Aufbau der Fettsiduren liege ein dhn-
licher Reaktionsmechanismus wie ihrem Abbau zugrunde. Rittenberg und
Bloch (8) fanden nach Gaben von Acetat, das sowohl mit Deuterium als
mit schwerem Kohlenstoff signiert war, in den Fettbestinden der Miuse
und Ratten Fettséduren mit iiber die ganze C-Kette verteilten Isotopen.
Nachdem von denselben Autoren bewiesen wurde, dafl sich das bei der
B-Oxydation abgespaltene C,-Bruchstiick wie Essigsidure verhilt (9) und
deren Kondensation zu Acetessigsdure gleichfalls dank Untersuchungen
mit C1® und C* als Indikator feststand (20-23), wurde die Synthese der
Fettsidurenin vivo aus Essigsiure als Baustein folgendermaBen formuliert :

— CH,CH,CH,COOH

4H
CH,COOH + CH,COOH ——> CH,COCH,COOH —_

4H
 CH,COOH ——> CH,CH,CH,COCH,COOH =", CH,CH,CH,CH,CH,COOH usw.

Auch Beobachtungen iiber die Ausniitzung von Acetat durch Bak-
terien lassen die Essigsidure bzw. die Cy-Bruchstiicke als Bausteine der
Fettsiduren erkennen. Wird Hefe in einer signiertes Acetat enthaltenden
Nihrlésung geziichtet, so enthalten sowohl die Fettsiuren wie das Un-
verseifbare Isotope (10). Auch Versuche von White und Werkman (11)
lassen keinen Zweifel an der Herkunft des von der Hefe synthetisierten
Fettes aus der zugefiigten Essigsidure, CH;C300H, aufkommen. Nach
Zugabe von NaHC!30, und gewdhnlicher Essigsidure war in den entstan-
denen Fettsiduren C!3 nicht vorhanden, woraus zu schlieBen ist, dieselbe
werde als Cy-Korper und nicht erst nach Oxydation zu CO, zur Lipid-
synthese verwendet. Buiter- (I) und Capronsdure (1I), welche durch Bact.
Kluyveri in Gegenwart von CH;C1300Na synthetisiert wurden, wiesen
den schweren Kohlenstoff in den C-Atomen 1 und 3 bzw. 1, 3 und 5 auf.
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Aus Carboxyl-signierter Buttersiure wurde mit gewdhnlichem Acetat
der Nihrlosung Capronsdure (I1I) mit schwerem Kohlenstoff am f-C-
Atom und nicht am Carboxyl-C-Atom gebildet (12):

CH,CH,CH,CO0H )
CH,CH,CH,CH,CH,CO0H (IT)
CH,CH,CH,C®00H -+ CH,COO0H —— CH,CH,CH,CH,CH,COOH  (III)

CH,C300H ——

Alle diese Befunde lassen sich durch die Kondensation von Essigsiure
erkliren. Es sei indessen hervorgehoben, daB} wir das eigentliche,
reaktionsfihige C,-Bruchstiick nicht kennen, so dal also, wenn wir von
Essigsdure sprechen, gewisse Vorbehalte noch am Platze sind.

Versuche iiber Lipidbildung aus Glukose beim Schimmelpilz Phyco-
myces Blakesleeanus unter Anwendung von Deuterium als Indikator,
brachten Hinweise fiir eine Entstehung der Fettsduren durch Aldol-
kondensation (13).

Beim Tier sind auch Brenztraubensiure oder Milchsdure Fettbildner.
Nach Bloch und Kramer (14) bedingt erstere eine starke Forderung der
Fettbildung aus Acetat. In Leberschnitten stimuliert Insulin in Gegen-
wart von Brenztraubensiure die Fettsynthese. Anker (15) fand nach
Injektion von CHz;C*OCOOH an Ratten die Hauptmenge des C1% in den
Fettsduren. Gurin u. Mitarb. (16) fiitterten Ratten eine Milchsiure, die
in a- oder f-Stellung C1* aufwies, und konnten gleichfalls in den Fett-
sduren der Tiere radioaktiven Kohlenstoff nachweisen. Nach den Unter-
suchungen von Bloch (17) iiber Fettsiurebildung in Leberschnitten in
Gegenwart von D,0, C13H;COONa oder CH;C1*OCOONa scheint jedoch
Acetat bevorzugt zu werden. Die Isotopengehalte der gesittigten Fett-
sduren sind stets grofler als diejenigen der ungesittigten. Bloch schlief3t
sich der Ansicht von Bernhard und Bullet (6) an, wonach die einfach
ungesittigten Siuren offenbar auf einem anderen Weg als die gesattigten
entstehen. .

Untersuchungen iiber den Stoffwechsel des Aortengewebes, die im Hin-
blick auf das Problem der Atherosklerose von Chaikoff u. Mitarb. (18)
unternommen wurden, zeigten, da} iiberlebendes Aortengewebe gleich-
falls befdhigt ist, aus Acetat (C1*H,C1*OONa) Fettsiuren zu syntheti-
sieren. Auch ein Einbau von anorganischem Phosphat liel sich mit P32
als Indikator nachweisen.

Stetten und Boxer (19) beobachteten unter Verwendung von Deuterium
als Indikator, daB bei der alloxandiabetischen Ratte, deren Futter 609,
Kohlenhydrate aufweist, 3/, der Harnglukose aus den Kohlenhydraten

*
C=C4 (s
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der Nahrung stammen und nur 1/ selbst synthetisiert wurde. Bei diesen
Tieren betrug die Fettbildung nur noch 5%, des AusmaBes, die sie bei
gesunden Ratten erreicht. Die mit dem Harn zur Ausscheidung gelan-
gende Glukose entsprach grofenordnungsgemifl derjenigen Menge, die
beim normalen Tier in Fettsduren umgewandelt wird. Die Unfihigkeit,
aus Glukose Fett aufzubauen, ist demnach ein Hauptmerkmal der dia-
betischen Erkrankung. Gurin u. Mitarb. (16) fanden bei ihren bereits
erwihnten Fiitterungen signierter Milchsidure an phlorrhizindiabetische
Ratten in der Harnglukose 289, in den Fettsiuren und den Ketokorpern
des Harnes hingegen etwa 50%, des verabreichten radioaktiven Kohlen-
stoffs. Alle 4 C-Atome der Acetessigsiure und der f-Oxybuttersiure
erwiesen sich als aktiv, so daf} an eine direkte Entstehung dieser Ver-
bindungen ohne den Umweg iiber die Fettsiuren zu denken ist:

{H,CHOHCOOH == CH,C0CO0H == CH, : C—COOH == Glukose

| oro,_—

€0, + H,0 —[Emto_]== Ferr «
1|
* ok % %
CH,COCH,COOH

Die Fettsynthese ist beim phlorrhizindiabetischen Tier gegeniiber der
Norm nur wenig herabgesetzt im Gegensatz zu den Verhiltnissen beim
Alloxandiabetes. Bei analogen Versuchen mit Alanin, dessen Carboxyl-
gruppe C13 aufwies, waren nur 1-59, des schweren Kohlenstoffes in der
Harnglukose enthalten. Die nach Fiitterung dieser glukoplastischen
Aminosiure im Harn erscheinende Glukose ist demnach aus Kohlenstoff-
atomen aufgebaut, die mit denjenigen des Alanins nicht identisch sind.

Bekanntlich glaubte man, nach sukzessiver 8-Oxydation der Fettsiure-
kette wiirde ein Molekiil p-Oxybuttersiure bzw. Acetessigsiure als End-
produkt verbleiben, eine Auffassung, die durch irrtiimliche Befunde iiber
den Abbau ungeradzahliger, angeblich nicht ketogener Fettsauren be-
stirkt wurde. Quantitative Messungen der Ketokorper, zumeist unter
Hungerbedingungen oder nach abnormal groflen Fettgaben, fiihrten zu
Acetonmengen, die solchen Voraussetzungen des f-Oxydation-Abbaues
nicht entsprachen und verschiedene Forscher zu neuen und, wie sich
herausstellte, unrichtigen Deutungen der Fettsidureoxydation veran-
/laﬁten. :

Bereits Loeb und auch Friedmann hatten nach Leberperfusion mit
Acetat das Auftreten von Acetessigsiure beobachtet, ein Befund, der
unter verschiedenen Bedingungen bestiitigt wurde. Endgiiltig beweisend
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fiir die Kondensation von zwei Molekiilen Essigsdure zu Acetessigsidure
waren die Experimente von Swendsetd u. Mitarb. (20), welche hungernden
Ratten eine carboxyl-signierte Essigsdure futterten und in den ausge-
schiedenen Ketokérpern den schweren Kohlenstoff auffanden. Bebriitung
von Leberschnitten mit solchem Acetat (21) ergaben schweren Kohlen-
stoff sowohlin der CO- als in der COOH-Gruppe der Acetessigsiure. Auch
in Gegenwart signierter Caprylsiure fand Acetessigsidurebildung statt

mit gleichmiBiger Verteilung des C13 auf die CO- und COOH-Gruppe (22).

* * * *
CH,COOH —» CH,COCH,COOH + CH,COCH,
. * * *
CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH — CH,COCH,COOH

Buchanan, Sakami und Gurin (23), welche diese Versuche mit signier-
ter Caprylsdure wiederholten, fanden im Carboxyl-Kohlenstoff indessen
mehr C13 als im Carbonyl-Kohlenstoff. ,

Alle diese Befunde schlieffen die Ketokérperbildung aus den verblei-
benden 4 C-Atomen der Fettsdurekette nach f-oxydativem Abbau aus.
Sie ergeben, dafl die Ketokérper in der Hauptsache ein Kondensations-
produkt der f-oxydativ abgespaltenen C,-Bruchstiicke darstellen, wenn-
gleich die Moglichkeit ihrer Entstehung aus einem C;-Bruchstiick vor-
ldufig noch nicht vollig auszuschliefen ist.

Da sich Essigsdure an den Acetylierungen kérperfremder Amine und
Aminosduren im Tierkorper beteiligt (24), gelang auf diese Weise die
Identifizierung des aus Fettsiuren f-oxydativ abgespaltenen Cy-Bruch-
stiickes. Nach Fiitterung von Deuterio-M yristin- (IV), - Butter-, - Valerian-
und -Isovaleriansiure an Ratten bei gleichzeitigen Gaben von Phenyl-
aminobuttersiure schieden die Tiere im Harn Acetyl-phenylaminobutter-
sdure (V) mit D-haltiger Acetylgruppe aus (9).

* * % * % b % % % *® b ¥ *
CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH (IV)
1 Poser 17
C¢H,CH,CH,CHCOOH — C¢H,CH,CH,CHCOOH (V)
| HOOCCH, I *
NH, NHOCCH,

Die aus den signierten Fettsiduren abgespaltenen C,-Bruchstiicke
verhalten sich wie Essigsdure.

Der f-oxydative Fettsdureabbau in vivo konnte jedenfalls fiir die
hoheren Glieder unter véllig physiologischen Bedingungen bewiesen
werden. Fiitterung signierter Behen- oder Stearinsdure fithrte zur Auf-
findung D-haltiger Fettsiuren mit niedrigerer C-Zahl (25).

Die Oxydation der Cy-Kérper oder ihres Kondensationsproduktes, der

*
H=HI}D,
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Acetessigsiiure, iiber den Tricarbonsiurezyklus setzt ein durch Konden-
sation mit Oxalessigsidure und verliuft offenbar iiber mehrere Tricarbon-
siuren und Riickbildung von Oxalessigsiure. Zur Aufklirung dieser
Vorginge, denen eine allgemeine Giiltigkeit fiir niedrige wie hhere Lebe-
wesen zukommt, wurden die Isotopen zu Substratsignierungen sehr er-
folgreich herangezogen. Vor allem die Kohlenstoff-Isotopen, aber auch
der schwere Wasserstoff leisteten niitzliche Dienste. Wesentlich ist, daf3
damit die engen Beziehungen zwischen Fett- und Kohlenhydratstoff-
wechsel einer plausiblen Erklirung zuginglich wurden. Verschiedene
Einzelreaktionen sind noch unbekannt; es ist indessen anzunehmen, daf3
die Bemiihungen zahlreicher Arbeitsgruppen in dieser Hinsicht bald zum
Ziele fithren werden.

Die Umwandlung von Fetten in Zucker ist ein viel diskutiertes Problem
der physiologischen Chemie. Heute, wo wir durch die Isotopensignierun-
gen wissen, daB die synthetischen Prozesse im Tierkorper und bei der
Pflanze vornehmlich von kleinen Einheiten, also einfach gebauten Ver-
bindungen ausgehen und kaum durch Umgruppierungen gréferer Mole-
kiile stattfinden, ist die Frage nach der Herkunft gewisser kleiner Bau-
steine vielleicht weniger wichtig, da dieselben oft aus dem Abbau aller
hauptsichlichen Nahrungsbestandteile, d. h. Kohlenhydrat, Fett oder
Eiweil} resultieren. Chaikoff u. Mitarb. (26) gaben alloxandiabetischen
Ratten in Maisol gelost Palmitinsiure, deren sechstes Kohlenstoffatom
C* aufwies. Aus dem Harn wurde die Glukose als Osazon und Osatriazol
isoliert und auf C* gepriift. In einem analog durchgefiihrten Kontroll-
versuch erhielten die Tiere an Stelle der signierten Palmitinsédure
NaHC10,. Unter diesen Bedingungen stammten 169, des Glukose-
Kohlenstoffes bzw. 1 C-Atom des Glukosemolekiils aus dem Bicarbonat,
ein Wert, der hoher war als nach den Palmitinséiure-Gaben. Daraus wird
geschlossen, dem Einbau des aus der Palmitinséure stammenden radio-
aktiven C-Atoms in die Glukose ligen andere Vorgiinge als bloBe CO,-
Fixierung zugrunde. Man darf wohl annehmen, der Eintritt von C,-
Bruchstiicken aus der Palmitinsidure in die Glukose erfolge iiber den
Tricarbonséurezyklus. Nach Fiitterung von signiertem Acetat lassen sich
die Isotopen nimlich auch in der Glukose aus dem Leber-Glykogen nach-
weisen. Buchanan u. Mitarb. (27), ferner Wood u. Mitarb. (28) fanden
nach Gaben von isotoper Essigsiure signiertes Glykogen, aus dem in allen
C-Atomen aktiven Kohlenstoff enthaltende Glukose isoliert wurde. Es
ist kaum anzunehmen, dal} Acetat direkt Hexose bildet, dessen Beteili-
gung am KH-Aufbau verliuft wohl iiber den Tricarbonsidurezyklus.
Acetat kann auch durch Carboxylierung Pyruvat bilden, das als Quelle
fiir das Glykogen dient, doch diirfte es sich dabei nicht um einen wesent-
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lichen Weg der Acetatausniitzung zur Glykogensynthese handeln. In
diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daf} die Bezeichnungen
glykogen und ketogen fiir eine Verbindung mit Vorsicht anzuwenden
sind und oft nur innerhalb beschrinkter Bedingungen die Tatsachen
richtig wiedergeben.

In sehr ausgedehntem MaBe wurde radioaktiver Phosphor, P32, nament-
lich durch Hevesy u. Mitarb. (29), fiir biologische Versuche verwendet.
Nach Injektion signierten anorganischen Phosphates kann der Phosphor
sehr rasch in den Phospholipiden der Leber nachgewiesen werden. Beson-
ders Untersuchungen von Chaikoff u. Mitarb. (30) lieBen erkennen, daf3
die Plasmaphospholipide hauptsichlich aus der Leber stammen, jedoch
Niere und Intestinaltractus von diesem Organ unabhingig selbst auch

Phospholipide bilden (31).

C. Biochemie steroider Verbindungen

Die Synthese des Cholesterins (VI) dieses ubiquitirsten Sterols im Tier-
korper stellte man sich frither ausgehend von Squalen oder héheren Fett-
sduren, etwa der Olsiure, vor. Bloch und Rittenberg (32) fiitterten aus-
gewachsenen Miusen wihrend 8 Tagen Deuterio-Acetat, isolierten nach
Totung der Tiere die Feitsiuren und das Cholesterin und fanden in
letzterem sowohl im Cyclopentanoperhydrophenanthren als auch in der
Seitenkette wesentliche Anteile an Deuterium, welche keinen Zweifel
lielen, daBl Essigsidure einen Baustein des Cholesterins darstellt. Nach
Zusitzen von signierter Propion-, Butter- oder Bernsteinséure zum Futter
lieB sich jedoch kein schwerer Wasserstoff im Cholesterin der Tiere nach-
weisen ; diese Verbindungen sind daher an seinem Aufbau nicht beteiligt.

Die Cholesterinsynthese aus Acetat konnte auch in vitro durch Be-
brutung von Leberschnitten mit Deuterio-Acetat oder mit D- und C13-
signiertem Acetat (CD;C300H) bewiesen werden. Das entstandene
Cholesterin enthielt beide Isotopen (33). Es wies den schweren Wasser-
stoff auch auf, wenn Leberschnitte unter aeroben Konditionen in Gegen-
wart eines Phosphatpuffers in D,0-haltigem Wasser bebriitet wurden.
Unter anaeroben Bedingungen, ferner in Gewebsschnitten von Niere,
Testes, Milz oder Magendarmkanal findet keine Cholesterin-Synthese
statt. Letztere verliuft in Leberschnitten maximal, wenn Acetat
das alleinige Substrat darstellt. Wird gleichzeitig Pyruvat zugefiigt,
das eine Steigerung der Fettsynthese bewirkt, so kann ein deutlicher
Riickgang des Einbaues von Acetat-Kohlenstoff in das Cholesterin
beobachtet werden. Brenztraubensiure ist kein wesentlicher Baustein
desselben (17).

Nach Fiitterung von Deuterio-Acetat enthielt das Cholesterin aus der

338



Leber, dem Serum und der Milz die héchsten D-Werte (34). Keine nen-
nenswerten D-Mengen sind im Cholesterin aus dem Gehirn, einem an
dieser Verbindung bekanntlich besonders reichen Organ, vorhanden.
Analoge Resultate ergaben sich nach Injektion von Deuterio-Cholesterin
an einem Hund (35); Gehirn und Riickenmark waren davon frei, wihrend
alle iibrigen Organe signiertes Cholesterin aufwiesen. Die Herstellung
deuterierten Cholesterins ist durch Austausch der H-Atome gegen D-
Atome in schwerem Wasser in Gegenwart von Essigsidure und Platinoxyd
unter Druck und hsherer Temperatur méglich (36). Cholesterin-Bildung
oder -Einbau in die Gehirnsubstanz findet offenbar nur in einem sehr
frithen Stadium, spiter nicht mehr statt. Waelsch und Sperry (37) fanden
bei Ratten unter Verwendung von Deuterium als Indikator eine Chol-
esterinbildung nur vor der Myelination.

Sehr eindrucksvoll sind die Versuche von Bloch, Berg und Rittenberg
(35), welche einem Hund deuteriertes Cholesterin injizierten, nachdem
durch Anastomose zwischen Gallenblase und Nierenbecken eine Aus-

scheidung der Galle in den Harn erzielt worden war. Aus letzterer isolierte
Cholsiure (VII) erwies sich als D-haltig.

CH, CH, H OH CH, (I)H
U J J
/\‘/\/
H COOH HO
CH, CH, HO
(VI) (VII) (VIII)

Eine Frau, welche im achten Monat der Schwangerschaft signiertes
Cholesterin aufnahm, schied, wie Bloch (38) feststellte, D-haltiges Pre-
gnandiol (VIII) aus. Cholesterin geht demnach in vivo sowohl in Gallen-
siuren als auch in das Corpus-luteum-Hormon Progesteron iiber. Letztere
Verbindungen werden demnach nicht aus den kleinen Bausteinen direkt
aufgebaut, offenbar beginnt der Organismus mit der Differenzierung erst
auf einer hoheren Stufe; Cholesterin ist wohl die Ausgangssubstanz fir
die iibrigen Sterine.

D. Aufbau des Glykogens

Zum Studium des Kohlenhydratstoffwechsels wurde frithzeitig durch
Parnas, Hevesy und Meierhof der radioaktive Phosphor P32 herangezogen,
um die bei der anaeroben Glykolyse vor sich gehenden Phosphorylie-
rungen zu verfolgen. Anorganisches, mit P32 signiertes Phosphat kann
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auf alle Intermedisirprodukte verteilt angetroffen werden. In-vitro-Ver-
suche ergaben, daf} ein Gleichgewicht zwischen anorganischem Phosphat
und dem labilen Phosphat der Adenosintriphosphorsdure und den inter-
mediiren Estern der Glykolyse besteht.

Das bereits erwithnte Verfahren, nach Anreicherung der Korperfliissig-
keiten an D,0, den Einbau von schwerem Wasserstoff in von der Zelle
gebildete Verbindungen zum Studium ihrer Synthesein vivo zubeniitzen,
haben Stetten und Boxer (39) auch erfolgreich zu Forschungen iiber
Kohlenhydratstoffwechsel angewandt. Rund 33%, der Wasserstoffatome
des Glykogens sind gegen Wasser leicht austauschbar; an solchen Stellen
eingebautes Deuterium geht daher bei der Isolierung des Glykogens ver-
loren, was natiirlich zu beriicksichtigen ist. Wahrend in Ubereinstim-
mung mit fritheren Befunden aus den experimentellen Daten fiir die
Leberfettsiuren eine Halbwertzeit von 1,9 Tagen ermittelt wurde, betrug
dieselbe fiir das Glykogen der Leber 1,0 und fiir das der Muskulatur und
der iibrigen Gewebe 3,6 Tage. Aus den D-Gehalten konnte berechnet
werden, dal etwa die Hilfte des Leberglykogens direkt aus dem Kohlen-
hydrat der Nahrung und der Rest aus anderen kleinen Bruchstiicken
gebildet wird. Bei Hungerratten ergaben sich in der gleichen Zeiteinheit
stets hohere D-Werte fiir das Leberglykogen als bei gut ernéhrten Tieren.
In eleganter Weise wurde die Verteilung des schweren Wasserstoffes
innerhalb des Glukosemolekiils gepriift und festgestellt, dafl dieselbe eine
ziemlich gleichmiBige ist. Auf die Versuche an alloxandiabetischen Rat-
ten haben wir bereits hingewiesen (19).

Der Glykogengehalt der Leber galt immer als wichtiges Kriterium fiir
die Beurteilung der Stoffwechselvorgéinge. Untersuchungen von Wood,
Lifson, Lorber und Sakami (40) unter Verwendung der Kohlenstoft-
Isotopen haben die Bedeutung der tierischen Stirke innerhalb des Ge-
samtstoffwechsels unter neuen Aspekten hervorgehoben. Nach weit-
gehender Reduktion der Glykogenbestinde der Tiere, welche bekanntlich
schon nach kurzem Hunger in Erscheinung tritt, fithrte Fiitterung be-
stimmter signierter Verbindungen zur charakteristischen Verteilung
ihrer C-Atome in der Glukose des neu gebildeten Glykogens. Schon nach
21, Stunden sind die Isotopen darin bereits nachweisbar. Wood u. Mitarb.
(28, 41) haben eine Reihe C13-haltiger Siduren synthetisiert und verfiittert
und durch geeignete Abbaureaktionen der aus dem gebildeten Glykogen
gewonnenen Glukose die Verteilung bzw. Lokalisation des schweren
Kohlenstoffes innerhalb der sechs C-Atome der Hexose festgestellt. Die
Resultate gehen aus der folgenden Ubersicht hervor.

Hydrogencarbonat und carboxyl-signierte Essigsiure, Propion- oder
Buttersédure fithren zu in Stellung 3,4-markierter Glukose, desgleichen
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Verfiitterte Lokalisation
Verbindung des C? in der Glukose
x * *
NaHCO, C C C C C C
* * *
CH,COOH C C C C C C
* * * * *
CH,COOH G C C o4 C C
* *
CH,CH,CO0H ¢ le |C | € | c|c
* * * * *
CH,CH,COOH G C c (04 G G
* * * * *
CH,CH,COOH C (LR M & C C
% % *
CH,CH,CH,COOH C C C b C c
* % * * *
CH,CH,CH,COOH C C c C; C C
* *
CH,CH,CH,COOH g b Joul oo VB )
*
C = hohere C13-Konzentration, C' = tiefere C!3-Konzentration.

die B-signierte Buttersiure, welch letztere wahrscheinlich in Essigsidure
umgewandelt wird, die ihrerseits zum Baustein der 3,4-gekennzeichneten
Glukose wird. Die iibrigen gepriiften Verbindungen liefen ein Glykogen
entstehen, dessen Glukose hauptsichlich in 1, 2, 5, 6 und in geringerer
Konzentration auch in 3,4-Stellung C13 enthielt. Aus a-signiertem Laktat,
CH,C*HOHCOOH, resultierte Glukose, deren zweites und fiinftes C-
Atom die Hauptmenge an C13 enthielt, wihrend in 1,6- Stellung deutlich
weniger und in 3,4- noch geringere ('3-Konzentrationen nachweisbar
waren (C°-C*-C’-C’-C*-C°). Wurde indessen q,f-signiertes Laktat,
C*H,C*HOHCOOH, gegeben, so war der Isotopengehalt der C-Atome
1, 2, 5 und 6 gleich, der C-Atome 3, 4 indessen geringer (C*-C*-C’-C'-
C*-C*). Die Befunde erlauben interessante Einblicke und Diskussionen
der in vivo sich abspielenden Mechanismen des Kohlenhydrat-Auf- und
Abbaues.

E. Stoffwechsel der Aminosiuren

Eine intensive Bearbeitung hat der Stoffwechsel der Aminosiuren
dank der Isotopentechnik erfahren.

Heidelberger u. Mitarb. (42) bestétigten durch Gaben von (14-haltigem
Tryptophan (IX) die bereits 1904 von Ellinger gezeigte Umwandlung
dieser Aminosidure im Hundeorganismus zu Kynurensdure (XI) und die
von Kotake und von Butenandt u. Mitarb. bewiesene Entstehung von
Kynurenin (X) bei Kaninchen. Es gelang nach Fiitterung von am
B-C-Atom der Seitenkette signiertem Tryptophan die Isolierung der ge-
nannten Umwandlungsprodukte, welche den C14-Kohlenstoff enthielten.
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K\H_’_EHgCHCO(,H quﬁﬂz?HCOOH
i
N \177) e N NH(ZX)NH2

H OH OH
(IX) | |
K\/\* AN
NP —CooH N /—CO0H

(XI) OH (XII)

Ein drittes Stoffwechselprodukt, die Xanthurensdiure (XII), konnte
aus dem Harn von an Pyridoxinmangel leidenden Ratten isoliert werden,
die vorangehend mit Tryptophan gefiittert wurden (43). Nikotinsdure-
amid wird vom Menschen und einer Reihe von Siugern als N-Methyl-
nikotinsdureamid ausgeschieden. Hundley und Bond (44) fanden nach
Gaben einer in der COOH-Gruppe C'? enthaltenden Nikotinsdure 95,79,
desselben im N-Methyl-nikotinsiureamid des Harns. Tryptophanauf-
nahme bewirkt vermehrte Ausscheidung an N-Methyl-nikotinsiureamid
(45), was annehmen lief}, Tryptophan werde auch in Nikotinsiure um-
gewandelt und spiter fiir den Menschen und gewisse Sduger bestitigt
wurde (46). Beadle u. Mitarb. (47) konnten zeigen, dal Kynurenin und
3-Oxyanthranilsiure (XIII) Intermedidrprodukte des Tryptophanab-
baues zu Nikotinsiure (XIV) bei einem Neurospora-Mutanden und auch
im Stoffwechsel der Ratte darstellen. Nach Fiitterung des in der Seiten-
kette signierten Tryptophans (IX) enthielt dasN-Methyl-nikotinsiure-
amid kein C14, die Seitenkette geht also bei dieser Umwandlung verloren.
Wurde den Ratten indessen ein py-Tryptophan-3-C1* (XYV) verabreicht
(48), so gelang im Harn die Auffindung von signiertem N-Methyl-
nikotinsiureamid (XVI), dessen Entstehung folgende Reaktionsfolge
zugrundeliegen diirfte:

} IW—CHz?HCOOH I!/ \!_EOCHQ(I:HCOOH
\ /\ﬁ‘r J NH, |\/—NH2 NH,
o \\ ///
(XV) A
N\ _&oon N_toor N\ _tonm,
( e ~(r*—()
N/
i,
(XIII) (XIV) (XVI)
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Einen anderen Weg zum Studium des Tryptophan-Stoffwechsels be-
schritten Shemin u. Mitarb. (49) durch Verwendung eines im Indolring
N1% enthaltenen p- und [-Tryptophans. Nach intraperitonialer Injek-
tion von N15-1 -Tryptophan an Ratten und Kaninchen wiesen das isolierte
Kynurenin, die Kynurensiure und die Xanthurensiure approximativ
dieselbe N15-Konzentration auf wie der Ring-Stickstoff des Trypto-
phans. N15-signiertes Kynurenin wurde von Ratten in Xanthurensiure
desselben Isotopengehaltes umgewandelt. Aus dem Rattenharn nach
N15.p1-Tryptophan-Injektion erhaltenes N-Methyl-nikotinsiureamid
enthielt eine geringe, aber signifikante IN5-Konzentration. Dagegen
fithrte Bebriitung von Rattenleber-Schnitten mit N%-pr-Tryptophan
oder Injektion von C-pi-Tryptophan nicht zur Auffindung isotopen-
haltigen N-Methyl-nikotinsiureamids.

Bereits Schoenheimer und Moss (50) bewiesen die Oxdation von
Phenylalanin zu Tyrosin im Organismus der Ratte. Phenylalanin erwies
sich auch als Muttersubstanz des Adrenalins: Gurin und Delluva (51)
injizierten Ratten Phenylaminopropionsiure (XVII), deren Carboxyl-
und a-Kohlenstoffatome mit C* gekennzeichnet waren, téteten die Tiere
nach sechs Stunden und nahmen die Nebennieren heraus. Zur Isolierung
des Adrenalins (XVIII), das nur in sehr geringen Mengen vorliegen
konnte, wurde das Verdiinnungsverfahren angewendet, d. h. dem Drii-
senbrei eine bekannte Quantitit des Hormons zugefithrt und zusammen
mit dem bereits vorhandenen Adrenalin wieder priparativ gewonnen
und gereinigt. Es erwies sich als radioaktiv und enthielt das Kohlenstoff-
Isotop in der Seitenkette, womit die Entstehung aus der verabreichten

Aminosiure erwiesen ist.

: % * *
C.H,CH,CH (NH,) COOH —— C,H,(OH),CH (OH) CH,NHCH,
(XVII) _ (XVIII)

Der véllige Abbau der zyklischen Aminosiuren Phenylalanin und
Tyrosin, zu dessen Aufklirung Arbeiten von Felix beitrugen, konnte
ebenfalls durch Verwendung der Isotopen erfolgreich erforscht werden.
Der Benzolring beider Aminosiuren wird unter Bildung von Acetessig-
sdure aufgespalten. Beim Phenylalanin entsteht letztere aus einem C,-
Bruchstiick, herstammend aus dem Ring und der Seitenkette, offenbar
ohne Beteiligung von C,-Bruchstiicken. Erhielten phlorrhizindiabetische
Ratten (52) im Carboxyl- und a-Kohlenstoff der Seitenkette signiertes
pL-Phenylalanin, so war sowohl in den Harn-Ketokérpern als in der
Atmungskohlensiure C!* nachweisbar. Bebriitung mit Leberschnitten
fiihrte zur Bildung in der Carboxylgruppe signierter Acetessigsiure.
Wurden analoge Versuche mit in den Kohlenstoffatomen 1, 3 und 5 des
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Ringes markiertem Phenylalanin durchgefiihrt, so ergab sich nach Fiitte-
rung an die phlorrhizindiabetischen Ratten C14-haltige Atmungskohlen-
sdure und im «Acetonteil» signierte Acetessigsdure. Bebriitung der ring-
signierten Verbindung lie hauptsichlich in der endstindigen Methyl-
gruppe radioaktiven Kohlenstoff enthaltende Acetessigsidure auffinden.
Das a-C-Atom des Phenylalanins wird zum Carboxyl-Kohlenstoff der
Acetessigsiure, wihrend entweder C-Atom 1 oder 3 des Ringes den end-
stindigen Kohlenstoff derselben abgeben:

CH,-CH (NH,) COOH
N

7N . €H,-co-CH, -CoOH

A\//A

Weinhouse und Millington (53) bebriiteten Leberschnitte mit am j3-C-
Atom der Seitenkette signiertem Tyrosin und erhielten Acetessigsiiure,
die nach van Slyke in CO, und Aceton gespalten wurde. Dieses wies eine
hohe, die Kohlensiure nur eine geringe C14-Konzentration auf. Es ergab
sich, dafl praktisch der gesamte C1* im a-C-Atom der Acetessigsiure
lokalisiert war. Dieser Befund spricht fiir die Annahme des Abbaues des
Tyrosins zu p-Oxy-phenylbrenztraubensiure, Homogentisinsdure und
Acetessigsiure. Das q- und f-C-Atom des Tyrosins geben offenbar den
Carboxyl- und a-Kohlenstoff der Acetessigsiure und zwei der Ring-C-
Atome den 8- und y-Kohlenstoff derselben.

Zu den ketogenen Aminosiuren gehort auch das Leucin. Wie Gurin
u. Mitarb. (54) fanden, ergibt sich im Stoffwechsel dieser Verbindung
(CH,),CHCH,CH(NH,)COOH eine Abspaltung des a- und $-C-Atoms,
also eines Cy-Bruchstiickes, das zu Acetessigsiure kondensieren kann.
Subcutane Injektion von pi-Leucin, das in f-Stellung C!* aufwies, an
eine phlorrhizindiabetische Ratte fithrte im Harn zu radioaktivem
Aceton. Bebriitung von Leberschnitten lieferte Acetessigsiure, welche zu
Ameisen- und Essigsdure oxydiert wurde. Beide waren aktiv. Der Methyl-
und Methylen-Kohlenstoff der Acetessigsiure hatte approximativ die-
selbe C14-Konzentration.

Uber den Stoffwechsel des Lysins war aus den Untersuchungen Schoen-
heimers u. Mitarb. (55) bekannt, daB} diese lebensnotwendige Aminoséure
nach Gaben N1%-haltiger Verbindungen nie schweren Stickstoff aufwies,
d. h. ihre a-Aminogruppe nicht an den reversiblen Umaminierungen teil-
nimmt. Borseok u. Mitarb. (56) stellten eine in ¢-Stellung mit C14 signierte
Diaminocapronséiure (XIX) her und trennten das Racemat in die p- und
L-Form. Nach Bebriitung von Meerschweinchen-Leberhomogenat in
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Gegenwart des signierten 1-Lysins konnte durch chromatographische
Trennung des Reaktionsgemisches a-Amino-adipinsiure (XX), deren
eine Carboxylgruppe radioaktiven Kohlenstoff enthielt, erhalten werden:

*
NH, - CH, - CH, - CH, - CH, - CH(NH,) - COOH (XIX)

*
HOOC : CH, - CH, - CH, - CH(NH,) - COOH (XX)

D-Lysin reagierte nicht in dieser Weise. Die Versuche zeigen demnach
die Desaminierung des natiirlichen Lysins zu Aminoadipinsiure. Letztere
vermag nach Mitchell und Houlahan (57) das 1-Lysin in Lysin-benéti-
genden Neurospora-Mutanden zu ersetzen. Der Abbau in ¢-Stellung mit
(4-signierter a-Aminoadipinsiure und damit im weiteren Sinne der-
jenige des Lysins verlduft im Leberhomogenat (Meerschweinchen) iiber

a-Keto-adipinsdure (XXI) und Glutarsiaure (XXII):

HOOC - CH, - CH, - CH, - €O - COOH —— HOOC - CH, - CH, - CH, - COOH
(XXI) (XXIT)

Die Desaminierung der a-Amino-adipinsiure erfolgt dabei viel lang-
samer als ihre Bildung aus dem j-Lysin, die Decarboxylierung der
a-Ketoadipinsiure wiederum rascher als die Desaminierung der a-Amino-
adipinsdure (58). Andererseits fand Miller (59) nach Gaben von pg-
Lysin-¢-C* an einen Hund nach Hydrolyse der Gewebsproteine der Tiere
radioaktives Arginin. Es wurde in Ornithin, Kohlensiure und Ammo-
nium umgewandelt. Das Ornithin enthielt etwa 509, der im Arginin vor-
handenen Aktivitit. Die aus dem Proteinhydrolysat erhaltene Glutamin-
sdure war etwa viermal stirker radioaktiv als das Ornithin. Miller glaubt,
dafl Glutaminsidure und Ornithin aus einer gemeinsamen Muttersubstanz
gebildet werden, und hiilt die Entstehung des Ornithins aus der Glut-
aminsdure iiber verschiedene Intermediirprodukte fiir weniger wahr-
scheinlich.

Wihrend 1-Glutaminsdure sowohl in vivo als in vitro sehr rasch des-
aminiert und reaminiert wird, trifft dies fiir die p-Form nicht zu. Deren
Schicksal im Tierkérper untersuchte S. Ratner (60) durch Fitterung
einer mit N5 signierten und gleichzeitig am a- und g-C-Atom Deuterium
aufweisenden pi-Glutaminsidure (XXIII). Im Harn der Tiere fand sich
neben stark N'5-haltigem Ammoniak und Harnstoff aus dem Abbau der
L-Form, rechtsdrehende Pyrrolidoncarbonsiure (XXIV). Es lieB sich
berechnen, dafl in dieser Weise 75%, der aufgenommenen p-Form zur
Ausscheidung gelangten. Da der Deuteriumgehalt gegeniiber dem Aus-
gangsmaterial unverindert war, steht fest, daf} keine, die am a- und
p-C-Atom vorhandenen Wasserstoffatome betreffende Reaktion im Stoff-
wechselgeschehen stattgefunden haben.
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H,C—CH,
HOOC- CH,- CHi, - CfI,(NH,)- COOH — > 0 & . i b
(XXIIT) \1;71/ (XXIV)

Bekanntlich haben Kdégl und Erxleben (61) 1939 iiber das Vorkommen
von Aminosiuren der p-Reihe, besonders von p-Glutaminsiure im
Eiweifl maligner Tumoren berichtet und von dieser Beobachtung aus-
gehend eine neue Krebstheorie entwickelt. In zahlreichen Laboratorien
konnten diese Befunde nicht reproduziert werden, was nach neuesten
Angaben Kdgls (62) seinen Grund in den verinderten Bedingungen der
Proteinhydrolyse hat. Auch mit Hilfe der Isotopen-Verdiinnungs-
methode, d. h. durch Zugabe von Deuterio-Glutaminsiure zu den Protein-
hydrolysaten fanden Kdgl u. Mitarb. stets wesentliche Mengen der un-
natiirlichen Glutaminsiure. Um den Beweis zu erbringen, daB} letztere
bereits in vivo in den Tumoren vorhanden ist, wurde die Glutaminsiure-
Bildung bei Ratten mit Benzpyren- oder Methylcholanthrentumoren
nach Anreicherung der Korperfliissigkeit mit schwerem Wasser verfolgt.
Dabei zeigte es sich, dafl der Deuteriumgehalt der 1-Form des Glutamin-
sdurebausteins der malignen Geschwiilste stets groBer war als derjenige
der p-Form und z. B. 0,44 und 0,51 gegeniiber 0,06 und 0,239, betrug.
Der Einbau des schweren Wasserstoffes erfolgt also in die unnatiirliche
Form in den Tumoren langsamer als in die 1-Glutaminsiure. SchlieBlich
erhielten Tumor-Ratten per os oder subcutan deuterierte py-Glutamin-
siure mit dem Ergebnis, da der p-Gehalt der aus den Tumoren isolier-
ten p-Glutaminsiure stets hoher war als derjenige der 1-Form, wo der
Verdiinnungseffekt infolge des grofleren Gehaltes stirker in Erscheinung
tritt. Diese biochemischen Deuterium-Versuche lieen erkennen, daf3 die
p-Glutaminsdure bereits in vivo gebildet und nicht durch Racemisierung
bei der Hydrolyse entstanden war, denn sonst miiliten beide Formen
gleiche Mengen schweren Wasserstoffes enthalten und kénnten nicht
Gehalte von 0,08 gegeniiber 0,66 Atomprozent aufweisen. Shemin und
Rittenberg (63) hatten B,-avitaminotischen Ratten N5-markierte pi-
Glutaminsdure gefiittert und im Harn p-Pyrrolidoncarbonsiure der-
selben N15-Konzentration gefunden. Sie schlossen daraus, dafl im Orga-
nismus solcher Tiere und sehr wahrscheinlich auch von normalen Ratten
keine p-Glutaminsiure synthetisiert werde. Barendregt und Halberstadt
(64) injizierten p-Glutaminsiure mit €4 im g-Carboxyl- und a-C-Atom,

éOOHéH(NHZ)Cﬂz(]HCOOH. Aus dem Harn der Tumor-Ratten iso-

N — N4 L N5
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lierte Glutaminsédure wies nur 88%,, bei Normaltieren hingegen 989, der
urspriinglichen Aktivitit auf. Bei der Aufarbeitung der Tumorproteine
wies die 1-Form der Glutaminsiure keine, die p-Form 8,99, der Aktivi-
tit des injizierten Priparates auf, Ergebnisse, die die durch Heranzie-
hung von Deuterium als Indikator erhaltenen, bestitigen und ergéinzen.
Sollten weitere Beweise in dieser Richtung erbracht werden, so wiire die
Isotopentechnik auch fiir diagnostische Zwecke von Bedeutung (62).
Die biologische Umwandlung von 1,-Serin in Glykokoll bewies Shemin
(65) durch Injektion von N13-signierten Aminosiuren und von Benzoe-
sdure an Ratten und Meerschweinchen. Aus dem Harn isolierte Hippur-
siure wurde auf ihre N'>-Konzentration untersucht und auf Grund des
Verdiinnungsfaktors Cy/C (C, = N5-Gehalt der injizierten Verbindung,
C = N!-Gehalt der Hippursidure) festgestellt, daf p-Serin Glykokoll
bildet. Analoge Versuche mit [-Serin, das sowohl mit schwerem Stick-
stoff als auch in der Carboxylgruppe mit schwerem Kohlenstoff markiert
war, lieBen erkennen, daB die Amino-oxypropionsiure unter Abspaltung
des f-C-Atoms in die Aminoessigsdure iibergeht; das N15/C13-Verhaltnis
des injizierten Serins und der isolierten Hippursidure war praktisch gleich.
Daf} auch der umgekehrte Weg, d. h. die Umwandlung von Glykokoll
zu Serin vor sich geht, zeigten Ehrensvird u. Mitarb. (66) bei der Hefe
und Greenberg u. Mitarb. (67) fiir Leberschnitte. Nach Untersuchungen
von Sakami (68) scheint dieser Ubergang der Aminoessigsiure zur Oxy-
aminopropionsiure durch Kondensation mit Ameisensiure zu erfolgen:

CH, - NH, - COOH -+~ HCOOH —— CH, - OH - CH(NH,) COOH
Dabei zeigte es sich, dal das Glykokoll selbst durch Desaminierung und

Decarboxylierung Ameisensdure bildet:
- CH, - NH, - COOH — CHOCOOH —— HCOOH - CO,,

welche mit Glykokoll unter Serin-Bildung in Reaktion tritt. Nach Gaben
von mit C14 signiertem Glykokoll isolierte Sakami das Leber-Serin der
Tiere (69). Wurde dieses nach der genannten Vorstellung gebildet, so
mufBiten seine a- und §-C-Atome aus dem Methyl-Kohlenstoff des Glyko-
kolls stammen, also C1% enthalten. Das war tatsichlich der Fall, wobei
die Aktivitit des §-C-Atoms betrichtlicher war als diejenige des a-C-
Atomes. Wurde C33-Carboxyl-signiertes Glykokoll und Cl4-signierte
Ameisensiure an Ratten gegeben, so enthielt das Serin aus der Leber (13
in der Carboxylgruppe und viel C14 im $-C-Atom. Aber auch nach Gaben
von Cl4-methylsigniertem Cholin war im (-Kohlenstoff des Serins C%.
Eine oder mehrere Methylgruppen des Cholins kénnen daher offenbar im

Sinne der Ameisensiure mit Glykokoll unter Serin-Bildung konden-
sieren (70).
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F. Transmethylierungen

Aus Fiitterungsversuchen von du Vigneaud u. Mitarb. (71) ging hervor,
dal dem Organismus die zur Methylierung gewisser stickstoff- und
schwefelhaltiger Verbindungen nétigen Methylgruppen in leicht ausniitz-
barer Form z. B. durch Cholin und Methionin mit der Nahrung zur Ver-
filgung stehen miissen. Endgiiltige Beweise erbrachte die Isotopen-
technik. Durch Signierung der Methylgruppe mit Deuterium konnte ihre
Ubertragung im Tierkérper verfolgt und eine Reihe an der Transmethy-
lierung beteiligter Verbindungen, wie Cholin, Betain, Methionin, Kreatin,
Anserin, Dimethylaminoithanol, Monomethylaminoéthanol, Sarcosin
und Dimethylglycin eruiert werden. Bei diesen Ummethylierungen,
denen eine grundlegende Bedeutung zukommt, wurde angenommen, die
Methylgruppe werde in toto transferiert. Kiirzlich haben Keller, Rachele
und du Vigneaud (72) diese Voraussetzung bewiesen. Nach Verabreichung
eines in der Methylgruppe mit radioaktivem Kohlenstoff und Deuterium
signierten, durch Mischung von Deuterio-j-Methionin CD,SCH,CH,-
CHNH,COOH und Radio--Methionin C*H,SCH,CH,CHNH,COOH
gewonnenen Methionins, wurden im aus den Geweben isolierten Cholin
und Kreatin (14- und D-Bestimmungen durchgefiihrt. Das Verhiltnis
C'* zu D war in den Methylgruppen dieser Verbindungen genau dasselbe
wie im gefiitterten Methionin. Bei der Transmethylierung findet dem-
nach kein Austausch der Wasserstoffatome der Methylgruppe statt, letz-
tere wird als «Einheit» iibertragen. Der Versuch beweist erneut wieder
die Brauchbarkeit des schweren Wasserstoffes in Methylen- und Methyl-

gruppen zu Signierungen.

G. Bildung und Abbau der Nucleinsiuren und Purine

Auch auf dem Gebiet des Purinstoffwechsels hat die Isotopentechnik
zu einer bemerkenswerten Erweiterung unserer Kenntnisse gefiihrt. Auf
Grund der klassischen Arbeiten von Miescher und Kossel steht fest, daf
der tierische Organismus die zur Nucleinsiure-Bildung nétigen Purine
selbst aufbauen kann.

Von Tauben nach Aufnahme N1%-haltigen Arginins ausgeschiedene
Harnsdure enthielt keinen schweren Stickstoff (73); im Imidazolring
signiertes Histidin, welches gleich dem Arginin als Baustein der Purine
diskutiert wurde, fithrte nach Verabreichung an Ratten auch nicht zum
Einbau von N1%in die Purine (74). Schoenheimer und Plentl (75) fiitterten
Ratten und Tauben markiertes Guanin (XXVIII), Uracil (XXV) und
Thymin (XXVI), ohne den schweren Stickstoff in den Purinen der
Gewebs-Nucleinsiuren auffinden zu kénnen; indessen gelang der Nach-
weis der Umwandlung in Allantoin, Harnséure und Ammoniak.
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Gleichfalls unter Verwendung von N3 priiften Brown u. Mitarb. (76)
die Beteiligung weiterer Pyrimidine und Purine, also hoherer Bausteine,
an der Bildung der Nucleinsiuren. Weder nach Gaben von Cytosin
(XXVII) (77) noch von Hypoxanthin (XXIX) oder Xanthin (XXX) (78)
an Ratten enthielten die Nucleinsdure-Purine der Tiere schweren Stick-
stoff. Diese Pyrimidine und Purine der Nahrung finden also zum Aufbau
der Nucleoproteine keine Verwendung. Daf} sie sich nicht mit den ent-
sprechenden, in den Nucleinsiuren enthaltenen Verbindungen in einem
dynamischen Gleichgewicht befinden, war iiberraschend. Sie nehmen
lediglich am Purinabbau, nicht aber am Aufbau teil.

Adenin (XXXI) ist bekanntlich nicht nur in Nucleinséiuren enthalten,
sondern auch ein wichtiger Bestandteil vieler Enzyme und der Adenosin-
triphosphorsiure des Muskels. Adenin, das entsprechende Nucleosid und
Nucleotid zeigen zudem pharmakologische Eigenschaften, welche z. B.
beim Guanin nicht vorhanden sind. Brown u. Mitarb. (79) fanden nach
Fitterung von N'%-haltigem Adenin in den Pentosenucleinsiuren des
Cytoplasmas eine hohe, in den Desoxynucleinsiuren der Zellkerne eine
niedrigere N5-Konzentration. N'®* war in Adenin und Guanin der
Nucleinsiuren, ferner im Adenosintriphosphat und im Allantoin vor-
handen; z. B. lieB} sich berechnen, dafl 13,79, des Adenins der Nuclein-
sduren und 8,29, des Guanins derselben aus dem Nahrungs-Adenin
stammten. In den Pyrimidinen war kein schwerer Stickstoff anzutreffen,
das Adenin ist also keine Muttersubstanz fiir dieselben. In der Adenosin-
triphosphorsiure war der N'%-Gehalt bedeutend geringer. Als ein Zwi-
schenprodukt der Umwandlung von Adenin in Guanin erwies sich das
2,6-Diaminopurin (XXXII). Nach Verabreichung dieser mit schwerem
Stickstoff in Stellung 1 und 3 und in der Aminogruppe in 2 signierten

ﬁ = N4 | N5
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Verbindung konnte isotopenhaltiges Nucleinsdure-Guanin gefunden wer-
den (80). Hingegen fiihrte Fiitterung des von Cherbuliez und Bernhard
(81) in der Natur erstmalig aufgefundenen Isoguanins oder 2-Oxy-6-
aminopurins (XXXIII), das von Bendich u. Mitarb. (82), in Stellung 1
und 3 N!® enthaltend, synthetisiert wurde, zu keiner Aufnahme von
schwerem Stickstoff in die Purine der Nucleinsduren. Doch wird dieses
natiirlich vorkommende Purin sehr leicht zu Allantoin oxydiert, auch
konnte in einem merklichen Ausmafle schwerer Stickstoff im Harnstoff
nachgewiesen werden. Isoguanin bildet demnach interessanterweise
Harnstoff.

ko * k
{_CNH, A—c_NH, %—_c_oH
w k. I [

HN-C  C-N HO—C C—N HO_(C CH

T Yo : o \>CH Ll

N—_C-Ng N-C-Nj N_C_COOH

sk sk sk

(XXXII) (XXXIIT) (XXXIV)

In den letzten Jahren ergaben sich Hinweise, dal} der Orotsdure
(2,6-Dioxy-pyrimidincarbonsiure [4]) (XXXIV) eine Bedeutung fiir die
Biosynthese der Pyrimidine bei Neurospora zukommt. Bergstrém u. Mit-
arb. (83) injizierten Ratten N'5-haltige Orotsidure und gewannen aus den
Lebern die Polynucleotide und daraus die Riboside. Sowohl im Cytidin
als im Uridin war der N15-Gehalt betrichtlich, aber nur insignifikant im
Adenin und Guanin und in den Proteinen. Orotsiure wird demnach in
vivo zur Bildung des Uracils und Cytosins verwendet.

Bereits die Befunde Schoenheimers und Barnes (84), daffi N15-haltiges
Ammoniumcitrat im Futter von Ratten und Tauben zur Einfithrung des
schweren Stickstoffes in die Gewebsproteine und in die Harnsdure bzw.
das Allantoin fiithrt, legten nahe, der Ureido-Kohlenstoff der Harnséure
stamme aus kleinen Intermediirprodukten. Es gelang in letzter Zeit
nachzuweisen, dall Ammoniak, Essigsiure, Milchsiure, Glykokoll und
CO, Harnsédure-Bausteine darstellen. Sonne, Buchanan und Delluva (85)
verfiitterten an Tauben die folgenden Verbindungen: C120,, HC'30OH,
CH,C*300H, NH,CH,C1*00H, CH,;CH(OH)C30O0H und C¥¥H/,(13-
H(OH)COOH. Durch geeignete Abbaureaktionen der ausgeschiedenen
Harnsiure konnten deren C-Atome auf ihren Isotopengehalt gepriift
und ihre Herkunft aus den verabreichten, signierten Verbindungen
sichergestellt werden. Da durch Versuche von Shemin und Rittenberg (86)
bereits feststand, daBl der Stickstoff in Stellung 7 der Harnsiure aus
dem Glykokoll stammt, ergibt sich fiir den Aufbau des Trioxypurins
folgendes Bild:
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Durch eine bisher unbekannte Assimilationsreaktion kommt das
Kohlenstoffatom 6 aus der Kohlensiure. Der Carboxyl-Kohlenstoff des
Glykokolls ist die Quelle fiir den Kohlenstoff in Position 4, der a-Kohlen-
stoff der Aminoessigsiure fiir den Kohlenstoff in Position 5. Der Carboxyl-
- und a-Kohlenstoff der Milchsdure werden in Stellung 4 bzw. 5 in die
Harnsiure eingebaut, indessen in geringerem AusmaBe, als das fiir den
Carboxyl-Kohlenstoff der Aminoessigsiure der Fall ist. Es ist daher an-
zunehmen, die Milchsdure werde in Glykokoll umgewandelt und als
solches verwendet. Der Carboxyl-Kohlenstoff der Ameisensiure und
Essigsidure kann den Kohlenstoff in Stellung 2 und in Stellung 8 liefern.
Auch der -Kohlenstoff der Milchséiure ist in Stellung 5 der Harnsiure
nachweisbar.

Diese Befunde wurden von Karlsson und Backer (87) bestitigt, welche
Tauben im Hinblick auf eine biologische Gewinnung verschiedener

*
signierter Harnsiduren Cl%-markierte Verbindungen, nédmlich NaHCO,,

HCOOH, CH,N#,COOH und CH,NH,COOH, gaben. Hydrogencar-
bonat fithrte zu in Stellung 6, Ameisensédure in Stellung 2 und 8 und
Carboxyl-signiertes Glykokoll in Stellung 4 radioaktiven Kohlenstoff
aufweisender Harnsiure. Der Methyl-Kohlenstoff des Glykokolls lief3
sich indessen auch in Position 2, 4 und 8, also nicht wie erwartet, nur
in 5 nachweisen. '

Wurde Hefe in Gegenwart von N'5-haltigem Glykokoll geziichtet, so
stellten Hammarsten u. Mitarb. (88) eine spezifische Aufnahme desselben
in das gebildete Guanin und Adenin fest. Auch hier erwies sich das
Glykokoll als spezifischer Donator des Stickstoffes in Stellung 7 des
Guanins.

Heinrich, Wilson und Gurin (89) fanden 7 Stunden nach Injektion
C'4-haltigen Hydrogencarbonates an Ratten im Nucleotid-Adenin und im
Nucleinsiure-Adenin, -Guanin und -Uracil eine geringe Aktivitit. Per-
manganat-Oxydation fithrte zur Lokalisation des C-Isotopes im Nicht-
~ Ureido-Kohlenstoff des Guanins und im Ureido-Kohlenstoff des Uracils.
Wenn cine approximativ adiquate C'4-Menge in Form von Carboxyl-
signiertem Acetat injiziert wurde, war weder im Ureido-noch Guanidino-
C des Guanins C!* nachweisbar. Die hiochste Aktivitit wies der Ureido-
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Kohlenstoff des Uracils auf, wahrscheinlich durch Fixierung von Kohlen-
siure. Nach Gaben in der Carboxylgruppe signierten Glykokolls war die
Radioaktivitit der Purine aus den Nucleinsiuren und Nucleotiden be-
deutend héher als in den Versuchen mit Hydrogencarbonat oder Acetat.

Sehr geringe Aktivititen wiesen Uracil und Thymin auf. Eine Probe des
Nucleinsiure-Guanins wurde mit HCl zu Glykokoll hydrolysiert, dessen
COOH-Gruppe aus dem Kohlenstoff 4 des Guanins stammte und prak-
tisch den gesamten, im Guanin vorhandenen C!4 enthielt. Nach Gaben
von Carboxyl-Cl4-signiertem Glykokoll an Ratten (90) wurde aus dem
Harn das Allantoin isoliert. Dessen Abbau zu Glyoxylsiure und Harn-
stoff lie den Kohlenstoff (1% in der Glyoxylsidure auffinden, d. h. also
in den C-Atomen 4 und 5 des Allantoin-Molekiils. Nach intraperitonéaler
Verabreichung von carboxyl-signiertem Acetat an Ratten war die Aktivi-
tit des Allantoins eine nur geringe im Gegensatz zu den Befunden an
Tauben, wo Acetatgaben zum Einbau des isotopen Kohlenstoffes in
Stellung 2 und 8 der Harnséure fiithrten. Auch Marsch (91) fand nach
Gaben signierten Formiats an Tauben oder Ratten in den Nucleinsiuren
eine gewisse Aktivitit; sowohl Adenin als Guanin enthielten C'4. Formiat
wird von der Taube in den ersten Stunden nur langsam oxydiert, so
dal die Aktivitdt der Purine nur zu einem geringen Anteil durch CO,-
Fixierung bedingt ist. Bei den Ratten liegen die Verhiltnisse gerade
umgekehrt, hier stammt der C1%4-Gehalt der Purine dank der leichten
Oxydierbarkeit des Formiats fast ausschlieflich aus der CO,-Fi-
xierung.

- Harnsdure gilt bekanntlich beim Menschen, anthropoiden Affen und
beim Dalmatinerhund als Endprodukt des Purinstoffwechsels, withrend
die iibrigen Sduger durch von ihnen gebildete Uricase aus dem Trioxy-
purin Allantoin bilden. Als Intermediirprodukt dieser Umwandlung
wurde bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat in vitro die Oxy-
acetylen-diureido-carbonsdiure von Schuler und Reindel (92) als Silbersalz
isoliert. Bei der Oxydation von Allantoin (XXXVII und XXXVIII) ge-
wonnen aus in Stellung 1 und 3 mit N1%-signierter Harnsdure (XXXYV)
(93) zu Kaliumoxonat (XXXIX) bzw. Hydantion (XL) ergab die Isotopen-
analyse dieser beiden Verbindungen gleiche N15-Gehalte wie fiir das
Allantoin (94). Der Ubergang der Harnsidure oder des Adenins zu Allan-
toin fiihrt sowohl in vitro als in vivo zu einer gleichmiBigen Verteilung
des in Stellung 1 und 3 vorhandenen schweren Stickstoffes, zwischen
dem Harnstoff- und Imidazolanteil des Allantoin-Molekiils (95). Die
Oxydation muf} demnach auch in vivo iiber ein symmetrisches Zwischen-
produkt, d.h.die Oxy-acetylen-diureido-carbonsiure (XXXVI), ver-

laufen.
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Brown u. Mitarb. (96) untersuchten das Verhalten signierter Harn-
sdure im Stoffwechsel gesunder Versuchspersonen. Nach Aufnahme von
150 mg wurde der Harn wihrend 7 Tagen gesammelt und auf Gesamt-N,
Harnsiure, Harnstoff und Ammoniak untersucht. Im Verlauf von vier
Tagen erschienen 80%, des verabreichten schweren Stickstoffes im Harn.
Davon war die Hilfte als Harnstoff-Stickstoff und ein Drittel als Harn-
sdure-Stickstoff vorhanden. Die Befunde sind interessant im Hinblick auf
uricolytische Vorginge im menschlichen Organismus oder bakterielle
Verinderungen der Harnsdure im Darm und schlieflich auch in bezug
auf die Beteiligung des Purin-Stickstoffes am Harnstoff- und Harnséure-
Stickstoff.

H. Himoglobinstoffwechsel

Als Bausteine fiir die Pyrrolfarbstoffe wurden von verschiedenen
Autoren zufolge der strukturellen Ahnlichkeit Prolin und Glutaminsdiure
bzw. dessen Anhydrid vermutet. Nach Gaben dieser mit N1 markierten
Aminoséduren enthielt der Farbstoff der Erythrocyten aber keine merk-
lichen Mengen schweren Stickstoffs (97). Indessen wird Glykokoll in vivo
zum Aufbau des Himoglobins verwendet. Diese Feststellung ergab sich
aus Versuchen mit signierter Aminoessigsidure, welche Deuterium, N15
oder (14 entweder im q-Methylenkohlenstoff oder in der COOH-Gruppe
enthielt. Nach Fiitterung solcher Verbindungen konnten die Isotopen
stets im Hiamoglobin nachgewiesen werden (98), jedoch ergaben sich
wesentliche Unterschiede hinsichtlich ihrer Verteilung auf den Farbstoff-
oder Globin-Anteil des Molekiils. Shemin und Rittenberg (99) lieBen durch
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eine gesunde Versuchsperson innerhalb von drei Tagen 66 g Glykokoll
mit einem bekannten N'5-Gehalt aufnehmen. Bereits 24 Stunden nach
der letzten Zufuhr wiesen gewisse N-haltige Komponenten ein N3-
Maximum auf, nicht aber das Himin aus den Erythrocyten. Fortgesetzte
Proben ergaben fiir dieses wihrend einer Dauer von etwa 20 Tagen
steigende N13-Gehalte. Iiir die nichsten 70 Tage blieben die N13-Werte
annihernd gleich, um dann langsam und regelmiflig zu sinken. Aus
diesem Verhalten lie3 sich auf Grund véllig physiologischer Versuche fiir
die roten Blutkérperchen eine mittlere Lebenszeit von 127 Tagen be-
rechnen. Pro Tag wurden 0,799, der roten Blutzellen gebildet und zer-
setzt. Analoge Versuche beim Huhn (100) ergaben eine mittlere Lebens-
zeit der kernhaltigen roten Blutzellen von 28 Tagen in guter Uberein-
stimmung mit den unter Beniitzung von radioaktivem Phosphor von
Hevesy und Ottesen (101) erhobenen Befunden.

Die Hamoglobinmolekiile bleiben bis zum Untergang der Erythrocyten
in denselben eingeschlossen, die Globin-Komponente nimmt an der
Dynamik des Eiweistoffwechsels nicht teil. Die Beteiligung des Glyko-
kolls ist durchaus spezifisch; eine Reihe anderer N-haltiger Verbindungen
(97) vermogen am Aufbau des Blutfarbstoffes nicht mitzuwirken, in-
dessen wohl das Acetylglykokoll und das Serin. Ersteres wird hydro-
lysiert und tritt als Aminoessigsiure in Wirkung, vom Serin ist sein
Ubergang in vivo in Glykokoll bekannt (65). Da Glykokoll also Serin
und Serin Glykokoll bilden kann, blieb die Frage zu entscheiden, von
welcher der beiden Aminoséiuren die Himinsynthese ausgeht. Es wurde
daher einerseits Blut mit isotoper Aminoessigsdure und gewdhnlichem
Serin und anderseits mit gewohnlichem Glykokoll und isotopem Serin
bebriitet. Die N'5-Konzentration des Himins war im ersten Falle be-
trichtlich, wihrend der zweite Versuch mit dem Gemisch von gewdhn-
lichem Glykokoll und signiertem Serin nicht zum Einbau der Isotopen
in das Hamin fiahrte. Das Glykokoll ist demnach der unmittelbare Bau-
stein (100).

Kernhaltige rote Blutzellen der Vigel, z. B. der Ente, vermégen auch
in vitro aus Glykokoll Himin zu bilden (102). Bei 0-5° unter aeroben
Bedingungen findet die Synthese nicht statt. Zugabe von Eisen, Glukose,
Acetat, a-Ketoglutarsiure oder Pyridoxal vermag sie nicht zu beein-
flussen. Lagerung des Blutes wihrend 2 Tagen bei 5° und Herabsetzung
der Sauerstoffspannung von 95 auf 209, bleiben ohne Einflul. Ge-
waschene Erythrocyten sind zur Synthese befihigt; werden sie zerstort,
so findet keine Haminbildung mehr statt. Acetylglycin kann von den
Enten-Erythrocyten nicht ausgeniitzt werden, indem die fermentative
Spaltung in Essigsidure und Aminoessigsiure ausbleibt.
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Die N15-Konzentrationen waren bei diesen Versuchen im Hémin stets
groBer als im Proteinanteil der Erythrocyten. Zu analogen Resultaten
gelangten Altmann u. Mitarb. (103), welche nach Fiitterung von
C14H,NH,COOH im Héimoglobinprotoporphyrin eine 7- bis 10fach
groBere Aktivitit als im Globin fanden. Das Methylen-Kohlenstoffatom
des Glykokolls wird also auch in die Tetrapyrrolstruktur des Hamins
eingebaut, nicht aber der Carboxyl-Kohlenstoff. Grinstein, Kamen und
Moore (104) fanden nach Gaben von CH,(NH,)C'*OOH wohl im Globin,
nicht aber im Protoporphyrin radioaktiven Kohlenstoff. Sie berechneten
fiir die roten Blutkérperchen von Hunden auf Grund der Globin-Aktivi-
tit eine mittlere Lebensdauer von 78-95 4 5 Tagen. Aus dem Harn und
den Faeces isolierter Koproporphyrin-I-tetramethylester erwies sich als
inaktiv. Offenbar nimmt an der Protoporphyrinsynthese nur der
~-CH, NH,-Anteil des Glykokolls teil, wihrend es gesamthaft zum
Globinaufbau verwendet wird, da sowohl sein Stickstoff, der Methylen-
und Carboxyl-Kohlenstoff im Globin nachweisbar sind. Es sei denn, es
‘werde bei der Pyrrol-Kondensation zu Tetrapyrrol CO, abgespalten.
Auch aus Versuchen mit C14-Glykokoll geht hervor, dal das Globin der
intakten Erythrocyten am EiweiBstoffwechsel nicht teilnimmt, sondern
in der Blutzelle bis zu deren Zerstérung verbleibt.

‘Nach Gaben von N15-Glykokoll konnte der schwere Stickstoff aber
auch im Koproporphyrin I (XLI) und im Protoporphyrin IX (XLII)

nachgewiesen werden (105). Aus'den oben genannten und diesen Befun-

COOH COOH
| |
CH, CH, CH, CH,
| | |
CH, CH, CH, CH, CH, CH CH, CH
15, L) | | | |
| | | x|
I IT I 1L
H H
M | . __04{ I
NN AN NN / NN NN N
. LI N
b CH HC . g C
N N N N
b ST . W U N
v I Iv . IIT
“CH, PCH, CH, CH CH, CH, CH, CH,
| | | |
CH, CH, CH, CH,
| | | |
COOH COOH COOH COOH
(XLI) (XLII)

355



COOH
|

CH, CH,
| |
CH, CHOCH, CH, CH,
o=l o o-l J-o
N/ N/
H H
(XLIII) (XLIV)

den folgt, daBl das Koproporphyrin I des Kotes ein Nebenprodukt der
Protoporphyrin-IX-Bildung darstellt. Im Protoporphyrin IX tragen die
Pyrrolringe I und I Methyl- und Vinyl-Seitenketten, die Pyrrolringe 111
und I'V Methyl- und Propionsidure-Seitenketten. Um festzustellen, ob die
beiden Ringtypen in verschiedener Weise aufgebaut werden, untersuch-
ten Shemin u. Mitarb. (100) die N5-Verteilung in dem nach Glykokoll-
Gaben erhaltenen signierten Hamin. Das Hématoporphyrin wurde als
Dimethylither oxydiert und aus den Ringen I und II Methyl-methoxy-
dthyl-maleinimid (XLIII), aus den Ringen IIT und IV Héimatinsiure
(XLIV) erhalten. Die N'5-Konzentration war dieselbe; alle Ringe des
Porphyrins verwenden zu ihrem Aufbau Glykokoll; man darf wohl an-
nehmen, daB fiir die verschiedenen Pyrrolringe des Protoporphyrins ein
gemeinsamer Pyrrolbaustein vorliegt. Aus Vergleichen der (14- und N15-
Konzentration des nach Gaben von N'5- oder (C'4-signierten Glykokolls
isolierten Héamins schlossen Radin, Rittenberg und Shemin (106), daB
mehr als 4 C-Atome desselben aus den a-C-Atomen der Aminoessigsiure
stammen. Auch der Carboxyl-Kohlenstoff der Essigsdure beteiligt sich
an der Haminsynthese, wobei ein Teil der Aktivitit auf die die Vinyl-
- Seitenketten tragenden Ringe I und II entfillt. Methyl-signierte Essig-
sdure fithrte zu einem sechsmal stirker aktiven Hidmin als Carboxyl-
signiertes Acetat. Ferner konnte der Nachweis erbracht werden, daBl
auch das a-C-Atom der Brenziraubensiure zur Porphyrinsynthese ver-
wendet wird.

In ausgedehnten Versuchen studierten London, Shemin und Rittenberg
(107) Haminsynthese und Erythrocytendynamik bei gesunden und kran-
ken Menschen. Allen Versuchspersonen wurde innerhalb von 48 Stunden
signiertes Glykokoll oral verabreicht. Als solche dienten ein 23 Jahre
alter, gesunder Medizinstudent, eine 24 Jahre alte, gesunde Studentin,
ein 51 Jahre alter Neger mit perniciéser Anémie, eine 58 Jahre alte Frau
mit Polycythaemia vera und ein 26 Jahre alter Neger mit Sichelzellen-
Anémie. Bei den Gesunden ergab sich eine mittlere Lebenszeit der roten,
zirkulierenden Blutkérperchen von 120 fiir die ménnliche, von 109 Tagen
fiir die weibliche Versuchsperson. Die Erythrocyten der an Polycythaemia
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vera erkrankten Patienten wiesen eine Lebenszeit von 131 Tagen auf und
es bestanden beziiglich der roten Blutzellen normale Verhiltnisse. In-
dessen war das Ausmal3 der Erythrocyten- und Himoglobinproduktion
etwa 21,mal grofler als in der Norm. Diese gesteigerte Aktivitit des
himatopoetischen Systems wird durch das Vorliegen eines benignen neo-
plastischen Prozesses erklirt, unter der Voraussetzung, daBl die Poly-
cythimie im Sinne von Minot und Buchman zu den Neoplasmen zu zih-
len ist. Bei der Sichelzellen-Andmie werden die roten Blutzellen, die auch
in vitro zur Himinsynthese befihigt sind (108) ziellos und nicht als
Funktion ihres Alters zerstort. Ihre Halb-Lebenszeit betrug 29 Tage. Das
Ausmal} der Himoglobin- und Erythrocytenbildung und -zerstérung war
2,8mal griofler als in der Norm. Die Untersuchung des an pernicidser
Andmie leidenden Negers ergab vor der Behandlung ein anormales Bild
des Erythrocytenzerfalls. Die Himoglobinproduktion war auf %/, der
Norm herabgesetzt, die Erythrocytenbildung auf die Hilfte. Nach Be-
handlung mit Leberextrakt stellten sich normaleVerhiltnisse ein und die
mittlere Lebenszeit der roten Blutkorperchen betrug 129 Tage. ‘

Die Ausniitzung mit der Nahrung zugefithrten Glykokolls zur Proto-
porphyrinsynthese erfolgt sehr rasch; schon einige Stunden nach Gaben
signierten Glykokolls sind isotopenhaltige Erythrocyten im Blute nach-
weishar, |

Zusammenfassung

Die vorliegenden Ausfithrungen betreffen neuere Ergebnisse aus dem
Gebiete der Stoffwechselforschung unter Anwendung der Isotopen als
Signierungsmittel.

Summary

The present synopsis concern latest results on research on inter-
mediary metabolism applying isotopes as tracer substances.
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