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Abstract

1. Die Zitrikodehydrasewirkung von verschiedenen Organen wurde vergleichend untersucht.
Unter den untersuchten Organen : Leber, Milz, Muskel, Niere und Hoden, ist die Leber in der
Wirkung am starksten. 2. Die Zitrikodehydradewirkung der Leber aufert sich am starksten bei
einer H’-Konzentration von pH 8.2. In saurem Medium tritt im Gegensatz zu der Behauptung von
Langecker die Spaltung starker zuruck, als in alkalischem, stimmt aber mit der von Reichel und
Neeff uberein. 3. Die Wirkung der Gallensaure auf das Zitrikodehydrasesystem der Leber wurde
studiert. Gallensaure wirkt auf die Zitronensaurespaltung stark hemmend ein. Die Hemmung tritt
bei pH 8.2 am starksten hervor, also gerade bei der optimalen H’-Ionenkonzentration fur die Fer-
mentwirkung. Die Menge der zugesetzten Cholsaure ist nicht von bedeutendem Einfluj3, soweit
der pH-Wert von 8.2 abweicht. 4. Azetondikarbonsaure wird durch Leberbrei nicht angegriffen.
Dieses Resultat stimmt mit dem von Langecker vollig uberein. Der Zitratabbau beim fermenta-
tiven Vorgang kann also nicht uber Azetondikarbonsaure vor sich gehen.
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Das Vorkommen der Zitrikodehydrase wurde, und zwar in
grolem Ausmafle, im tierischen sowie pflanzlichen (Wagner-Jauregg
1935) Organismus, von mehreren Autoren, wie Battelli und Stern
(1911), Thunberg (1911, 1920, 1929), Bernheim (1928), Hahn und Haar-
mann (1929) u.s.w. sicher festgestellt. Der Chemismus des fermenta-
tiven Zitratabbaues in den tierischen Organen ist aber noch nicht
endglltig aufgeklart. Das haltbare Fermentpraparat wurde erst von
Bernheim (1928) aus Schweine- und Schafleber, und dann vor kurzem
von Reichel und Neeff (1936) aus Menschen-, Kalbs-, Schweine- und
Pterdeleber dargestellt. Unter den verschiedenen Organbreien ist
das zitratabbauende Vermégen der Leber dem der anderen Organe
weitgehend tberlegen, was Langecker (1934) experimentell bewiesen
hat. Nach Wagner-Jauregg u. Rauen (1935) soll der Abbau der Zitro-
nensaure stufenweise unter Mitwirkung zweier verschiedener Co-
fermente (Co-dehydrase u. Flavin) erfolgen.

Da nun einerseits die Zitrikodehydrase im Kohlenhydrat-, Eiweif3-
und Fettstoffwechsel eine groflere Rolle zu spielen scheint, als z.B.
Martius (1937) bis jetzt angenommen hat, und andererseits das Fer-
ment vorwiegend in der Leber vorkommt, habe ich in der vorliegen-
den Arbeit den EinfluB} der Gallensiure, die ja eines der wichtigsten
Stoffwechselprodukte der Leber ist, auf die Wirkung dieses Fermen-
tes untersucht. Die Gallensaure scheint sich an den physiologischen
Stoffwechselvorgingen in groBem Umfange zu beteiligen, wie schon
von den Schiilern Prof. Dr. T. Shimizus auf breiter experimenteller
Basis einwandfrei bewiesen worden ist.

Vor dem vorzunehmenden Versuch muflte ich zunachst die Wir-
kungsbedingungen der Zitrikodehyrase selbst naher bestimmen, weil
die bendtigten Daten in der alten Literatur in den Einzelheiten noch
nicht eindeutig klargestellt sind.
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Experimenteller Teil.

1) Zitrikodehydrasewirkung und Wasserstaffionenkonzentration.

Zum Versuche wurde Kaninchenleberbrei benutzt, der moglichst
sorgfaltig unter peinlich aseptischen Bedingungen bereitet wurde.
Zur Messung der zitratabbauenden Fahigkeit des Organbreies wurde
die unzersetzt zurtickbleibende Zitronensaure durch Pentabromaze-
ton-Methode nach Kometiani (1931) bestimmt. Die Zuverlassigkeit
dieser Methode, die auf der Stahreschen Reaktion beruht, wurde wie
von Fiirth u.a. (1934), auch von Langecker einer Priifung unterzogen
und als befriedigend anerkannt (iber die Methode, siehe Langecker,
B. Z. 273, 44, 1934)).

Versuchsanordnung:

Pufferldsung: Phosphatpuffer von den pH 6.24, 7.15, 8.20 und 9.0.

Substrat: n-Natriumzitratldsung.

Versuchsdauer: 2 Stunden, ochne Durchliftung.

Thermostatentemperatur: um 38°C.

Tabelle 1.
Prozentualer Zitratabbau durch Leberbrei bei verschiedenen pH.
: ‘ 1 -
pH ‘ 6.24 ’ 7.15 ‘ 8.20 l 9.00
Abbau 9 73.62 l 76.76 ! 80.18 i 65.43

(Mittelwert von 5 Versuchsansitzen. Einzelne Daten werden
in der Tabelle 3 - 6 zusammengestellt.)

Wie aus der Tabelle 1 ersichtlich ist, liegt die optimale H'-lonen-
konzentration fiir die Zitratspaltung durch Leberbrei unter dem pH-
Bereich des Versuchs bei pH 8.2.

Langecker gab an, daf} sein Leberbrei das Zitrat bei pH 6.3 starker
abbaue als bei pH 7.5 od. 8.2. Bei meinem Fall ist das Resultat also
gerade das umgekehrte von seinem. Bei den Versuchen von Reichel
und Neeff (1936) liegt die optimale H'-lonenkonzentration seiner ge-
reinigten Zitrikodehydrasepraparate aus Leber bei pH 7.6. Allerdings
tritt die Spaltung bei pH 5.7 hier weit mehr zuriick als bei 7.6 und 9.5.

2) Zitrikodehydrasewirkung in anderen Organen.

Zum Vergleich der zitratspaltenden Fahigkeit des Leberbreies
und der Breie von anderen Organen wurden Muskel, Niere, Milz
und Hoden von Kaninchen verwendet.
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Wie aus der Tabelle 2 ersichtlich ist, liegt das zitratspaltende
Vermégen anderer Organe weit hinter dem der Leber zuriick.

Tabelle 2.
Versuchsanordnung: Von allen Organen werden 5 g als Brei benutzt.
12 cc Phosphatpuffer von pH 8.2 4 [ cc n-Zitratlésung.
Wirkungsdauer: 2 Stunden ohne Durchliftung. Thermostaten bei 38°C.

Nr. | Nietre | Muskel | Mil | Hoden | Leber

1 ' 34178 | 59003 | 59.713 | 62.170 12.865

Wiedergefundene | 2 33828 | 56518 | 60.598 | 61.873 12.428
Zitronqnséure 3 ! 32.848 58.365 ‘ 60.863 12.603
n mg 4 ' 33.653 65.723 [ 62.870 13.323

5| 33208 | 57935 | 62.073 12.253

Durchschnittswert f 33.543 57.508 : 60.15 62.073 12.694
Abbau in % f 52.08 10.15 J 6.02 3.02 80.18

Aus den Daten geht hervor, daf die Zitronensiure bei den ange-
gebenen Versuchsbedingungen durch Leberbrei um 80.18, durch
Nierenbrei um 52.08, durch Muskel-, Milz- und Hodenbrei aber nur
noch um 10.15, 6.02 und 3.02% abgebaut wird.

3) BeeinfluBung der Zitrikodehydrasewirkung der Leber

durch die Gallensdure.

Wie aus den Tabellen 3 - 4 ersichtlich ist, wirkt die Gallensaure
auf die Zitrikodehydrase der Leber als ein ausgepragt hemmender
Faktor ein, was ja bei einem physiologischen Geschehen moglicher-
weise auch der Fall sein kénnte. Es ist auch von Interesse hierbeli,
dal die Hemmung gerade bei einer H'-lonenkonzentration, die dem
Ferment eine optimale Bedingung verschafft, am stirksten hervor-

tritt,

Versuchsanordnung: _

5g Leberbrei. Phosphatpuffer von pH 6.24, 7.15, 8.20 und 9.00.
Substrat: n-Natriumzitratlésung. | %ige Natriumcholatlosung wird

dazu in steigender Menge zugesetzt.

Die Menge der zugesetzen Cholsaure ist nicht von bedeutendem
EinfluB. Bei einer H’'-lonenkonzentration, wo die Hemmung der
Gallensaure am starksten einsetzt und gleichzeitig eine optimale
H'-lonenkonzentration fiir das Fermentsystem entfaltet, tritt der Ein-
fluf der zugesetzten Menge Cholsaure allerdings mehr in den Vor-
dergrund, — je mehr Cholsaure, desto stirkere Hemmung.
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Tabelle 3.
Leberbrei 5g pH =6.24
Pufferlésung, cc 12 11 10 9
n-Natriumzitratlésung, cc 1 1 1 1
1% Natriumcholatlésung, cc 0 1 2 3
[ 15.963 19.685 21.488 24.420
I\ 16.869 19.535 22.198 25.750
Wiedergefundene
Zi . I 17.757 20.420 23.080 24.858
itronensaure
in mg
v 17.313 19.973 21.925 25.303
\% 16.514 20.395 22.643 24.595
Mittelwert, mg 16.888 20.042 22.167 24.985
Abbau in % 73.62 68.69 65.37 60.97
Tabelle 4.
Leberbrei 5 g pH=7.15
Pufferlésung, cc 12 11 10 9
n-Natriumzitratldsung, cc I 1 | 1
1% Natriumcholatlésung, cc 0 1 2 3
) 14.205 22.198 23.972 25.750
1 15.185 21.750 23.080 26.635
Wiedergefundene
Zi . HI 14.380 21.488 22.373 26.170
itronensaure
in mg
Iv 15.535 20.953 23.528 25.303
A\ 15.090 21.313 23.178 27.528
Mittelwert, mg 14.879 21.540 23.226 26.277
Abbau in % 76.76 66.35 63.71 58.95
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Tabelle 5.
Leberbrei 5g pH =28.20
Pufferlosung, cc 12 11 10 9
n-Natriumzitratlosung, cc | 1 | 1
1% Natriumcholatlésung, cc 0 | 2 3
1 12.865 22.198 26.635 31.965
Wiedergefundene 1l 12.428 23.080 27.528 32.410
7i . 111 12.603 21.925 26.170 32.848
1trqnensaure
nome v 13.323 22.643 26.548 31518
\"4 12.253 23.703 28.410 31.073
Mittelwert, mg 12.694 22.710 27.058 31.965
Abbau in 9 80.18 64.52 57.73 50.06
Tabelle 6.
Leberbrei 5g pH =9.00
Pufferlosung, cc 12 11 10 9
n-Natriumzitratiésung, cc 1 | | 1
1% Natriumcholatlésung, cc 0 1 2 3
I 21.313 24.420 26.635 28.410
Wiedergefundene | 7lIAA 22.198 25.750 25925 29.295
7 . Ml 21.750 24.858 27.528 28.053
1trqnensaure .
n ms v 23.080 25.303 27.965 28.858
\Y4 22.285 24.210 27.255 29.033
Mittelwert, mg 22.125 24.908 27.058 28.650
Abbau in % 65.43 61.09 57.73 55.24

4) Ist Leber Azetondikarbonsdure zu spalten befihigt?

Die Zwischenstufe der enzymatischen Zitratspaltung ist noch
nicht bekannt. Bis jetzt waren viele Autoren der Anschauung, daf}

diese Spaltung uber Azetondikarbonsaure vor sich gehe. z.B. Wieland
u. Sonderhoff (1932 u. 1933), Reichel u. Neeff (1936).
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In den Organismus eingefihrte Zitronensaure wird weitgehend
gespalten und nur ein geringer Teil davon kommt zur Ausscheidung
durch die Niere. Zum Leberbrei zugesetzte Zitronensiure wird auch
ebenso leicht wie vollstandig gespalten. Wenn diese Spaltung uber
Azetondikarbonsaure vor sich ginge, mifite die genannte Saure durch
den Leberbrei unter gleichen Bedingungen genau so leicht wie beim
Zitrat gespalten werden. Dies ist aber tatsachlich nicht der Fall, wie
einmal von Langecker (1934) nachgewiesen und wiederum durch die
Ergebnisse vorliegender Versuche experimentell festgestellt werden
konnte. Azetondikarbonsiure wird durch die Leber nicht ange-
griffen, wie man aus der folgenden Tabelle ersieht und wie Wagner-

Jauregg u. Rauen (1935) beobachtet hat.
Tabelle 7.

Wiedergefundene Azetodikarbonsiure in mg

Nr. ro o2 | 3 4 5 | Mittel
|

Pufferlésung, 12 cc
n-Natriumazetondi-| 70.253 | 71.485 | 70.992 | 69.513 | 71.978

karbonatlés. 1 cc

70.844

Pufferlésung, 12 cc Umsatz

n-Natriumazetondi- | (7 764 | 49020 68.280 | 68.774 69.267! 68.625 | in %

karbon_atlés. | cc 313
Leberbrei, 5¢g =z

Die Bestimmung der Azetondikarbonsiure wurde nach der von
Langecker (1934) ausgearbeiteten Pentabromazeton-Methode ausge-
fuhrt,

Nach Abschlielung meiner Arbeit ist eine vorlaufige Mitteilung
von Martius und Knoop tuber ,, den physiologischen Abbau der Zitro-
nensaure * erschienen. Nach Martius und Knoop (1937) u. Martius
(1937) soll der fermentative Abbau der Zitronensiure nicht tiber
Azetondikarbonsaure, wie die frithere Anschauung der meisten Au-
toren war, sondern uUber 2-Ketoglutarsiure vor sich gehen. Die Au-
toren konnten namlich bei der fermentativen Spaltung der Zitronen-
saure durch Leber a-Ketoglutarsaure als deren Dinitrophenylhydrazon
isolieren, die nach ihnen als eine der Zwischenstufen dieses Vor-
ganges anzusehen ware.

Sie geben die hypothetische Gleichung folgendermaflen an.

HOOC—-CHZ—(IZ (OH)—COOH HOOC—CH=C—COOH

- |
CH,—COOH CH;—COOH
HOOC—CHOH—CH—COOH HOOC~—CO-—C|H-—COOH
— -
CH;—COOH CH,—COOH

— HOOC—CO—CH;—CH;—COOH — Bernsteinsaure — Fumar-

saure — Oxalessigsaure — Brenztraubensaure.
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Zusammenfassung.

I. Die Zitrikodehydrasewirkung von verschiedenen Organen
wurde vergleichend untersucht. Unter den untersuchten Organen:
Leber, Milz, Muskel, Niere und Hoden, ist die Leber in der Wirkung
am starksten.

2. Die Zitrikodehydradewirkung der Leber auflert sich am
starksten bei einer H-Konzentration von pH 8.2. In saurem Medium
tritt im Gegensatz zu der Behauptung von Langecker die Spaltung
starker zurtuck, als in alkalischem, stimmt aber mit der von Reichel
und Neeff iberein.

3. Die Wirkung der Gallensaure auf das Zitrikodehydrasesystem
der Leber wurde studiert. Gallensaure wirkt auf die Zitronensaure-
spaltung stark hemmend ein. Die Hemmung tritt bei pH 8.2 am
starksten hervor, also gerade bei der optimalen H-lonenkonzentra-
tion fir die Fermentwirkung. Die Menge der zugesetzten Cholsaure
ist nicht von bedeutendem Einfluf}, soweit der pH-Wert von 8.2 ab-
weicht.

4. Azetondikarbonsaure wird durch Leberbrei nicht angegriffen.
Dieses Resultat stimmt mit dem von Langecker vollig iberein. Der
Zitratabbau beim fermentativen Vorgang kann also nicht uber Aze-
tondikarbonsaure vor sich gehen.
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