Uber die Arginase.l)

\Von
A. Kossel und H. D. Dakin.

In einer friheren Mitteilung ist von A. Kossel die An-
sicht gedullert worden, dall die Eiweil3korper aus Kohlenstoff-
ketten gebildet werden, welche durch Imidgruppen unterbrochen
sind, und dal} die Wirkung der eiwellispaltenden Fermente auf
einer Losung dieser Imidgruppen beruht.2) Durch die Arbeiten
von E. Fischer, welcher zur Erklarung der im EiweilBmolekil
vorhandenen Bindungsweise eine Reihe von Synthesen ausfihrte
und die so erhaltenen Produkte mit den aus Eiweil} hervor-
gehenden groBeren Atomgruppen (Peptonen) verglich, ist diese
Auffassung der proteolytischen Fermentwirkung sicherer be-
grindet worden.

Aus der grolien Reihe der Fermente heben sich bel dem
heutigen Stande unserer Kenntnisse zwei Gruppen scharf her-
vor. 1. Die sauerstofflésenden «oxylytischen» Fermente, welche
die Zerspaltung der durch ein Sauerstoffatom vereinigten or-
ganischen Gruppen im Bereich der Fette und der Kohlehydrate
herbeifiihren und 2. die imidlosenden «imidolytischen» Fermente,
welche die gleiche Zersetzung bei den Eiwell3kérpern und der
Hippursaure, wahrscheinlich auch bei vielen anderen organischen
Stoffen bewirken. Den letzteren steht in dem Fermente der
Harnstoffgarung ein «amidolytisches» Ferment zur Seite.

FUr die Bindungsweise der Kohlenstoffketten im Eiwell-
molekil sind heute zwei verschiedene Typen als wahrscheinlich
anzunehmen. Der erste ist in der Hippursaure und in den von
Gurtius und E. Fischer enthaltenen synthetischen Produkten,
z. B. auch In den Polypeptiden vorhanden und enthéalt nur ein
Imid mit benachbarter Karbonylgruppe. Die zweite Bindungs-

b Vorgetragen im Naturhistorisch-Medizinischen Verein in Heidel-
berg am 4. Marz 1904.

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 188 (1898).
Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLT. 21
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art ist auf Grund der von E. Schulze gegebenen Aufklarung
Uber die Konstitution des Arginins anzunehmen. Sie besteht
wahrscheinlich aus einem Guanidinrest, welcher zwei Kohlen-

stoffketten (.. .C und C...) miteinander verbindet und auf der
(1) 0
einen Seite dem Karbonyl benachbart ist (s. Formel 2), andere

Bindungsweisen sind aber nicht ausgeschlossen, z. B. ein Guani-
dinrest, welcher am Ende einer Kohlenstoffkette steht (s. Formel 3).
Folgende Formelbilder geben eine Vorstellung von diesen
Gruppierungen.

Lo, CO— NH—Coorerre..
1) (2

2 e COO— NH — CNH — NH — Coovee.
Q) (2)

3 NH, — CNH — NH - C.eevrvnennen,

(2)
Zwischen der Formel 2, 3 und ahnlichen kdnnen wir heute

noch nicht entscheiden, wahrscheinlich kommen sie auch neben-
einander im Eiwell3 vor.

Die Verbindung der NH-Gruppe mit CO in Formel 1 und 2
wird durch die Spaltung mit Sauren gelost, wahrend die anderen
Verbindungen bestehen bleiben. Man beobachtet also unter
Wassereintritt folgenden Zerfall:

12) ... COOH, NH, — Coroorrverreern.
0)
282 . COOH, NH2? — CNH — NH — C.ovrevevvn..

o\ 2
Um den Stickstoff vom C loszureif3en, dazu bedarf es einer
)
starkeren Einwirkung. Man kann aber, wie E. Schulze er-

wiesen hat, durch Kochen mit Barytwasser einen Zerfall der
Guanidingruppe des Eiweisses nach folgendem Schema erzielen,

wobel Harnstoff gebildet wird:
2 b) NH2 — CO — NH2, NH? — C .

Die folgenden Untersuchungen zeigen nun, daB Im tierischen
Organismus zwel verschiedene Gruppen imidolytischer Fermente
zu finden sind, deren erstere die Imidogruppe nur von dem
benachbarten Karbonyl ablost (Trypsin, Erepsin), wahrend die
zweite eine Abtrennung des Harnstoffs nach dem Schema 2b)
bewirkt. Wir haben in der »Arginase» einen Korper dieser
letzteren Art aufgefunden.
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.

Von den 17—18 verschiedenen Atomgruppen, welche
man In den komplizierteren EiweilBkoérpern aufgefunden hat,
finden sich nach unseren Untersuchungen in dem einfachsten
bisher untersuchten Eiweil3stoff, dem Salmin, nur flnf vor.x) Es
Ist selbstverstandlich, da man beim Experimentieren mit solchen
einfacheren Eilweil3kOrpern auch einfachere physiologische Ver-
haltnisse schaffen wird. Besonders gilt dies in Bezug auf die In
den obigen Formeln 2 und 3 angenommenen Guanidinverkettungen,
denn diese Gruppe nimmt nach den friheren Untersuchungen
von A. Kossel einen breiten Baum innerhalb des Salminmolekils
ein. Sie wiederholt sich so haufig, dal} etwa 2k des gesamten
Stickstoffs vom Salmin in der Gruppe NH—GNH—NH vorhanden
sind. Will man also das Verhalten dieser physiologisch besonders
Interessanten Gruppe in ithrer urspringlichen Bindung studieren,
so wird man sich hierzu am besten der Protamine bedienen.

Wir haben unsere Aufmerksamkeit zunachst der Zerlegung
zugewandt, welche diese Kdrper unter der Einwirkung der Fer-
mente erleiden. DaR die Protamine ebenso wie die kompli-
zierteren Eiwell3stoffe durch das Trypsin zersetzt werden, zeigte
sich zuerst beli den Untersuchungen von A. Kossel und A.
Mathews,?) spater fand Cohnheim, dal das von ihm ent-
deckte Erepsin die gleiche Umwandlung bewirkt.3) Alle diese
Zersetzungen erfolgen nach dem Schema la und 2a, d. h. die
Imidgruppe wird nur von der Karbonylgruppe losgeldst, der Gua-
nidinrest bleibt erhalten und es entstehen freie Amidosauren
neben der Verbindung des Guanidins mit a-Amidovaleriansaure.

Letztere Verbindung ist bekanntlich das Arginin:
NH? — GNH — NH — CH? — CH2 — CH2 — CHNH2 — GOOH.

1.
Unsere ersten Versuche hatten die Aufgabe, festzustellen,
ob die Zersetzung der Protamine durch das Erepsin quanti-
tativ verlauft.

1 Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 165: Bd. XXVI, S. 588: Bd. XL,
S. 311 und S. 565.
2) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 190.
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 140.
21*



324 A. Kossel und H. D. Dakin,

Wir brachten 15 g Clupeinsulfat in 150 ccm Erepsin-
losung, welche nach dem Verfahren von Gohnheim bereitet
und durch Zusatz von Natriumkarbonat schwach alkalisch ge-
macht war. Die Flussigkeit wurde unter Zusatz von Toluol im
Brutofen digeriert, bis die Biuretreaktion verschwunden war.
Hierzu waren etwa 14 Tage erforderlich. Nunmehr wurde der
Gesamtstickstoff und der Argininstickstoff nach bekannten Me-
thoden bestimmt.l) Es ergab sich, dal 84,5°/0 des gesamten
Stickstoffs in Form des Arginins vorhanden war. Da wir bel der
Saurespaltung 83,5°/o0 Stickstoff als Arginin gefunden hatten, so
Ist hieraus der Schlul? zu ziehen, daR eine vollige Abspaltung
des Arginins stattgefunden hatte.

Als wir nun aber behufs genaueren Studiums der Zer-
setzungsprodukte den Versuch in groRerem Maldstabe wieder-
holten, erhielten wir ein anderes Ergebnis. Wir konnten zwar
feststellen, dall die Beaktionen des Protamins, z. B. die Fahig-
keit, Eiweil3 zu féllen, rasch verschwanden; aber die Biuret-
reaktion blieb bestehen, selbst als wir den Versuch Uber 18
Monate ausdehnten. Die Beaktion ging — wenigstens zum Tell
— nicht Gber die Bildung der Protone hinaus. Nach 18 Mo-
naten wurde das Beaktionsprodukt untersucht und es fanden
sich in demselben folgende Substanzen vor: 1. Proton, 2. Ar-
ginin, 3. Ornithin, 4. Harnstoff, 5. Amidovaleriansaure.

Die Analyse der Amidovaleriansaure ergab

Gefunden Berechnet fiur C5HuUNO?
C 61,19 > 51,28 =
H 950 *» 9,40 °/o

Das Arginin wurde als Silbernitratsaiz in kristallisiertem
Zustand dargestellt, das Ornithin aus dem Filtrat des durch
Silbersulfat und Baryt geféallten Niederschlages durch Phosphor-
wolframsaure ausgefallt. Letzterer Niederschlag, durch Baryt von
Phosphorwolframsaure und durch Kohlensaure vom Baryt befrelit,
gab mit Salzsaure und Platinchlorid eine Kristallmasse, welche
nach einmaligem Umkristallisieren aus Wasser folgende Ana-
lysenergebnisse lieferte.

0 Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165.
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Gefunden Berechnet fur C5HI12N202, H2PtCI6
Pt 355 °lo 35,96 °/o
N 5,23°0 5,18 °/o

Aus dem Platindoppelsalz konnte leicht das Chlorid ge-
wonnen worden, welches, im Polarisationsapparat untersucht,
einen Wert von (c)d = -J-16,6° ergab. Dies stimmt vollig mit
den Angaben von E. Schulze und E. Winterstein uberein,
welche fir das Chlorid mit dem normalen Chlorgehalt
(a)D = -f-16,8° fanden.l)

Aus dem Filtrat des Phosphorwolframsaureniederschlages
stellten wir den Harnstoff dar, indem wir nach Entfernung
der Phosphorwolframsaure mit Alkohol auszogen und das al-
koholische Extrakt nach dem Eindampfen mit Salpetersaure
fallten. Der Niederschlag bestand aus Kristallen, welche die
Merkmale des Harnstoffnitrats darboten, insbesondere auch den
Winkel von 82° erkennen lielen. Aus dem Nitrat wurde der
freie Harnstoff in den bekannten langen Prismen gewonnen.
Die Kristalle gaben nach dem Erhitzen die Biuretreaktion und
lieferten bei der Elementaranalyse folgende Zahlen:

Gefunden Berechnet fur Harnstoff.
C 19,91 ° 20,00 o/o
H 6,67°0 6,67 °/o

Die fermentative Zersetzung des Clupeins war somit in
diesem Falle ganz anders verlaufen als bei den ersten Ver-
suchen. Das Erepsin mulfdte nach kurzer Zeit unwirksam geworden
sein, sonst hatten die Protone nicht unzersetzt bleiben kdnnen.
Hingegen multe ein anderes Ferment Iin Wirksamkeit getreten
sein, welches den groften Teil des Arginins in Ornithin und
Harnstoff zerlegt hatte. Dieses Ferment mul} nach dem heutigen
Sprachgebrauch als eine «Arginase» bezeichnet werden und
seine Wirkung erfolgt nach dem Schema.

NH2+ GNH 'NH » C3H6 + CHNH2 «+ COOH + H20 =
NH2+ CO + NH2 + NH? » C3H6 + CHNH2 « COOH

Weitere Versuche mit der Darmschleimhaut selbst besta-
tigten das Vorkommen der Arginase In diesem Gewebe. Bringt
man die zerhackte Schleimhaut des Hundedarms mit einer Arginin-

b Diese Zeitschrift, Bd. XXXIY, S. 130.



326 A. Kossel und H. D. Dakin,

|osung zusammen, so kann man in kurzer Zeit eine Zersetzung
des Arginins feststellen.

Hingegen laBt sich in den nach Cohnheim dargestellten
Erepsinlosungen und in den kauflichen Trypsinpraparaten gewohn-
lich keine Arginase nachweisen. Dies ergibt sich aus folgenden

Versuchen.

1. 2,5 g Argininkarbonat in Wasser geldst und mit Salzsaure neutrali-
siert wurde 13 Tage mit Erepsinlosung unter Zusatz von Toluol digeriert.
Dann wurde das Arginin mit Silbernitrat und Efaryt entfernt. Phosphor-
wolframsaure gab im Filtrat nur Spuren eines Niederschlags.

2. 4 g kohlensaures Arginin wurde mit 150 ccm Erepsinlosung
3 *2 Monate mit Toluol im Brutofen digeriert. Die Losung wurde sodann
mit Phosphorwolframsaure ausgefallt und der im Filtrat des Phosphor-
wolframsaureniederschlages vorhandene Stickstoff, welcher den Harnstoff-
stickstoff enthalten muBte, mit der KjeldahIschen Methode bestimmit.
Derselbe betrug 0,0332 g.

Zugleich mit diesem Versuch war zur Kontrolle die gleiche Menge
Erepsinlosung unter den gleichen Verhdltnissen ohne Arginin angesetzt
worden. Diese Flussigkeit wurde ebenso verarbeitet und lieferte Im
Filtrat des Phosphorwolframsaureniederschlages 0,0224 g Stickstoff. Falls
also Uberhaupt bei diesem Versuche eine Harnstoffbildung stattgefunden
hatte, konnte sie nicht mehr wie 0,0108¢g N, d. i. 0,0231 g Harnstoff betragen.

3. 2,5 g Argininkarbonat wurde mit 0,5 g Trypsin (Grubler) und
5 g Kochsalz in 100 ccm Wasser 18 Tage mit Toluol im Brutofen
digeriert. Im Filtrat des Argininsilberniederschlages entstanden nur
Spuren eines Phosphorwolframsaureniederschlages.

4. 2,5 g Arginin wurden mit 0,3 g Trypsin (Grubler) und 90 ccm
5°/oiger Kochsalzlosung 3** Monate unter Zusatz von Toluol im Brut-
ofen digeriert. Die Flussigkeit wurde dann mit Phosphorwolframsaure
gefallt und der Iim Filtrat enthaltene Stickstoff bestimmt. Derselbe betrug
0,021 g. Falls derselbe vollstandig auf Harnstoff zu berechnen ware,
wurde dies nur 0,045 g Harnstoff entsprechen.

1.

Aus diesen Befunden ergab sich die Frage, ob die Arginase
nicht als Gewebsferment in verschiedenen Organen vorkommt.
Wir stellten zunachst Versuche mit der Lebersubstanz an und
bedienten uns dabei der folgenden Anordnung. Eine L&sung
von Argininkarbonat, deren Stickstoffgehalt genau festgestellt
war, wurde mit einer bekannten Menge Leberbrei vom frisch
getoteten Hund oder mit frisch bereitetem Leberprel3saft unter
Toluolzusatz im Brutofen digeriert. Nach Ablauf einer mehr
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oder minder langen Zeit koagulierten wir das Eiweil} in der
Siedehitze, filtrierten das Koagulum ab, wuschen es sorgfaltig
mit heiBem Wasser aus und bestimmten in einer kleinen ge-
messenen Menge des auf ein bekanntes Volumen aufgeftllten
Filtrates die Stickstoffmenge. Der groliere, ebenfalls genau
gemessene Teil des Filtrats wurde mit Phosphorwolframsaure
gefallt und im Filtrat des Phosphorwolframsaureniederschlags
wiederum eine Stickstoffbestimmung ausgefiihrt. Diese war flr
die Menge des Harnstoffs malgebend. Der Phosphorwolframsaure-
niederschlag wurde jetzt mit Baryt zerlegt, die vom phosphor-
wolframsauren Baryt abfiltrierte Losung mit Schwefelsdure an-
gesauert und sodann mit Silbersulfat und Atzbaryt in der fir
die Argininfallung gebrauchlichen Weise ausgefallt.

Der Silberniederschlag wurde durch Schwefelwasserstoff
zerlegt und die Flussigkeit in mehreren Fallen nach der be-
kannten Methode In einen Histidinanteil und einen Argininanteil
zerlegt, deren Stickstoffgehalt ebenfalls festgestellt wurde. Durch
Rechnung lieR sich derjenige Stickstoffanteil finden, welcher durch
Phosphorwolframsaure fallbar, aber durch Silbersalz und Baryt
nicht falloar war. Dieser war flr die Ornithinmenge bestimmend.

Selbstverstandlich konnte die ganze im Phosphorwolfram-
saurefiltrat vorhandene Stickstoffmenge nicht ohne weiteres den
bei der Digestion gebildeten Harnstoff angeben und ebenso-
wenig durfte die durch Phosphorwolframsaure fallbare und durch
Silbersalz mit Baryt nicht féallbare stickstoffhaltige Substanz ohne
Weiteres als neugebildetes Ornithin angesprochen werden. Bel
der Digestion der Lebersubstanz selbst bilden sich Produkte,
welche sich wie Arginin, Ornithin und Harnstoff verhalten und
von diesen Zahlen in Abzug gebracht werden missen.*) Daher
wurde jedesmal ein Kontrollversuch gemacht, indem die gleiche
Gewebsmenge ohne Arginin angesetzt und ebenso wie im Haupt-
versuch verarbeitet wurde. Bel der Berechnung der zweiten
Tabelle sind diese 'aus der Leber allein entstehenden Mengen
von den Zahlen des Hauptversuchs abgezogen und aus dem Rest
Ist Arginin, Ornithin und Harnstoff berechnet worden.

*) Ob die aus der Lebersubstanz allein gebildeten Stoffe wirklich
Arginin, Ornithin und Harnstoff sind, ist flr diese Berechnung gleichgltig.
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Tabelle 2.
ver- ~Arginin Ornithin  Harnstoff
Sﬁg:‘ns' In_ Gramm in Gramm in Gramm
= hinzuge- : _
mer fug? zersetzt geblldet QEblldet
Al 3,6 3,4 1,9 0.96 25 g Leber
5 Tage
B 1) 3,9 3,4 2.5 1.4 25 g Leber
9 Tage
G 1) 3,0 3,0 16 1.2 20 ccm PrefRsaft
12 Tage
G 2) 30 3.0 1.9 1.0 20 ccm Prelsaft, sauer
12 Tage
25 g Leber
D 1) 3,2 2,7 2,0 1,1 Ferment etwa 10 Min.
wirksam
D 3) 3,6 3,3 2,7 1,2 Ebenso
E 1) 5,0 5,0 26 1.9 25 ¢ Leber
6 Stunden
10 g Leber
F 1) 1,3 =) Spuren 0,03  Ferment durch Erhitzen
zerstort. — 6 Stunden
G 1) 1,29 1,26 0.8 0.5 20 ccm Prel3saft
6 Stunden
10 ccm PrelRsaft
H 1) 0,6 0,08 Spuren  Spuren Ferment durch Erhitzen

zerstort. — 36 Stunden.

Der Harnstoff wurde in mehreren Versuchen aus dem
Filtrat des Phosphorwolframsaureniederschlags als Nitrat ge-
wonnen. Aus dem Nitrat konnte dann reiner Harnstoff erhalten
werden. Derselbe erschien in den charakteristischen Formen
und gab mit Salpetersaure auf dem Objekttrager Kristalle, welche
bei der Messung die Winkel des Harnstoffnitrats, besonders
den Winkel von 82°, zeigten. Nach dem trockenen Erhitzen im
Reagensglase erhielten wir die Biuretreaktion und bei der
Elementaranalyse fanden wir Zahlen, welche mit denen des
Harnstoffs vollig Ubereinstimmten.
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Das aus B 1) dargestellte Harnstoffpraparat gab bei der?|
Analyse folgende Zahlen

Gefunden Berechnet fir Harnstoff ﬁl
G 19,86 °0 20,00"/o
H 6,66°0 6,67 °/o

Aus den Kontrollversuchen z. B. iIn B 2 konnten wir bel | J

gleicher Behandlung keine Spur von Harnstoff erhalten. |
Das Ornithin wurde zum Teil nach dem von Herzog!) |
Im hiesigen Laboratorium ausgearbeiteten Verfahren als Phenyl- |
hydantoin, zum Teil auch als Ornithursaure nachgewiesen. |
Die Phenylcyanatverbindung des Ornithins gab bei der |

Analyse folgende Zahlen fl;
Gefunden Berechnet fir C19H2CN4O3 ]
G 64,760 64,77°/» j
H 56 °o 5,68 °/o ]

Der Schmelzpunkt lag nach dreimaligem Umkristallisieren ||
bei 199—200° (unkorr.), wahrend Herzog 191—192° angibt, |
Die Menge der Ornithursaure reichte zur Analyse nicht |
aus. lhr Schmelzpunkt war 183° (unkorr.), Jaffé gibt 182°, |
Schulze und Winterstein 184° an. |
Eine Reihe von Versuchen, Uber die wir spéater berichten
wollen, zeigte uns, dal} die Arginase durch Extraktion mit Wasser |
und mit verdinnter Essigsaure aus der Lebersubstanz gewonnen |
werden kann, dall diese Extraktion aber eine unvollstandige !
Ist. Die Arginase wird gefallt durch Aussalzen mit Ammonium- \
sulfat und durch Alkohol und Ather. W.ir erhielten aus diesen |
Niederschlagen stark wirksame LoOsungen, welche relativ arm
an organischer Substanz waren. j
Aus den Versuchen DI) und D 3) ergibt sich, dall die
Arginasewirkung ziemlich schnell verlauft. Die Leichtigkeit, mit
der hier die Spaltung des Arginins in Harnstoff und Ornithin
vor sich geht, steht im Gegensatz zu der Widerstandsfahigkeit f
dieser Verbindung gegen siedende Sauren. Bekanntlich stellte
man das Arginin durch langdauernde Einwirkung starker siedender |
Schwefelsaure auf Eiwell3korper dar. j

h Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 525.
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Unsere Ergebnisse erinnern an Versuche, welche Charles
Richet in den Jahren 1894—1897 publiziert hatl) und welche
Ihn zur Annahme eines harnstoffbildenden Ferments veranlaliten.
Richet stellte fest, dall bei der Digestion von Lebersubstanz
mit Wasser eine Substanz entsteht, welche sich gegen unter-
bromigsaures Natron ebenso verhélt wie Harnstoff. Die inter-
essanten Versuche Riehets haben mehrfach zu Erdrterungen
Veranlassung gegeben. Ob ihr Ergebnis auf die Wirkung der
Arginase zurickzufihren ist, ist noch nicht zu entscheiden.

Ferner ist es beachtenswert, dal das Arginin, dessen
Nachweis keine Schwierigkeiten darbietet, zuweilen unter den
Produkten der Autolyse tierischer Organe in solchen Fallen
vermifit worden ist, wo sich andere Zersetzungsprodukte der
EiweiBkorper vorfanden. Dies ist der Fall gewesen bei den
Versuchen von Kutscher und Seemannz) mit Thymusgewebe
und Dunndarmschleimhaut und bei denen von H. D. Dakin mit
Nierensubstanz.l) Das Fehlen'des Arginins unter den Produkten
der Autolyse lalt mit groRer Wahrscheinlichkeit auf die Gegen-
wart der Arginase in diesen Organen schlieBen.

Wir setzen die Untersuchungen Uuber die Arginase fort.

J)) Comptes rendus des séances de I’Académie des sciences, Bd. 118,
S. 1125; Comptes rendus de la Société de biologie, Bd. 46 (10e série, 1),
S. 525 (1894); Bd. 49 (10e série, 4), S. 743 (1897).

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV, S. 114 (1901), Bd. XXXV, S. 440
(1902).

3) Journal of physiology, Bd. 30, S. 84 (1903),



