Weitere Untersuchungen Gber fermentative Harnstolfbildung.

Von
A. Kossel und II. I). Dakin.

I. Uber die Arginase.

Wir halten nachgewiesen,!) (lall in der Leber der S&uge-
tiere (*in Ferment vorhanden ist, welches das Arginiii mit
ziemlich grober (ieschwiiidigkeit in Ornithin und Hnrnstoli zer-
legt. Diese Arginase’ kann aus der Lebersubstanz durch Wasser
oder verdinnte Essigsaure ausgezogen und aus dieser Ldsung
durch Ammoniumsultat, sowie durch Alkohol und Ather gefallt
werden.;

Flr unsere Versuche benutzten wir ein Arginasepulver,
welchesj wir aus llundeleber dargcstellt hatten, indem wirdas
zerkleinerte und mit Kieselgur verriebene Organ ausprebten,
bis etwiji ™ 0o der Leber an I‘relisait gewonnen war. Diese
Fllssigkeit wurde sodann mit einer Mischung von zwei Volumen
Alkohol und einem Volumen Ather gelallt, mit Ather gewaschen
und im Exsikkator Uber Schwefelsdure getrocknet. Auf *200 g
Leber erhélt man in dieser Weise* ungeféhr £ g Arginasepulver,
welches nur teilweise in Wasser l6slich ist. Dieses Praparat
erwies sich nach zwei Monaten noch wirksam, denn 0,1 g dieses
Pulvers waren imstande, * g Arginiii wahrend eines Tages vollig
zu zerlegen. Auch in wasseriger Losung scheint die Arginase
ziemlich bestandig zu sein. Eine filtrierte Losung dieses Pulvers,
welche sechs Wochen bei Zimmertemperatur, gestanden hath*
und deren Menge 0,01 g des Pulvers entsprach, wurde zu 0,1 ¢
Arginin hinzugefigt und zersetzte innerhalb (> Stlinden 3li
dieser Menge. ¥

Die Wirksamkeit d< r Arginase lallt sieb bei solchen-Unter-
suchungen naehwoisen, indem man die zu prifende Substanz
in geringer Menge zu einer Argininlésung hinzuftgt, einige
Stunden im Hrntolen digeriert und sodann den Stickstoff der
durch Phosphorwolframsdure nicht féllbaren Bestandteile der
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182 A. Kessel und H. I>. Dakin,

Losung feststem. Da die urspriungliche Lodsung, abgesehen von
der geringen Menge der auf Arginase zu prufenden Substanz,
nur das durch Phosphorwolframsaure féallbare Arginin enthalt,
kann man ohne erheblichen Fehler aus dein im Filtrat des
Phosphorvvolframsaurenicdersehlags enthaltenen Stickstoff einen
Sehlul) ziehen aut die Menge des wahrend der Digestion ge-
bildeten [ larnstolls, somit auch auf die Zersetzung des Arginins.

Mit 1lillt* dieses Verfahrens liabeu wir einige Heobachtungen an-

gestellt Gber ilas \erhalten der Arginase zu Féallungsmitteln. wobei wir
die Methoden benutzten, welche S. G. lleilin zur Gewinnung der pro-
teolytischen Fermente der Milz angegeben hat.1!

->G ¢ zerhackter Hinddeber. die kraftige Arginasewirkung zeigte,
wurden IU Stunden im lhutofen mit | Liter ().2%iger Kssigsdure dige-
riert und filtriert.

A Das essigsaure Kxtrakt zeigte kraftige Wirkung, dasselbe wurde
in zwei Teile geteilt.

ai Km Teil wurde mit Atheralkohol gefallt, lillriert. der Ruckstand
in Wasser gelost und nochmals filtriert. Das Filtrat zeigte kraftige
Wirkung.

b) Der zweite Teil wurde mit Ammonsulfat geféallt, der Nieder-
schlag durch Dialyse vom Salz befreit: die filtrierte Losung des Nieder-
schlages wirkt ebenfalls kraftig zersetzend auf Arginin ein.

ID Der in essigsaurehaltigem Wasser unlosliche Rickstand wiirde
zur I'.nllernung der Kssigsaure mit Wasser ausgewaschen und Hi Stunden
mit 6° uiger Kochsalzlosung digeriert.

al Die so bereitete Losung wurde 20 Stunden der Dialyse unter-
wurfen und erwies sich dann als wirksam. Ileilin erhielt aus diesem
Kxtrakt sein in alkalischer LOsung wirksames proteolytisches Ferment,
in dem er die Losung mit 2° .iger Kssigsaure lallte; wir fanden in dem
gleichen Niederschlag jedoch nur zweifelhafte Arginasewirkung.

bi Der zur Knll'ernung des Kochsalzes mit Wasser ausgewaschene
Hackstand enthielt ebenfalls noch Arginase.

Das Verhalten der Arginase gegentber Kxlraklions- mid Fallungs-
mitteln entspricht hiernach weder vollig der Lieiio-a-protease noch der
Lieno-jJ-protcasc von lledin.

| m die Verhreitimg der Arginase in den Organen des
Tierkorpers zu milersueben, machten wir eine Reihe von Ver-
suchen, die in den folgenden Tabellen zusammengestellt sind.
Rezuglich der riilersuchungsmcthoden und der Reurteilung der
Resultate Verweisen wir auf unsere friuheren Mitteilungen.2)

[ .tournai of Physiology.-ltd'. XXX. S. LV>.
*) Diese Zeitschrift, Itd. XLL S. 827.
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Weitere Dntersuchungon Uber fermentative HarnstolTbildung.
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i
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Das in don Versuchen 5a und ! a erhaltene ornithin wurde aus
dem ITosphorwolframsaureniederschlag dargestellt, in die Phenyl-
cyanatverhindung nach Herzogi) Ubergefiihrt und analysiert,

(iefunden berechnet
Niere Thymus far (M9Hvi)N4Oj
C fif-.30°0 «5.00°,0 01.77°o
il 0.71°o0 0.(580 u a.70° o
Tafel Il.
Yer- Aiginin « Harn-
suciis- . « Ornithin»
<li"*an stoffe  Arginase:
num- hin/.u- - gebildet _
| /.ersetzt gebildet
mer gefugt |
! Niere 2.110 1.138 0.5130 '  0.500 _vor-
lianden
Diiimdartii- vor-
selileiinliaul 217 0.525 0,25(5 0210 anden
nii'lit sicher
Uul . 2.110 nicht inltersucht 0.010 nach-
weisbar
Nebenniere 0,353 " 0.022 ebenso
0 Thymus 2.117 0,050! 0.1018  0.300 vor:
handen
o Muskel 1.03 0.3037 00858  0.180(5  J€"N9e
Wit kung
Mil/ . _ _ nicht nach:
il/. 0.700-i- nicht uiltersucht 0,0017 weisbar
8 Lym|>Inlrisen  2.118 1,012 0.3350  0.300 vor-
handen
1) Pankreassaft 0,071 nicht inltersucht nicht na< hweishar
10 0.071 0 »
11 0.0/ ) 0 >
nicht sicher
12 («alle 0.70(0 0.025 nacti-
weisbar

Die im Ornithin gefundene

der des Harnstolfs sein und die Halfte des

ginin  enthaltenen

V' Diese Zeitschrift,

Stickstoffs betragen.

IM.

XXXIV. S. 52").

In Wirklichkeit

Stickstojfmenge sollte gleich

im zersetzten Ar-
ist
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jedoch der «Ornitliinstickstoff» stets zu niedrig gefunden worden,
hauptsachlich wohl infolge einer nachtraglichen Umwandlung
des Ornithins durch Gewebsfermente. Oie Arginase selbst fuhrt
nach unseren Heobachtungen eine solche Zersetzung nicht herbei.
Aus diesen und den friheren Versuchen ergibt sich, dafl
unter den von uns gewdhlten Bedingungen der Geber die kraf-
tigste Arginasewirkung zukommt: schwacher, aber, immer noch
sehr deutlich, beobachteten wir diese Wirkung in der Niere,
der thymus und den Lymphdrisen, etwas geringer-in der
Darmschleimhaut. Nur schwache oder zweifelhafte Spuren sind
im Glut und in den Muskeln nachzuweisen, wahrend in Milz,
Nebennieren und im Pankreasfistelsaft bei unseren Versuchen
tberhaupt keine Wirkung zu beobachten war. Ob das Aus-
bleiben der W irkung aul die Abwesenheit des Ferments oder
auf sonstige storende Finwirkungen zu beziehen ist, &Rt sich
aus den bisherigen Untersuchungen noch nicht entnehmen.

1. Uber ein durch Fermentwirkung gebildetes Proton.

w ir berichten in diesem Zusammenhang Uber die Unter-
suchung eines aus Glupein gewonnenen Protons, weil sich
hierbei bemerkenswerte Beziehungen zu den Frscheinungen der
fermentativen Harnstoiibildnng ergaben. Pies Proton war bei
einem friher von uns beschriebenen Versuch gewonnen worden,
als wir ein gereinigtes Kxlrakt der Dunndarmsehloimhaut
wahrend 18 Monaten mit ungefahr 80 g Clupcinsulfat digeriert
hatten.® Dei diesem Versuch waren, wie wir schon* friher
mitgeteilt haben, aul’er dem Proton entstanden: Arginin, Or-
nithin, Harnstoff, Amidovaleriansaure und wahrscheinlich noch
andere Produkte der Hydrolyse des Clupeins.

Die Reindarstellung des Protons aus diesem Gemisch ge-
lang uns auf Grund unserer Beobachtung, dal} dies Clupein-
proton, welches wir als [-Clupeon- bezeichnen wollen, durch
Silberoxyd bei Gegenwart von Baryt aus seiner wasserigen
Losung ausgefallt wird. Bei Anwendung des zur Darstellung
von Arginin dienenden Silberbarylverlahrens gebt das 3-Ciupoon
mit dem Arginin in den Silberniederschlag und ist auf diese

V Diese Zeitschrift, Bd. XM. S. :121



m A. Kossel uml H. D. Dakin.

Weise vom Ornithin, dein Harnstoff und den Monoamidosauren
ohne weiteres zu trennen.

Wir versetzten also die Ldésung, welche wir durch Di-
gestion des Glupoins mit demg Lxtrakl des Dunndarms erhalten
lullten, mit Silhersiillat, hei Gegenwart von etwas Uberschissiger
Schwefelsaure, neutralisierten mit Barytlosung, filtrierten von
dem geringen hierbei entstandenen Niederschlag ah und fallten
das Kiitral mit Uberschissigem Baryt aus. Der reichliche Nieder-
schlag wurde ahliltriert. hei Gegenwart von etwas Uberschissiger
Schwefelsdure mit Schwefelwasserstoff zerlegt und die L&sung
nach Kntfermmg des Schwefelwasserstoffs mit Alkohol gefallt.
Dieser Niederschlag enthalt Argininstillat neben B-Clbpeonsiilfat.
es wurde zur KnHenning der letzten Spuren von Ornithin, Mo-
noamidosauren usw. in Wasser gel6st und nochmals demselben
Flallungsverfahren unterworfen. Die Trennung des R.-Glupeons
vom Arguiin 1alit sich auf Grund der Fallbarkeit des Glupeons
durch Bikrinsaure b(*wirken.

Das von uns erhaltene R-Glupeou war mit dem von A.
Kossel und M. Goto untersuchten, durch Hydrolyse mit was-
seriger Schwefelsdure dargeslellteu Glupeon (a-Clupoon) nicht
identisch. Dies ergab sich aus dir quantitativen Bestimmung
des Arginins. Im R-Glupeon waren nur (111,7" n des Gesamt-
stickslolfs als Argiuin abzuspalten, wahrend M. Goto in dein
u-Glupeon SO" 0 des ganzem Stickstoffs als Argiuin wieder-
gefundcii halte. Hieraus ergab sich weiter, dal» die Arginingruppe
des Glupoins (»in Angriffspunkt der Ferment Wirkung gewesen war.
Dies wurde durch folgenden Versuch genauer festgestelit.

rngefahr log R-Gliipeonsullat wurden der Spaltung durch
siedende verdinnte Schwefelsaure in mehrfach beschriebener
Weist* unterworfen und das Argiuin durch Silhersiillat und
Baryt entfernt. Die von dem Silberbarytniederschlag abliltrierte
FlUssigkeit gab ‘mit Phosphorwolframsaure einen reichlichen
Niederschlag, welcher abgetrennt und durch Baryt zerlegt wurde.
Das in diesem Niederschlag enthaltene Spaltungsprodukt erwies
sich als Ornithin. Dasselbe wurde in die PhenylcyanatVer-
bindung Ubergefihrt und letztere durch Kochen mit Salzsaure
m das Anhydrid verwandelt. Die Substanz schmolz nach vier-
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maligem Umkristallisieren aus Alkohol bei 1B2—iPB° und dieser

Schmelzpunkt dnderte sich bei weiterem Umkristallisieren nicht.
Die Analyse ergab folgendes:

Gefunden Berechnet fir GISHS(IN4()!
G Yo
H >77°0 6JO"

Das Klupein liefert b(» gleicher Spaltungsweise kein Or-
nithin, Ls ergab sieh dies schon aus (Um trtiberen Untersuchungen
von A. Kossel. wir haben aber zum UberfluB noch einen be-
sonderen Versuch in der gleichen Weise mit f.lupciu angestellt,
indem wir t> g Klupeinsulfat der Spaltung mit Schwefelsgure
unterwarfen und das Arginin als Silberverbindung ausfallten.
Verdinnt man das Kiltrat vom Silborbarytniederscblag soweit,
daR die Dyrrolidiiicarbonsaure nicht mehr mit Phosphorwol-
framsaure gefallt wird, so bleibt die ungesduerte LOsung auf
Zusatz von Dhosphorwolframsaure klar oder es bilden sieh nur
Spuren eines Niederschlags. Ornithin ist also unter "den Spal-
tungsprodukten des ursprunglichen Klupeins nicht nachweisbar,
es findet sich nur dann, wenn das Klupein unter dem Kinlluli
des Darmferments eine Verdnderung erlitten hat.

Das hrgebnis unserer \ ersuche ist also folgendes: lin
Korper der Saugetiere tindet sieh ein Ferment, welches im-
stande ist, einfache hiweilikirpcr an einer oder mehreren Ar-
giningruppen anzugreifen. Hierbei wird die harnstoiibildcnde
Kruppe des Arginins entweder als Harnstoff herausgelOst oder
m einer noch nicht bekannten Weise* umgewandell, Der Orni-
thinrest bleibt mit dem. tbrigen Teil des Kiweifimolekils in
Zusammenhang und wird beim nachtraglichen Kochen mit Sauren'
als Ornithin abgespalten. Diese Verdnderung war in unserem
Versuch nur bei einem Teil der im Klupein gebundenen Argi-
ningruppen eingetreten.

Aus diesen Heobachtungen ergeben sieh Anregungen zu
neuen Untersuchungen Uber die Harnstollbildung im tierischen
Organismus. V ir sind damit beschaftigt, die Krage zu priifen,
ob die komplizierteren Kiweihkorper die gleiche Veranderung

erleiden konnen wie die einfacheren und ob das Kennenl den
Harnstoff als solchen abspaltet.
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Die Natur und Wirkungsweise dieses Ferments ist noch
unbekannt. Von der Vermutung ausgehend, dal} die Arginase
bei dieser Lmwandlung eine Holle spielt, haben wir einige
Versuche angestellt, aber keine Einwirkung der Arginase auf
Clupein oder Uupeon nachweisen kdénnen.



