Uber die Harnsaurebildung in Gewebsauszigen.

Von

Alfred Sehittenhelm.
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Die bekannten Versnobe llorbaezowk is,!) wodurch er dir
Kntstehmig von |larnsaiire aus den Xueieinen dar ()rgane erwies,
stellten eigentlich den ersten Versnob dur, eine Il:iriisUiirrl»il«luii*r
durch (iewebsfermonle zu erweisen, wenn nurli llo.rhuczcwski
selbst den harnséurobildenden Faktor in s<‘iii(*n Versnoben nicht
in einem entspreehenden Formen! erkannt bat. Seine Vorsuchs-
anordnung war die folgende: er digerierte frische Milzpulpa mit
der K—IOfaehen Menge d(‘stillierlen Wassers < Stunden lang,
bei 00° es muh dabei leichte Faulnis auflroteU, -ein Funkt,
den llnrbuc/evvski fur das («elingen des Versu« lies fur not-
wendig' hielt Nach beendeter Digestion wird vom ungeldsten
liltriorl, die L6sung zur Fntterming der KiweiBkorper und Ste-
rilisierung mit Uleiossig vorsichtig ausgeféllt. Dann wird die
nach dem Absetzen i'ibuifiltrierte und von Blutfarbslulf rotge-
farbte Losung mit etwa derselben Menge Irischen arteriellen
Ulules versetzt, bei iNn—O60° einige Stunden erwarmt oder
unter Luftdurebleitung im Brutschrank belassen. Auf diese
Weise kann aus | g Milzpulpa eu. -.0 mg Harnsaure, erhalten
werden. Auch Nueleinc. nach Mieschor durch IVpsinsalzsaure-
veidammg aus Organen gewonnen, geben mit Blut ebenso
behandelt Harnsdure. Fr schlicht daraus, dal» die Harnsaure aus
len Xanthinbasen der Zellkerne entstehe. Seine; Versuche
wurden wiederholt naehgeprift und als richtig befunden.

M J. HOrbar zewski. Beitragt* zur Kenntnis der Bildung der
Harnsdure und der Xantlinbasen, sowie der Kntsteliung der Lrukoeyten
au .Singetierorganismus. Munatsbefte der (aieniie, 1HD1, Bd. 12, S. 22t.
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Spitzerl) hat. dieselben Versuche in etwas anderer
Weise 4&ugesteilt und gefunden, daR bei der Digestion von
Milz- und Leberausziigen unter Luftdurchleitung und .Ausschlul?
der Faulnis auch eine Kikhtng von Harnsaure stattlindet. Mit
der Zunahme der Harnsdure ging eine Abnahme der nachweis-
baren freien Xueleinbasen, wie sie nach Salkowskis2) An-
gaben Dbei der Autodigestinn sieb abspalten, Hand in Hand.
Des weiterem erwies er, daB Hypoxanthin und Xanthin sieh
durch den Sauerstoff der Luft bei Anwesenheit gewisser in den
Kxtraklen von Leber und Milz enthaltener Substanzen zu Harn-
sdure oxydieren und daR auch aus Adenin und Guanin unter
denselben Yersuehsbedingungen Harnsaure entstehe, aber in
viel geringerem Fmfange als aus Hypoxanthin und Xanthin,
Auch Wiener3, fand bei ahnlicher Versuchsanordnung, dai
»VI»oxanthin, dem Leberauszuge des Kindes zugesetzt, starke
Vermehrung der Harnsdure bei AusschluR von Faulnis ergebt».
Spitzers Versuche, welelie zu der Annahme einer barnsaure-
bildenden Oxydase. in Leb(‘f und Milz fihren missen, scheinen
daflir zu sprechen, dall die Aminopurine in der Tat betrelfs
ihrer FboiTlhrimg in Harnsdure anderen Kedingungen unter-
liegen, als die Oxypurine. Fs ware «liest» Keobacbtung von
Wichtigkeit, weil bekanntlich Minkowski4| die Oxydation von
freiem. Adenin und Guanin zu Harnsdure, welche nach den
Fiiflerungsversuehen von Kriger und Schmidb) sehr wahr-
scheinlich gemacht wurde, energisch bestritt, wahrend er eine
Oxydation der Oxypurine zu Harnsaure als bewiesen annahm.
Auf seine weitere Anschauung betreffs der Notwendigkeit der
Paarung von Nueleinséure oder ihren basenfreien Komponenten

*) \Y. Spitzer. DieLbcrfuhrnng von Xueleinbasen in Harnsaure
durcti «lie saurrsrnffiberlragende Wirkung von (icwebsausziigen, Archiv
fur Dtysiol.. IX!)!), IM. 73, S. lug.

*) K Salkowski. 1’ber Aulodigeslion der Organe. Zeitschrift fir
ktin. Medizin. ISJH). Md. 17. Supplem.. S. 77.

) Il. Wiener, ( her Zersetzung und Mildung von Harnsdure im
Tierkorper. Arch. f. exp. Malhol. u. Mharrnak., 1X1)l). Md. 42. S. 474.

4 0. Minkowski, Die liieht, Wien DH)4.

' M. Kruger und J. Schmid, Die Kntstehung der Harnsaure aus
freien Murinhasen, Diese Zeitschrift. 11)02, Bd. XXXIY, S. f)4U.
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mit den Aminopurinon brauche ich nicht naher einzugehen.
Ich habe diese Verhaltnisse erst jlngst in einem ausfuhrlichen
Keferafel) besprochen.

Da sieh demnach hier zwei Ansichten gegeniiberstohen,
so habe» ieh es unternommen, weiten? Versuche nach dieser
Dichtung anzustellen. leh ging dahei von der Spit/.ersehen
Versuehsanordnung aus und benutzt«» vorerst der Kmheitliehkeit
halber im wesentlichen Milzextrakl.

Es fand sieh nun die wichtige Tatsache, dall auch Ade-
iiin und Guanin, "an/ wie es Spitzer fiur die Oxypurine fand,
nahezu quantital iv in Harnsaure Uuherging. Dali dabei
ein fermentartiges Agens win» wichtige Holle spielt, bewies
wi«‘dor die latsache, dali die Versuche nicht gelangen, sobald
anstatt Irisch bworwitet<on Extraktes ein anderem verwandt \vur«l<y,
der vorher einige /eit aul 1()0° im Dampllopf erhitzt worden
war. Spitzers (‘inmaliger Versueii mit Adenin "(‘lang wohl nicht
in dem Malle, weil die Yersuchsdaucr eine wesentlich kurzere
war, und seine Versuehe mit Guanin verliefen w«‘it weniger
intensiv, weil er zur Losung deslmanins Salpetersdure* verwandte,
olie wohl schadigend auf die Oxydase gewirkt haben mag.

Weiter konnte ieh zeigen, dull nicht nur die freien Amino-
piuine, sondern auch die an Thymusnucleinsdure gebundenen
in Harnsdure umgeselzt wurden. Unter gleichen Versuchs-
bedingungen erreichte ieh eine Dildung von Harnsaure
elurch Zugabe von a-nueleinsaurem Natrium zu "den
Extrakten, welche in «juantitativ«’r Hezichtmg ungeléahr
der in dem angewandten Praparat enthaltenen Purin-
basen entsprach. Ks trat demnach bei den gebundenen Amino-
purinen eher eine geringere Umwandlung in Harnsdun* (‘in, als
bei den freien, ein Itesultat, welches wohl zu einem guten
Teil darin seinen Grund hat, (lall durch das als,-Folge der
Leaktion aulgetretene I>as(‘nlrei(* Spallprodukt eim* vollkommene
Ausféllung der gebildeten Harnsaure verhindert wurde.

Dieselbe Eigenschaft, wie der .Milzextrakt, hat auch

P A Schill¢nhelrn. Die Purinkérper und ihre ' Stellung im

tierischen Organismus, Zentralblatt fiir Stolhvcchscl- und Ycrdauungs-
Kranklicitcn. 1901, Nr. 9, S. 22»}.
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¢ler Leberextrakt und eiidlieh konnte ich ein weiteres Organ,
welches dieselhe Oxydase enthédlt und mithin aucli dieselbe
Umsetzung zu bewirken vermag, namlich die Lunge auflinden.

Zu erwéhnen wére noclrder schadigende Hin Hub des
Alkohols auf die Lebensfahigkeit des Fermentes.

Die Harnsaure bildende Oxvdase wird gefallt durch
Aussalzeit mit Ammonsulfat und ich erhielt aus den Nie-
derschlagen gut wirksame Extrakte, welche sehrwenig organische
Substanz, und so gut wie keine Hut inbasen, also auch keine
Nucleoproleide enthielten. Weitere Versuche, welche Uber die
Art des Fermentes und Uber das Verhalten der Organauszilige
gegentber methylierten Furinen Aufschlul geben sollen, werde
ich spater beschreiben.

Experimenteller Teil.

Zur Herstellung dos Extraktes wurden jedesmal frisch vom
Schlachthaus erhaltene Organe vom Kinde in der Fleischhack-
maésehine lein zerkleinert und dann noch, wenn nétig, wie z. K
hei der Lunge, mit Hackmessern bearbeitet. Von dem so er-
haltenen feinen Krei wurden je 500—700 g mit 5 | W asser und
50 ccm Chloroform \ Stunden laug durch den automatischen
Kiihror durchgcarbeilel. Die durch mehrstindiges Stellen ab-
gcsrizle Flussigkeit wurde kollert und durch aufgeschwemmtes
Fillrierpapier liltfiert  Her so erhaltene Extrakt war noch mehr
oder weniger getrubt, enthielt aber keine groberen Kestandteile
mehr. Auf eine Filtration durch Faltenlilter, wobei absolute Klar-
heit des Filtrats erzielt worden kann, wurde in den meisten Fllen
wegen der Langwierigkeit des Filtrationsprozesses verzichtet.

Von dem Extrakte wurden stets 500 ccm zum einzelnen
Versuche verwandt. Die Furinbasen, welche ich teils von
Merk kindlich bezog, teils selbst aus Organen (Fankreas etc.i
dargestellt hatte und von deren Feinheit ich mich durch Stick-
stoHanalysen vorher Uberzeugte, gab ich stets in gelOster Form
zu und zwar gebrauchte ich zu ihrer Losung Normalnatronlauge
unter moglichster Vermeidung jeden Uberschusses. Auch das
nach Neumanns.l) Vorschrift aus Thymusdrise dargestellte

I' Arch. f. Anat. und Physiol.. Suppl. IMP. S. hb'2,
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a-nucleinsaure Natrium, welches sieh nahezu klar l6ste, vorsehrifts-
gemal gelatinisierte und nach Spaltung mit 2°/oiger Schwefel-
sdure 6,58°/o Basenstickstoflf enthielt, wurde geltst zugegeben.
Jede einzelne Portion des versuchsfertigen Extraktes wurde,
wenn sie nicht bereits vorher alkalisch war, mit Natriumkarbonat
schwach alkalisch gemacht.

Nunmehr wurden die Extrakte im Wasserbad bei. 40 45»
unter standiger Luftdurchleitung 5 Tage lang digeriert und jeden
Tag etwas Chloroform zugegeben.

Die Isolierung der Harnsaure geschah folgendermalien:
Die Beaktionsllussigkeit, in welcher sich wahrend der Dauer
des Versuches flockige Abscheidungen bildeten, wurden natron-
alkalisch aufgekocht, wobei alles in Losung ging, hierauf eben
essigsauer gemacht und vom entstandenen Niederschlag rasch
abfiltriert. Der Niederschlag wurde nochmals mit Wasser aus-
gekocht. Aus den vereinigten Filtraten wurden die» Purinkdorper
entweder mit Natriumbisulfit-Kupfersulfat-Fallung nach Kruger
oder mit ammoniakalischer Silberlosung gefallt, die erhaltene
Verbindung gut gewaschen und mit Schwefelkaliumlosung zer-
setzt. Vor dem Filtrieren gab ich nach Wieners!) Angabe
einige  Kubikzentimeter einer gesattigten Aluminiumacetat-
[osung zu und machte ganz schwach essigsauer. Hierdurch
erzielt man immer ein klares Filtrat; der dicke Niederschlag
wurde nochmals ausgekocht und die vereinigten Filtrate salz-
sauer auf wenige Kubikzentimeter eingedampft und einige
Stunden stehen gelassen.

Die ausgefallene, auf ein gehértetes Filter gebrachte Harn-
sdure wurde mit schwach salzsaurem Wasser gewaschen, mit
heillem Alkohol zur Entfernung der Fettsauren und mit Schwefel-
kohlenstoff zur Entfernung des anhaftenden Schwefels gereinigt
und mit Ather getrocknet, endlich gewogen. Wo die erhaltene
Menge zu gering zur Analyse war, wurde nach Horbaozewski?2)
aus konzentrierter Schwefelsdure (0,2 ccm auf 0,1 g- Substanz
und Wiederausfallung durch das Ifache Volumen Wasser) um-

91 ¢, S. 381

*) J. Horbaczewski, Uber die Trennung der Harnsaure von den
Xanthinbasen, Diese Zeitschrift, 1831, Bd. Will. S. 341.

Hnppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XLII. 17
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kristallisiert und din so erhaltene' Harns&ure durcit die Murexid-
pro.be und ihn* Kristulllorm identifiziert. In den meisten Féllen
wurde eine Analyse vorgenommen, wozu die Harnsaure 2—3
mal in Natronlauge gel6st, Tnit Tierkohle entfarbt und durch
Salzsiure aus dem Filtrat wieder ausgelillt wurde. Das mit
Alkohol und Ather gewaschene Endprodukt wurde nach Trock-
nen bei 1(H) bis zur Gewiehtskonstanz analysiert.

Auf (liest* Weise wurde von jedem frischen Extrakt eine
Kontrollprobe vor Beginn des Versuches verarbeitet, wobeli
jedesmal eine geringe Menge von Harnsdure (0,02—0,01 g im
Milzexlrakt. in Lunge und Leber bedeutend weniger) gefunden
wurde. Ich habe daher auch ganz frische Organe nach Auf-
schlu® mit 3°/«iger Schwefelsdure durch istdndiges Kochen
am RucklluBkihler auf Harnsauregehalt untersucht und dabei
hochstens minimale Spuren erhalten, meist aber ein negatives
Resultat erzielt, ein Befund, der mit Stadthagens!) und
Spitzers?) Angaben vom Fehlen der Harnsdure in frischen
Organen gut zusammenstimmt. Die in den Extrakten gefundene
Harnsdure mufll daher bereits als wahrend des Rlhrens ge-
bildete aufgefaldt werden.

Versuch |. Milzextrakt.

a) Ohne Zusatz. Erhalten 0,081 g Harnsaure,
bt Mit 0,2 £ Guanin. ¥ 0,301 » »
0.1 Iti g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 27,0 ccm »/io-Nor-
mal-Oxalsuure.
Berechnet fiur Ojlb™N/\V 33,33%> N
Gefunden 1 33.31°0 »
Mithin waren 98,89>:) des zugegebenen Guanins als Harnsaure
wiedergefundeii.

Versuch 11. Milzextrakt.

a) Ohne Zusatz. Erhalten 0,1242 g Harnsaure,
b) Mit 0,3 g Guanin. » 0,3582 »

Mithin 70,10 0 des zugegebenen Guanins als Harnsiure wieder-
gefunden.

‘I Virchows Arch.. 1887. Bd. 109, 8. 390.

v. 1. Ci S, 197.

*| Die Emredlining von Guanin, Adenin nnd Hypoxanthin auf Harn-
saure geschah unter Zugrundelegung der Molekulargewichte.
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c) Mit 0,3 g Guanin. Erhalten 0,3982 g Harnsaure.
0.1153 g Substanz gaben 0,1509 g CO* und 0.020*2 g.H,O.
Berechnet fir C6H4N40a Gefunden
35.71° , C und 2.38®/» Il 35,09% C und 2,52®/« II.
Es war demnach 82% des zugegebenen Guanins als Harnsaure
wiedergefunden.
Versuch Ill. Milzextrakt.
a» Ohne; Zusatz. Erhalten 0,1 g Harnsaure
bi Mit2,0? a-thyinonucleinsaureni Natrium. » 0.300 »
0.1551 g Substanz gaben 0.2020 g CO* und 0,0354 g 11,0.
Berechnet fir C6H4N4O3 Gefunden
35,71% C und 2.38% I 35,03% C und 2.54°» II.
Es waren demnach 05,80°/»"i der in dem thymnnuelein'sauren Nat rium
enthaltenen Basen als Harnsiure wiedergefumlen.
cl Mit 0,2 fr Adenin. Erhallen 0,27 g Harnsaure.
0,1451 g Substanz gaben 0.1904 g CO* und 0.0335 g 11*0.
Berechnet fiir C5H4N403 Gefunden
3571 = C und 2.38°. |l 35,78% G und 2.50°/0 H.
Es waren demnach 08,2°/» des angewandten Adeninis als Harn-
saure wiedergefunden worden.

Versuch IV. Milzversuch,
ai Ohne Zusatz. Erhalten 0,078 g Harnsaure. X
Hie vereinigten Harnsauremengen aus den Milzversuchen ohne
Zusatz wurden nach mehrmaligem Embkristallisieren analysiert.
0,1274 g Substanz verbrauchten nach Kjoldahl 30.35 ccm
n/io-Normal-Oxalsaure.
Verlangt 33.33°» Gefunden 33,35°/».  /
b) Mit 0,0 g Guanin. Erhalten 0,63 g Harnsaure.
0.1312 g Substanz verbrauchten 31.35 ccm "/lo-Norm.-Oxalséure,
Verlangt 33.33" , Gefunden 33,45®/».
Demnach waren 07*7°/» des zugegebenen Guanins als Harnséure
wiedergefunden.
Versuch V. Milzversuch.
aj OhneZusalz. Erhalten 0,035 g Harnséaure,
b) Mit2,0 gniicleinsaureni Natrium. » 0*25  »
Demnach waren 54,5°/0 0<*r im zugegebenen nurleinsauren Natrium
enthaltenen Purinbasen als Harnsdure wiedergefunden worden.

Versuch VI. Milzversuch.
Die Halfte der frischen zerkleinerten Milz (BK) g. mit DKK) ccm H,0
kurz gekocht, auf 3(KK) ccm aufgefillt, 2 Stunden geruhrt. Von der Auf-

1) Zu 2 g thymonucleinsaurem Na sind, wie oben angegeben,
0,131b g PurinhasenstickstolT enthalten; in dem Zuwachs an Harnsaure
<0.20 g) sind 0.0807 g Stickstoff; folglich sind 05.85°> des Purinbasen-
stickstolTs als Harnsaure wiedergefunden.

17~
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sehwemmung 500 ccm mit 15 ccm 11,S04 4 Stunden am Ruckfluhkihler
gekocht. Wie oben analysiert. Keine Harnsaure nachweisbar.

Der /.weite Teil der Milz (44X) gi wie gewOhnlich verarbeitet.

a) Sofort nach dem Filtrieren (8 Stunden nach dem Tod des Tieres) auf
Harnsdure verarbeitet. Erhaltene Menge = 0,035 g.

b) Sofort nach dem Filtrieren (wie a) 1 Stunde im Dampfofen auf 100»
erhitzt. Dann 3 Tage unter Luftdurchleitung bei 10—45°. Er-
haltene Harnsduremenge = 0,025 g.

c) Ohne Zusatz. 3 tage unter Luftdurchleitung bei 40—45u. Erhaltene
Harnsauremenge — 0,09 g.

Versuch VIl Lungenextrakt.
a) Nach dem Filtrieren sofort verarbeitet. Erhaltene Harnsauremenge
= 0,029 jr,
b) Ohne Zusatz wie gewoOhnlich angesetzt. Erhaltene Harnsduremenge
-- 0,08 g,
¢) Mit 0,25 g Hypoxanthin. Erhaltene Harnsduremenge = 0,25 g.
0,142 g Substanz verbrauchten nach Kjelduhl 34.0 ccm n iu-Nor-

mal-Qxalséaure. .
Q Gefunden fiir <§U4N4Os: 33,3780 N.

Demnach waren 65,05% des angewandten Hypoxanthins als Harn-
saure wiedergefunden.

Versuch VIII. Leberextrakt.

a) Ohne Zusatz. Erhaltene Harnsdure = 0,02 g.
b) Mit.2,0 g nucleinsaurem Natrium. » ) 0,173 »

0,1170 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 27,81 ccm n 1o0-
Normal-Oxalsiiure.
Gefunden fur GaH4N403: 33.20°/o.
Demnach waren 38,7% der im zugegebenen nucleinsauren Natrium
erhaltenen Hasen als Harnsdure wiedergefunden.
c) Mit 0,25 g Guanin. Erhaltene Harnsdure — 0.23 g.
Demnach sind 75,54% des angewandten Guanins als Harnsaure
wiedergefunden worden.

Di<* mit Lunge und Leber unbestellten Versuche sollen
vorderhand nur erweisen, (lui) auch ihnen die teihigkoit zu
kommt, Harnsdure zu bilden. Line endgultige Fuitseheidung
Uber den quantitativen Umfang derselben kann erst nach Be-
endigung darauf hinzielender Versuche, welche im Gange sind,
mitgeteilt werden.

Zum Schlisse danke icli Herrn Geh. Bat Kbstein flir das
Interesse, das er meinen Untersuchungen entgegenbrachte.



