Uber die Fermente des Nucleinstoffwechsels.

Von
Alfred Schittenhelm.

(Aus >lom Laboratorium <ter medizinischen Klinik zu Gottingen: Geheimrat Ebstein.)
(Oer Redaktion zugegangen am 3. Oktober 19»4.)

Vor kurzeml) konnte ich milteilen, dal} mir der Nachweis
des quantitativen Ubergangs der Aminopurine, Adenin und
Guanin, in Harnsaure unter der Einwirkung von Gewebs-
fermenten gelang. Sodann konnte ich konstatieren, daf} auch
die an Thymusnucleinsdure gebundenen PurinkOrper von den
Fermenten in Harnsdure umgewandelt werden. Endlich er-
wahnte ich noch kurz, dall die wirksame Oxydase sich aus
dem Milzextrakt mit Ammousulfat aussalzen lasse.

Inzwischen habe ich meine Untersuchungen noch weiter
ausgedehnt und nicht nur die verschiedensten Organe auf ihre
harnsaurebildende Fahigkeit durchgeprift, sondern vor allem
mein Augenmerk auch auf die Zwischenstufen gerichtet, welche
die Aminopurine bei ihrer Oxydation zu Harnsdure notwendig
durcheilen mussen. Meine Untersuchungen hieriiber sind noch
nicht abgeschlossen und ich verzichte daher vorderhand auf
eine breitere Ausfiihrung der Harnsaurebildung. Ich glaube
jedoch einige Untersuchungsresultate schon jetzt mitteilen zu
mussen, nachdem vor kurzem eine Arbeit von Jones und
Partridge?) erschienen ist, welche in engstem Zusammenhang
zu meinen Untersuchungen steht. Dieselben fanden namlich,
daB das Pankreas ein Enzym enthalt, welches die Uberfiihrung
von Guanin in Xanthin zustande bringen kann und dem sie
den Namen «Guanase» gaben. Aus ihren friheren Arbeiten3)

") Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 251.
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 343.
s) Diese Zeitschrift. Bd. XLII, S. 35.
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schliel3en sie, dal} ein solches Enzym auch in der Thymusdriise
und in der Nebenniere existiert, jedoch nicht in der Milz,
Weiterhin sprechen sie die Meinung aus, daB, da nach den
Untersuchungen Uber die Selbstverdauung der Milz Adenin in
Hypoxanthin tbergefthrt werden kann auch bei Abwesenheit von
«Guanase», diese Uberfiihrung einem anderen Enzym (Adenase)
zuzuschreiben sei, welches offenbar in der Thymus, der Neben-
niere und dem Pankreas vorkomme.

Meine Untersuchungen fuhrten mich zu denselben Fragern,
indem ich die Zwischenstufen zu linden suchte, welche bei der
Uberfiihrung der Aminopurine in Harnsdure entstehen mdussen.
Ich habe nun zwar inzwischen zahlreiche Organe auf ihre
harnsdurebildende Fahigkeit hin untersucht: da ich jedoch mit
der Milz meine Untersuchungen begann und aus ihr eine
Isolierung des Fermentes mit Erfolg versucht hatte, so lag es
mir am nachsten, mit ihrer Hilfe nach den Ubergangsprodukten
zu suchen. Zudem ergaben meine weiteren Erfahrungen, daf3
in der Milz die einfachsten Verhaltnisse zur Entscheidung dieser
bragen zu linden sind, da ihr harnsaurebildendes Ferment sehr
intensiv arbeitet und ihr keine harnsiurezerstorenden Fahig-
keiten zukommen.

Zuerst beschaftigte ich mich mit der Isolierung des
Fermentes und fand, wie schon bemerkt, dafl sich dasselbe
mit konzentrierter Ammonsulfatlésung aussalzen 14t. Nach
Jakobys!) Angabe unterwarf ich einen wasserigen Milzauszug
der fraktionierten Aussalzung, wobei sich ergab, daR die Fallung
des Fermentes bei einem Sattigungsgrade von b(>0/0 am aus-
giebigsten vor sich geht. Der dabei gewonnene Niederschlag wurde
in Wasser (500—800 ccm) suspendiert, mit etwas Chloroform
versetzt und das Ganze "k— 1 Stunde in die Schittelmaschine ge-
bracht. Dann wurde solange gegen besténdig flieRendes Wasser
dialysiert, bis kein Ammoniak mehr nachweisbar war, was
meist 6 8 Tage erforderte. Nunmehr wurde filtriert”’und die
so erhaltene leicht gelblichbraune Flussigkeit direkt zu den
\ ersuchen benutzt. Die auf diese Weise erhaltenen Ferment-
I6sungen erwiesen sich stets als hochwirksam. lhre Zusammen-

) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 136.
15*
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Setzung wechselte in engen. Grenzen. Um ein ungefahres Bild
von derselben zu geben, teile ich die Analyse der zu den
folgenden Versuchen benutzten Fermentlésung mit:

Auf 1000 Loésung kommen :
998.9 Wasser
3,72 organische Substanz
2,4 Ascheruckstand
0,77 Stickstoff.

Von Purinkdrpern ist die Losung so gut wie frei.

Die folgenden Versuche dienen als Beleg fiir die Wirk-
samkeit der Fermentlésung: die Versuchsanordnung und
die Methode der Harnsaureisolierung habe ich in meiner letzten
Arbeit ausfihrlich besprochen, weshalb ich auf eine Wieder-
holung verzichten kann.

Versuch 1 400 ccm Fermentlosung -f~ 0,2 g Guanin
(in Natronlauge gelOst zugesetzt) gehen unter Chloroformzusatz
und bei stéandiger Luftdurchleitung 3 Tage lang bei 43° im
Wasserbade.

Gehalten 0,157 g Harnsaure.

0,13 g verbrauchen 15,4 ccm *b Normal-H.jS04
Verlangt fir C5H4N403: 33,33°/0 N
Gefunden 0 33,17°,0 »

Mithin waren 70,4°/o des zugegebenen Guanins als Harn-
saure wiedergefunden.

Versuch Il. 250 ccm Fermentlosung -|- 0,2 g Guanin
analog angesetzt.

Erhalten 0,203 g Harnsaure.

0,1224 g verbrauchen 14,5 ccm */. Normal-H,S04
Verlangt : 33,33°/0 N
Gefunden: 33,17°/0 >

Es waren also 91,2°/o des zugegebenen Guanins als Harn-
sdure wiedergefunden. Da aber im Filtrat der Harnsdaure die
Silberféllung keinen Basenniederschlag mehr hervorrief, so
mufite alles Guanin, demnach 100°/o0, in Harnsdure umgesetzt
worden sein.

Versuch I1l. 400 ccm Fermentlosung-f-0,2 g Guanin
analog angesetzt.
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Erhalten 0,222 g Harnsaure.l)

0,12 g brauchen 28,51 ccm Vto Normal-HCI
Verlangt . 38»3**/« N
Gefunden: 33.30°,'# »

Es waren demnach 99,5°0 des zugegebenen Guanins als
Harnsdure wiedergefunden. Auch hier wurde im Filtrat der
Harnsdure keine Silberfallung mehr erzielt. Es mul} dem-
nach das Guanin quantitativ in Harnsaure umgesetzt
worden sein.

Versuch 1V. 350 ccm Fermentlésung -| 0,2 g Hypo-
xanthin -{- 0,1 g Adenin natronalkalisch analog angesetzt.

Erhalten 0,33 g U.

0.147 g verbrauchten 31,8 ccm '/*0 Normal-Salzsaure
Gefunden: 33,15°/# N
Verlangt : 33.33 '# »
Demnach wurden 89% des angewandten Gemisches als
Harnséure wiedergefunden.

Ubrigens gelingt es auch, wirksame Fermentlésungen durch
Alkoholfallung zu erzielen, vorausgesetzt, dall rasch hinter-
einander gearbeitet wird.

Versuch V. 120t) ccm eines wasserigen Milzauszuges
werden mit 1200 ccm Alkohol geféllt. Nach etwa einstiindigem
Stehen wird abfiltriert, der Niederschlag mit ca. 800 ccm Wasser
\ Stunden bei gewoOhnlicher Temperatur in der Schittelmaschine

geschiittelt. Vom Filtrat wird der Alkohol bei 40° auf dem
Wasserbad abgedampft.

300 ccm davon -j 0,2 g Guanin analog wie oben.
Erhalten 0,146 g Harnsaure.

0,11 g verbrauchen 12,05 ccm ‘/» Normal-HItSO4 *
Gefunden : 33,11°/# N.

) Die angegebenen Ifarnsduremengen geben die Zahlen, welche
gefunden wurden, nachdem das urspringliche Produkt nach Hor-
baczewskis Vorschrift behandelt worden war (Diese Zeitschr., Ihl. XVIII,
S. 311). Dieselbe lautet dahin, daR je 0,1 g Substanz in 2,0 ccm
konz. H”SO, gelost und dann mit dem vierfachen VVolumen Wasser wieder
gefallt wird. In meiner letzten Mitteilung (Diese Zeitschrift, Bd. XL1lI,
S. 255) ist ihre Angabe infolge eines Versehens bei der Korreklur
unrichtig.
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Es waren demnach 63,8°/0 des zugegebenen Guanins als
Harnsaure wiedergefunden.

Man sieht aus dem Versuch, dal die auf diese Weise
hergestellto Fermentlésung zwar wirksam ist, aber lange nicht
in dem Male, wie die durch Arnmonsulfataussalzung gewonnene.
Nach meinen Erfahrungen tritt die schadigende Wirkung des
Alkohols um so starker zutage, je langer derselbe mit dem
Niederschlag zusammen bleibt. Es lag daher der Gedanke
nahe, daf durch den Alkohol dem Fermente vielleicht eine
alkohollosliche Komponente entzogen wird. Zahlreiche Ver-
suche nach dieser Richtung ergaben jedoch ein absolut nega-
tives Resultat. Durch diese Versuche ist also dargetan, dal
aus der Milz eine relativ einfach zusammengesetzte Ferment-
I6sung gewonnen werden kann, welche freie Rurinbasen
quantitativ in Harnsaure Uberzufihren imstande ist.

Die nachste Frage, welche sicherhob, war die: Ist diese
Umwandlung der Durinbasen in Harnsiure durch ein einheit-
liches Ferment bewirkt oder arbeiten dabei mehrere Fermente
mit? Diese Frage multe gleichzeitig zu der Aufsuchung von
Zwischenprodukten fiihren.

Wie schon oben bemerkt, bediente ich mich hierzu in
erster Linie des Milzextraktes und versuchte festzustellen, wie
sich die Dinge gestalten, wenn an Stelle der Luftdurchleitung
(‘in langerer Aufenthalt des Gemisches im Brutschrank ohne
permanente Sauerstoffzufuhr tritt.

Versuch VI. Von einem Wasserextrakt der Milz, welcher
auf die in meiner ersten Mitteilung angegebenen Weise bereitet
war, wurden (HK) ccm mit 0,9 g in der berechneten Menge
Normalnatronlauge geldsten Guanins vierzehn Tage lang unter
Uhloroformzusatz im Brutschrank bei einer Temperatur von
37° C. gehalten. Danach wurde die Mischung mit 15 ccm
konzentrierter Schwefelsdure am RuekflulRkthler 3 Stunden lang
gekocht, dann mit Natronlauge alkalisch, mit Essigsaure wieder
schwach sauer gemacht, kurz aufgekocht und vom Eiweil3-
niederschlag abtiltriert.  Letzterer wurde noch zweimal mit
leicht essigsaurem Wasser ausgekocht. Aus den vereinigten
Filtraten wurden mit ammoniakalischer Silberlsung die Purin-
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basen ausgefallt. Der gut ausgewaschene und in ca. 800 ccm
Wasser suspendierte Silberniederschlag wurde heily mit Salzsaure
zersetzt und salzsauer bis zum nachsten Tag stehen gelassen.

Die ausgefallene Harnsaure betrug 0,14 g und war,
wie sich beim Umkristallisieren nach Horbaczewski er-
wies, rein.

0,1076 g verbrauchten 25,63 ccm */i0 Normal-HCI
Verlangt : 33,33°/« N
Gefunden: 33,34°%0 »

Das Filtrat der Harnsdure wurde zur Trockene einge-
dampft, der Rickstand in Natronlauge geldst, die Lésung mit
Tierkohle entlarbt und mit Essigsaure neutralisiert und nun-
mehr eine nochmalige Silberfallung vorgenommen. Der mit
Salzsaure zersetzte Niederschlag wurde zur Trockene einge-
dampft. Nach mdglichster Beseitigung der Uberschissigen Salz-
saure wurde der Rickstand in ca. 120 ccm Wasser aufgekocht
und filtriert (Filtrat A, Filterrtickstand B). Aus dem Filtrat A
konnte weder Guanin, noch Epiguanin, noch Adenin.gewonnen
werden. Dagegen liel beim Einengen auf ca. 30 ccm eine
schollige Substanz aus. Nach I2stindigem Stehen im Eis-
schrank wurde abfiltriert. Der Rickstand betrug 0,26 g. Nach
den Angaben Krigers und Salomons ins Nitrat verwandelt
wurden 0,28 g eines schweren Kristallpulvers, das aus Plattchen
bestehende Drusen zeigte und einen absolut einheitlichen Ein-
druck machte, gewonnen. Es lag also zweifellos Xanthin
vor. Das Nitrat wurde in freies Xanthin umgesetzt und das
letztere bei 140° getrocknet.

0,1232 g Substanz erforderten 32,3 ccm */> Normal-HCI
Verlangt fur C5H.N40s: 30,84% N
Gefunden . 36,71°> »

Im Filtrat wurden mit der Silberfallung nur noch minimale
Basenreste gefunden.

Der Filterrickstand B wurde mit verdinntem Ammoniak
kurz erwarmt und vom Ungel6sten abfiltriert. Das Ungel6ste
betrug 0,04 g und gab intensive Murexidreaktion. Es lag also
noch ein kleiner Rest Harnsaure vor.

Das Filtrat wurde auf wenige Kubikzentimeter eingeengt.
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Dabei fiel Xanthin in derben Krusten aus. Die Gesamtmenge
betrug 0,51 ¢g. Dasselbe wurde Uber das salpetersaure Salz
gereinigt und nach Trocknen bei 140° analysiert.

0,1418 g Substanz verbrauchten 87.15 ccm ‘/to Normal-HCI

Verlangt . 86,84% N
Gefunden: 36,68% »

Im Filtrat waren wiederum nur unbetrachtliche Basen-
reste vorhanden.

Bei diesem Versuch hatten sich demnach an Stelle der
0,0 g Guanin gefunden 0,18 g Harnsaure und 0,77 ¢
Xanthin.

Denselben Versuch habe ich nun des weiteren an einer
Fermentlosung angestellt, welche nach der vorne angegebenen
Weise mittels Aussalzens gewonnen worden war.

Versuch VII. 500 ccm Fermentlésung (von derselben
Losung, von welcher zu Versuch Il genommen worden war)
+ 0,0 g in Normalnatronlauge gelGsten Guanins werden sechs
Tage lang unter Chloroformzusatz im Brutschrank bei einer
Temperatur von 37° C. gehalten. Darnach wurde die Reaktions-
flissigkeit natronalkalisch  kurz aufgekocht, mit Essigsaure
schwach angesduert und vom sparlichen Eiweil3niederschlag
abfiltriert. Nach dem Erkalten wurde im Filtrat eine Silber-
fallung vorgenommen. Der nach einigen Stunden abfiltrierte
und gut ausgewaschene Niederschlag wurde, in Wasser sus-
pendiert, mit Salzsaure in der Warme zersetzt und das Filtrat
eingedampft. Der nach Mdglichkeit von anhaftender Salzsaure
befreite Rickstand wurde in verdinntem Ammoniak aufgekocht
und das Ganze Uber Nacht in den Eisschrank gestellt. Auf diese
Weise gewann ich durch Filtration ein das Xanthin haltendes
Filtrat und (‘inen ungeltdsten Ruckstand (Guanin).

Der ungeltoste Rickstand wurde in Normalnatronlauge
gelost," filtriert und das Guanin aus der LOsung mit Essigsaure
ausgeféllt. Es fiel in rein weiBer Farbe sofort aus. Nach mehr-
stindigem Stellen wurde filtriert. Das Filtrat gab keine Silber-
fallung -mehr.

Die Menge des wiedergewonnenen Guanins be-
trug: 0,21 g.
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0,143 g Substanz verbrauchten 47,2 ccm ‘/»» Normal-Salzsaure
Verlangt fur C,H5N60: 40,35°0 N
Gefunden . 40,21°0 >

Das ammoniakalische Filtrat wurde auf ea. 10 ccm ein-
geengt, wobei alles Ammoniak abdamplte und das Xanthin in
charakteristischer, blattriger Form sich abschied.

Die”Menge des so gewonnenen Xanthins betrug
0,363 g.

Die Substanz wurde in salpetersaures Salz umgewandelt,
welches sehr rasch als schweres Kristallpulver zum Vorschein
kam und die charakteristische Kristallfform zeigte. Dasselbe
wurde wieder ins freie Xanthin verwandelt, das letztere bei
140° getrocknet und analysiert.

0.103 g Substanz verbrauchten 42,75 ccm ‘/to0 Normal-Salzsaure
Verlangt fir C6114N4U,: 30.84°0 N
Gefunden 0 30,72'\V» »

Es waren somit an Stelle der 0,6g Guanin gefunden
worden 0,21 g Guanin und 0,363 g Xanthin.

Die Harnsaure, welche ich in Versuch VI neben dem Xan-
thin fand, verdankt ihre Entstehung zweifelsohne, mindestens
teilweise, dem Umstand, dalR die zerkleinerte Milz zur Dar-
stellung des Wasserextraktes mehrere Stunden andauernd gerihrt
worden war, wobei bereits eine Harnsdurobildung stattiindet,
wie ich mich auch sonst hdutig Uberzeugen konnte.

Die Versuche haben also ergeben, dafl in der Hinder-
milz (dn isolierbares Ferment enthalten ist, welches
im Thermostaten ohne Luftdurehleitung die Umwandlung
von Guanin in Xanthin bewirkt, unter Euftdurchieitung
jedoch an Stelle des Xanthins aus dem Guanin Harn-
saure bildet. Es ist also ganz klar, dall der Weg der Harn-
saurebildung aus Guanin Uber das Xanthin* fuhrt,
2-Amino - 6 -8 Dioxypurin habe ich, trotzdem besonders
darauf gefahndet wurde, nicht auflinden konnen, und es ist
also anzunehmen, daB dieser von Emil Fischer dargestellte
Korper, welcher einzig noch neben dem Xanthin eine Uber-

gangsstufe zur Harnsaure bilden konnte, durch das vorliegende
Ferment jedenfalls nicht dargestellt wird.
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Meine Versuche haben des weiteren ergeben, daB, so
zutreffend und wichtig die Untersuchungen Jones' (ber die
Bildung von Xanthin aus Guanin in der Thymusdrise, dem
Pankreas und der Nebenniere sind, seine Beobachtung betreffs
der Milz nicht zutrifft, wonach dieselbe eine Ausnahmestellung
einnehmen und diese Funktion nicht besitzen soll.

Meine weiteren Untersuchungenl) Uber die Harnsdure-
bildung in Organen resp. Organextrakten haben bis jetzt er-
geben, dalR eine solche statthat in der Leber, Milz, Lunge
und im Muskel, wahrend scheinbar keine Harnsaurebildung vor
sich geht in der Thymusdrise, dem Darm, dem Blut und der
Niere. Trotzdem gehl in der Thymusdrise, wie Jones nach-
gewiesen hat und wovon ich mich selbst (berzeugen konnte,
der Ubergang von Guanin in Xanthin glatt vonstatten. Des
weiteren habe ich auch eine Xanthinbildung im Nierenextrakt
beobachtet, wie folgender Versuch zeigt.

Versuch VIII. 500 ccm wasserigen Nierenextraktes -j- 0,5¢
in Natronlauge gel6sten Guanins wurden 14 Tage unter Chloro-
formzusatz bei 37° im Thermostaten gehalten. Darnach wurde
das Reaktionsgemisch analog dem Milzextraktversuch (Versuch V)
weiter verarbeitet.

Auf diese Weise wurden schlielich 0,18 g Xanthin
isoliert.

0,0002 g Substanz verbrauchten 20,88 ccm !/io Normal-HCI
Verlangt : 86,84°/0 N
Gefunden: 86,59°/« »

Guanin und die anderen Basen konnten nicht gefunden
werden.

Fs mul} also angenommen werden, dall die Harnsaure-
bildung, welche auf ganz bestimmte Organe beschrankt ist,

durch die Tatigkeit zweier Fermente zustande kommt,
eines desamidierenden, welches die Uberfilhrung von Guanin

in Xanthin und Adenin in Hypoxanthin ermdglicht, und eines leb-
haft oxydierenden, welches Hypoxanthin zu Xanthin und Xan-

Kine ausfuhrliche Mitteilung dieser Versuche erfolgt nach Ab-
schlufl3 derselben an anderer Stelle (Archiv f. klin. Med.).
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thin wiederum zu Harnsaure umwandelt. Das desamidierende Fer-
ment, welches fir Guanin und Adenin jedenfalls dasselbe ist, sodal}
eine Einzelbenennung als «Guanase» und «Adenase» nicht notig
erscheint, bis nicht das Gegenteil bewiesen wird, erfreut sich
einer weiten Verbreitung im Tierkorper und scheint so ziem-
lich in jedem Organ vorhanden zu sein. Es stimmt diese An-
nahme Uberein mit den Untersuchungen Langs!) dber die
Desamidierung im Tierkdrper, welcher ebenfalls-die weite Ver-
breitung eines desamidierenden Vorganges * im QOrganismus
erwies. Das speziell harnsdurebildende, oxydierende Ferment
jedoch scheint auf einzelne bestimmte Organe beschréankt zu
sein. Es bedirfen jedoch diese Verhéltnisse noch weiterer
Untersuchungen, weshalb ich auf eine definitive Formulierung
bis auf weiteres verzichte.

Wie steht es nun mit der Spaltung der Nucleoproteide
resp. der Nucleinsdure, ist sie durch dieselben Fermente be-
dingt, welche die Uberfiihrung in Xanthin und in Harnsaure
bewirken ?

In meiner ersten Mitteilung konnte ich zeigen, dal der
wasserige Extrakt von Leber und Milz imstande ist, aus a-thymo-
nucleinsaurem Natrium unter Abspaltung der Purinbasen Harn-
sdure zu bilden, und aus der Tatsache, dal} bei der Autolyse
«ils Endprodukte Xanthin und Hypoxanthin gefunden wurden, ist
zu schliel3en, dal? die Nucleoproteide der Organe einer Spaltung
unterzogen werden, wobei die Purinbasen frei werden und so
zuganglich der Einwirkung des desamidierenden Fermentes.
Es war daher sehr naheliegend, den Versuch zu machen, ob die
kermentlosung in isoliertem Zustande eine Spaltung der Nuelein-
s.iure unter Auftreten von Harnsaure herbeizufiihren vermag.

Versuch IX. 400 ccm Fermentlosung von der Portion,
welche auch zu Versuch Il und VII gedient hatte, wurden mit
2,0 nucleinsaurem Natrium, das vorher in Wasser gel6st war,
versetzt und mit Natriumkarbonat leicht alkalisch gemacht!
Das Gemisch wurde darauf 3 Tage lang unter Luftdurchleitung
nach Chloroformzugabc bei 42° im Wasserbad digeriert.

I) s Lang, Uber Desamidierung im Tierkorper, Hofmeisters
teitrdge zur chemischen Physiologie und Pathologie 1901, Bd. V, S. 321.
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Vor der Verarbeitung auf Harnsaure wurde die LGsung
3 Stunden lang mit 1U ccm konzentrierter Schwefelsaure am
KleklluRkihler gekocht. Es fanden sich nur kleinste Spuren
von Harnsaure vor. Dagegen konnte im Filtrat ein dicker
Basenniederschlag mit ammoniakalischer Silberlosung erzielt
werden.

Es war also nicht gelungen, mittels der Lésung isolierten
Milzfermentes, welche ohne weiteres Guanin in Xanthin und
Xanthin in Harnsaure Uberfihrte, eine Spaltung der a-Nuclein-
saure zu erzielen, so dal die in ihr enthaltenen Purinbasen
frei gemacht und in Harnsdure umgesetzt werden konnten;
da dieser Vorgang mit einem wasserigen Milzextrakt, wie friher
bewiesen, glatt durchgefiinrt werden kann, so muR in der iso-
lierten Fermentldsung das treibende Agens fehlen. Es scheint
mir demnach dieser Versuch, dem ich noch einen zweiten
gleichlautenden beifligen konnte, daftr zu sprechen, dal} auRer
dem desamidierenden und dem oxydierenden Fermente noch
ein drittes Ferment in Tatigkeit treten mu3, um aus Nuclein-
siiure durch Abspaltung der Basen Harnsaure zu bilden. Es
mul} eine Nuclease im engeren Sinne des Wortes geben,
welche Nucleinsaure zu spalten vermag, so daR die
darin enthaltenen Purinbasen in Freiheit gesetzt werden. Damit
stellt sich also die Harnsdurebildung im tierischen Organis-
mus als ein komplizierter Vorgang dar und es bedarf zweifels-
ohne dreier verschiedener Gewebsfermente, um deren
Zustandekommen aus den an das Nucleinsauremolekiil gebundenen
Purinhasen zu ermdglichen. Es ware vielleicht auch denkbar,
dall die Fermente durch den umstandlichen Isolierungsprozel}
derart abgeschwéacht wurden, daB sie nicht mehr imstande sind,
die schwierigere Aufgabe der Nucleinsaurespaltung durchzu-
fihren, wahrend die anderen Funktionen noch gehen. Es stdnde
jedoch diese < Absehwachung des Fermentes» im Widerspruch
zu dessen ausgezeichneter Wirkung bei der Harnsaurebildung,
weshalb ich von dieser Annahme vorderhand absehen zu dirfen
glaube.

Es bleibt mir nun nur noch dbrig, in wenig Worten auf
die harnsaurezerstorende Fahigkeit der Gewebe ein-
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zugehen, welche ja fruher schon von Wiener® durch aus-
flhrliche Untersuchungen festgestellt und auch von Ascoli2)
gefunden wurde. Bei meinen Untersuchungen Uber die Harn-
saurebildung muRte ich mich bald mit ihr intensiver beschéf-
tigen, da es sich sofort zeigte, dal in einigen Organen offenbar
die gebildete Harnsdure zum Teil alsbald wieder zerstdrt wurde
und somit das gesuchte Resultat verschleiert blieb. Ich fand
so, dall der Niere, Leber, dem Muskel und vielleicht dem
Knochenmark harnsdurezerstérende Fahigkeiten zukommen,
dall dieselben aber am ausgesprochensten der Niere ange-
boren. Zum Beweis diene der folgende Versuch:

Versuch X. 400 ccm waésseriger Nierenextrakt  0,5¢
in  Normalnatronlauge geloster Harnsdure werden wie die
Guanin-Milz-Versuche 4 Tage lang unter Chloroformzusatz bei
Luftdurchleitung im Wasserbad mit 42° C. Temperatur digeriert.
Das Reaktionsgemisch wird hernach vor der weiteren Verar-
beitung 3 Stunden lang, mit 10 ccm konzentrierter Schwefel-
sdure versetzt, am RuckfluRkiihler erwarmt. Das neutralisierte,
vom Eiweil3niederschlag befreite und erkaltete Gemisch wird mit
ammoniakalischer Silberlosung gefallt und wie gewdhnlich
verfahren,

Es wurde von der zugegebenen Harnsaure nichts
mehr wiedergefunden.

Es gelang mir inzwischen, auch dieses Ferment isoliert
zu gewinnen; doch werde ich dazu erst nach AbschluR der
dariber im Gang befindlichen Versuche ndheres mitteilen.

Zum Schlisse will ich noch erwahnen, dal} der wasserige
Milzauszug imstande ist, auch methylierte Purine zu spalten,
was daraus hervorgeht, dal3 ich bei Zugabe von. Coffein, das
sich mit der Kupfersulfat-Bisultitmethode nicht féllen 1aRt, nach
einiger Zeit Korper erhielt, welche mit eben dieser Methode
sich isolieren lielRen. Die Identifikation derselben steht noch aus.

) H. Wiener, Cber Zersetzung und Bildung der Harnsaure im
Tierkurper, Archiv f. exp. Pathol, u. Pharmak., Bd. 42, S. 375.

n G. Ascoli, Uber die Stellung der Leber im NucleinstofTwechsel.
Pflugers Archiv, Bd. 72, S. 340 (1898).



