Uber das Verhalten des Kreatins bei der Autolyse.

Von
R. Gottlieb und R. Stangassinger.

Mit zwei Figuren im Text.

(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.)
(Der Redaktion zugegangen am 20. April 1907.)

Die Fragen des Kreatinstoffwechsels haben, wie ans meh-
reren neueren Arbeiten hervorgeht, das Interesse der physio-
logischen Chemiker in letzter Zeit wieder in erhOhtem Malie
auf sich gelenkt. Die altere Ansicht, da das Kreatin ein spe-
zifisches Produkt des Muskelstoffwechsels sel, das im Stoff-
wechsel, abgesehen von seiner Umwandlung in Kreatinin, kaum
angegriffen werde, ist schon lange von einzelnen Autoren, z. B.
Bunge,l) Neumeister,2) bezweifelt worden. Diese altere
Ansicht von der Unangreifbarkeit des Kreatins im Stoffwechsel
stitzte sich auf Versuche von Meissner,3) Voit,4) Mailet,5)
nach denen verfuttertes Kreatin und Kreatinin zum grof3ten
Teile als Kreatinin im Harn erscheint. Aber abgesehen von
dem Einwande, da man das Schicksal des von aulen einge-
fuhrten Kreatins nicht mit dem im Stoffwechsel selbst entstan-
denen identifizieren durfe, ist in neueren Versuchen auch ein
mehr oder weniger weitgehendes Zurickbleiben der Ausschel-
dung gegenuber der Zuflhrung der beiden Korper beobachtet

Y v. Bunge, Lehrb. d. physiol, u. pathol. Chemie, 4. Aufl., Leipzig
1898, S. 322.

2) Nleumeister, Lehrb. d.physiol. Chemie, 2. Aufl., Jena 1897, S. 431.

3) Meissner, Zeitschrift f. rationelle Medizin, Bd. XXXI, S. 283,1868.

4) Voit, Zeitschrift f. Biologie, Bd. IV, S. 111, 1868.

5 Mallet, U. S. Dep. of Agriculture Bull. 66. 1899.
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2 R. Gottlieb und R. Stangassinger,

worden. So fand Czernecki,l) dall am Kaninchen jedenfalls
«nur ein sehr kleiner Teil des eingegebenen Kreatins als Krea-
tinin im Harn erscheint». Auch Achelis?) schliel3t aus Ver-
suchen am Hunde und am Menschen, mit sehr reichlicher Krea-
tininzugabe zur Nahrung, «dall ein betrachtlicher Teil des
Kreatinins zerstort wird». Dagegen haben van Hoogenhuyze
und VVerploeghl) in Selbstversuchen den grofsten Teil von
eingefihrtem Kreatinin im Harne wiedergefunden. Klercker,4)
der Kreatin und Kreatinin zusammen per 0s in Form von
Liebigschein Fleischextrakt in wechselnden Mengen einnahm,
beobachtete eine Ausscheidung von 45 und 63°/0 des verab-
reichten Kreatinins und von 20 und 31»/0 des Kreatins. Folinb)
endlich gibt neuerdings an, dall er eingenommenes Kreatin
weder als Kreatin nachweisen noch Uberhaupt eine Stickstoff-
vermehrung des Harns darnach konstatieren konnte, eine An-
gabe, welche allerdings mit allen bisherigen Beobachtungen
In Widerspruch steht.

Das Kreatin und sein Anhvdrid scheinen demnach iIm
Stoffwechsel keineswegs so schwer angreifbar zu sein, als man
friher glaubte. Es war deshalb von Interesse, das Verhalten
dieser Substanzen bei der Autolyse verschiedener Organe zu
prifen.

Zur« Methode.

FUr die Verfolgung derartiger Fragen war es notwendig,
eine zur Ausflhrung léangerer Versuchsreihen geeignete Me-
thode auszuarbeiten, welche Kreatin und Kreatinin mit genu-
gender Genauigkeit nebeneinander zu bestimmen gestattet. Das
Neubauer-Salkowskische Verfahren ist nicht blofR lang-
wierig und erfordert gro3e Mengen von Untersuchungsmaterial;
die Fallung des Kreatinins als Chlorzinkverbindung ist Uberdies

O Czernecki, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 294, 1905.

*) Achelis, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 10, 1906.

3) Yan Hoogenhuyze u. Verploegh, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI,
S. 415, 1905.

4) Klercker, Hofmeisters Beitrdge zur ehern. Physiol, u. Path.,
Bd. VIII, S. 59, 1906.

5 Folin, Festschrift fur O. Hammarsten, 1906.
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In Organextrakten unzuverlassig. Hingegen erschien die kolori-
metrische Methode von Folinl) fir die Kreatininbestimmung
unseren Zwecken zu entsprechen. Nur flr die quantitative
Umwandlung von Kreatin in Kreatinin zu seiner nachfolgenden
Bestimmung als Kreatinin waren zur Zeit, als wir unsere Ver-
suche begannen, noch ungendgende Vorschriften gegeben. Erst
nach dem Abschlul unserer methodischen Vorarbeiten, sowie
eines grolRen Teiles unserer Autolyseversuche erschien im
vorigen August eine inhaltsreiche Untersuchung Jaffés,?)
welche u. a. auch die Bedingungen der Umwandlung von Krea-
tin in sein Anhydrid flr den Zweck einer quantitativen Be-
stimmung (durch vorherige Pikrinsaurefallung, Zersetzung des
Produkts und Wagung des auf diese Weise gereinigten Krea-
tinins als Kreatininchlorzink) feststellte.

Wir hatten uns somit die Aufgabe zu stellen, die Folin-
sche Kreatininbestimmung in einer flr unsere Zwecke geeigneten
Weise zu modifizieren und die Umwandlung von Kreatin in
Kreatinin zur quantitativen Bestimmung des Kreatins zu stu-
dieren.

Das Prinzip der Folinschen Methode beruht auf der
kolorimetrischen Verwertung der Jaffésehen Pikrinsdurereak-
tion. Die Farbenintensitat der durch alkalische Pikrinsaure in
Kreatininlosung hervorgerufenen Rotfarbung wird in bestimmter
Schichtlange mit einer gleich gefarbten StandardlGsung ver-
glichen, fir welche Folin n/2-Kaliumdiehromatlgsung wahite.
Folin benltzte zur Vergleichung ein Kolorimeter nach Dubosq.
Van Hoogenhuyze und Verploegh —unseres Wissens die
ersten, die nach Folins Methode umfangreiche Studien Uber
die Kreatininausscheidung beim Menschen ausfihrten, — be-
dienten sich zur Vergleichung eines Apparates eigener Kon-
struktion, der nach ihren Angaben den Anforderungen entsprach.
Eine moglichst genaue Einstellung der beiden Farbenfelder auf
die gleiche Farbungsintensitat erscheint wegen der Empfind-
lichkeit der Jaffésehen Reaktion dringend geboten, da sich

b Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 223.
2) Jaffe, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 430, 1906.
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4 R. Gottlieb und R. Stangassinger,

die durch ungenaue Vergleichung entstehenden Fehler beim
Umrechnen auf groliere Mengen ganz bedeutend multiplizieren.
Wir haben fir diese Bestimmungen ein billiges Kolorimeter
ohne Prismenverwendung konstruiert.

Zunachst moge das Prinzip unseres Apparates durch eine
Skizze des Ganges der Lichtstrahlen erlautert Verden.

Die von den Spiegeln S, Si reflektierten Lichtstrahlen passieren die
gefarbten Flussigkeitssaulen F, Ft; sie treffen dann halftiglich auf die
geschwaérzte Ruckseite der Spiegel C, G’ wo sie absorbiert werden, half-
tiglich aber auf die Spiegel B, Bv Von B, Bt werden die Strahlen nach
C, Ct reflektiert ; nach abermaliger Zurickwerfung gelangen dieselben dann

parallel nach A in das beobachtende Auge. Getrennt sind die Farben-
teilfelder durch einen schmalen, schwarzen Strich, der durch Zusammen-

sto} der Spiegel C, Ct entstent.

Unser Kolorimeter stammt aus der Werkstattvon H. Runne-
In Heidelberg. In vorstehender Figur 2 ist es 25 der naturlichen
Grole dargestellt.

Von der Fullplatte U gehen vier Pfeiler D, D1, D2, D3 in die Hohe,,
die durch Schrauben mit der oberen, den schwarzen Kasten tragenden
Platte O verbunden ist. Die S&ulen D, Dt sind mit Schraubengewinden
von 1 mm Gangh6he ausgestattet, auf denen die Schraubenmuttern E, Et
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auf- und abbewegt werden konnen. Der Umfang von E, Et ist in zehn
Teile geteilt, mit Marken versehen und gestattet i/io mm Ablesung. Durch
Drehung der Schrauben E, Et wird das starre Tragergleitstick G, Gt —
bestehend aus Gleitrohr und Tragerplatte mit Ausschnitt — bewegt und
die Hohenanderung in dem Ausschnitt H, Ht dieses Gleitrohres auf E, Et
un der Millimeterskala abgelesen. Das Gleitstiick tragt abnehmbar den
zur Aufnahme der FlUssigkeiten bestimmten und mit Ausgul? versehenen
Zylinder F, FI? dessen Boden durch eine planparallele Glasplatte gebildet
wird. In diesen beweglichen Zylinder ragt eine engere, mit O starr ver-
bundene, Rohre R, Rt hinein, die unten durch planparalleles Glas ver-
schlossen ist. Liegen nun die beiden parallelen Glasplatten aufeinander,
so erscheint der Kreis rein weil3 und die Millimeterteilung auf D, Dx und
E, Ex zeigt Null. Zur sicheren Flhrung gleitet die Tragerplatte noch in
einer Nute auf Da; D3 (in der Figur nicht deutlich sichtlich) vervoll-
kommnet die Stabilitdt des Apparates. Der schwarze auf O geschraubte
Kasten birgt in seinem Inneren die aus Figur 1 ersichtlichen Spiegel B, Bt
und G, Cr Das Sehloch A ist durch eine schwach gekriimmte Linse ver-
schlossen. Zur Beleuchtung der Spiegel S, St wurde weil3es diffuses Licht
benutzt.

Die Handhabung des Apparates ist sehr einfach. In den einen
Zylinder C bringt man die gewahlte Standardlosung und stellt mit Hilfe
der Schraube E die gewahlte HOhe der FlUssigkeitssdule zwischen den
parallelen Platten der Zylinder G und R genau ein; in den anderen Zy-
linder wird die gefarbte Untersuchungsflissigkeit gegeben und durch
Heben oder Senken desselben die zwischen Ct und Rt befindliche Flussig-
keitssaule bis zum Eintritt der Farbengleichheit der Teilfelder variiert.
Die HOhe dieser dazu erforderlichen FlUssigkeitssaule wird dann abgelesen.

Die quantitativen Kreatininbestimmnngen mit diesem Kolori-
meter erfolgten nach Folinsl) Vorschriften. Eine Nachpriufung
der von ihm ermittelten Werte mit unserem Apparate ergab
fast dieselben Zahlen. So entsprach die Farbenintensitat der
8 mm langen Fiussigkeitsschicht einer n/2-Kaliumbichromat-
losung genau der 8,1 mm hohen FlUssigkeitssaule einer nach
Folin bereiteten 10 mg Kreatinin enthaltenden Farblosung.
Durch einfache Rechnung lafst sich aus den verschieden- hohen
FlUssigkeitssaulen der Untersuchungslosungen der jewelilige
Kreatiningehalt der letzteren ermitteln. Die Ubereinstimmung
der kolorimetrisch gefundenen Kreatininwerte mit den theore-
tisch verlangten ist aber, wie auch Folin hervorhebt, nur in ge-

0 Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 223.
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wissen Grenzen eine gute; bel unserem Apparate bewegten
sich dieselben zwischen 4,2 mm und 14 mm. Falls groliere
Quantitaten Untersuchungslosung zur Verflgurg stehen, kann
durch geeignete Wahl der Konzentration der auf Kreatinin zu
prufenden Losung die ermittelte Genauigkeitsgrenze eingehalten
werden. Reicht aber das vorhandene Material nur zu einer
Bestimmung aus und ist der ungefahre geringe Kreatiningehalt
der zu prifenden LOsung unbekannt, so verblrgt nur eine
vorher mit reinem Kreatinin durch Aichung des Apparates er-

mittelte Tabelle genaue Werte.

In reinen Kreatininlosungen mit verschiedenen Konzentrationen
wurde zu diesem Zwecke die durch alkalische Pikrinsaure erzielte Farben-
Intensitat gegentber einer 8 mm hohen Flussigkeitssaule der n/*-Kalium-
bichromatlosung festgestellt. Dieselbe wurde in Millimetern ausgedrtckt.
Zu diesen ermittelten Hauptzahlen wurden die dazwischen liegenden Werte
durch Interpolation gewonnen. Es seien nachfolgend einige Hauptzahlen
mitgeteilt. Dieselben sind in der Weise zu verstehen, dal x mg Kreatin
In 500 ccm FarbflUssigkeit zur Farbengleichheit mit 8 mm der n/2-Kalium-
bichromatlosung eine y mm hohe FlUssigkeitssaule verlangten.

Beispiele: 2 mg —- 36,45 mm; 5 mg —" 16,17 mm; 10 mg —>
8,1 mm; 14 mg —>» 5,16 mm; 20 mg —> 4,20 mm.

Die Ablesungen, bei denen etwa 4,2 mm der Kreatinin-
|0sung 8 mm Flussigkeitssaule der Standardlosung entsprechen,
differieren selten mehr als Vio mm. Ist der Farbenton der
Reaktionsfllssigkeit aber abgeblaldter, so reagiert das Auge
meist erst auf Farbunterschiede, die z. B. bel einer Hohe von
20 mm Untersuchungslosung 0,5 mm Verschiebung verlangen.
Diese Ungenauigkeit der Ablesungen wird aber dadurch an-
nahernd ausgeglichen, dal die Hohe der Flussigkeitsschichten der
Untersuchungslosungen in Millimetern rascher wachst als der
Kreatiningehalt der Losung in Milligrammen resp. in Zehntel-
milligrammen.

Die Intensitat der durch alkalische Pikrinsaure in Krea-
tininlésungen hervorgernfenen roten Farbennuancen wird ab-
gesehen vom Kreatiningehalt noch durch verschiedene andere

Faktoren beeinflut. Auf die Wirkung der Temperatur,v) auf

*) Yan Hoogenhuyze u. Yerploegh, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI,
S. 420.
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den Einflul der Zeit,l) die zwischen Anstellung der Reaktion
und Ablesung verfliet, haben van Hoogenhuyze und Ver-
ploegh sowie Folin bereits aufmerksam gemacht. Reine Krea-
tininlésungen und Harne streben rasch nach Anstellung der
Jafféeschen Reaktion einem Maximum der rétlichen Farbe zu;
dasselbe bleibt einige Zeit konstant, um dann zunehmend ab-
Zublassen.

Es erdbrigt noch, das Verhalten natronalkalischer Pikrin-
saurelosungen ohne Kreatininzusatz zu besprechen. Durch ge-
eignet gewahlte Konzentrationen von Pikrinsaure und Natron-
lauge lassen sich fast alle Schattierungen wasseriger Kalium-
bichromatldsungen nachanmen; durch Erh6hung der Temperatur,
durch langeres Stehen vertieft sich zunachst die Farbe von
sattgelb zu rot, nach langerem Stehen geht die Farbe wieder

mehr in Gelb zurick.

Als Beispiel diene folgendes: 7,5 ccm 1,2 °/oige PikrinsadurelGsung
und 2,5 ccm 10%ige Natronlauge auf 75 ccm verdinnt, gaben nach
1% standigem Stehen in 8,9 mm hoher Schicht dieselbe Farbe wie 8,0 mm
n/z-Kaliumbichromatldsung ; bel der Ublichen Berechnung auf 500 ccm
wirde ein Gehalt von 1,86 mg Kreatinin vorgetauscht werden.

Daraus folgt, dal} die Verwendung von 15 ccm [,2°/oiger
Pikrinsaurelosung und von 5 ccm 10°/oiger Natronlauge eine
Verdinnung auf 500 ccm erfordern oder bei geringerem Volumen
der zu bestimmenden LAsung auch entsprechend geringere Mengen
Natriumpikrat genommen werden mussen. Bei diesem Vor-
gehen werden Fehler vermieden, da beil Einwirkung einer der-
artig verdidnnten natronalkalischen Pikrinsaure auf 10 mg Krea-
tinin stets die Normalzahl 8,1 erhalten wurde.

Die durch alkalische Pikrinsaure in Kreatininldsungen her-
vorgerufene rote Farbung soll durch Reduktion2) der Pikrinsaure
zu Pikraminsaure verursacht sein. Wir kOnnen uns von der
durch Reduktion »bedingten Verfarbung einer Pikrinsaurelosung
leicht Uberzeugen; wenige Tropfen Schwefelammon oder Ferro-
sulfat, zu einer alkalischen Pikrinsaurelosung gegeben, rufen sofort
jenen schonen roten Farbenton hervor.

O Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 228.
2) Neubauer u. VVogel, Analyse des Harnes, 10. Aufl., S. 893.
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Auch andere Substanzen, die im tierischen Organismus
auftreten, z. B. Aceton, kdnnen mit alkalischer Pikrinsaure einen
Kreatiningehalt Vortauschen. Die durch Aceton bedingte rote
Farbe steigt dabei rasch zu einem Maximum an und blafit ebenso
rasch wieder ab (rasch im Vergleiche zum Verhalten reiner
Kreatininlésungen).

Neuerdings hat Jaffé noch auf das Glykocyamidinl) hin-
gewiesen, das ebenfalls die von ihm entdeckte Kreatininreaktion
gibt. Nach unseren Erfahrungen ist die durch Glykocyamidin in al-
kalischer Pikrinsdure hervorgerufene Farbung weniger intensiv;?2)
dieselbe steigt sehr langsam zu sattem Rot an und behalt diese
Farbe lange bel.

Auf Grund unserer methodischen Versuche konnen wir
die kolorimetrische Kreatininbestimmung fir reine LOosungen als
eine analytische Methode von groBer Genauigkeit und bequemer
Handhabung bezeichnen Fur thre Anwendung auf Organextrakte
bedarf dies aber zweier Einschrankungen. Die Methode arbeitet
zwar bel der Bestimmung kleiner Kreatininmengen in verdinnten
Losungen mit ausreichender Genauigkeit; handelt es sich aber
um die Bestimmung starkerer Konzentrationen, so mul die
LOosung, um die friher angefilhrten Grenzen der Vergleichbar-
keit mit der n/2-Kaliumbichromatlosung einzuhalten, weiter ver-
dinnt werden. Dadurch entsteht eine Multiplikation des Ab-
lesungsfehlers bel der Berechnung. Ein zweiter, schwerer
wiegender Einwand gegen die Methode liegt darin, dall auch
noch andere unbekannte Substanzen an der Reduktion der
Pikrinsaure in alkalischer Losung beteiligt sein kénnen. Doch
verandern die bisher bekannten Kreatinin vortauschenden Sub-
stanzen unter genauer Einhaltung der von Folin angegebenen
Reaktionsbedingungen die Resultate nur wenig. Jedenfalls stellen

*) Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 439.

2) 10 mg nur einmal umkrystallisiertes Glykocyamidin erzeugen in
500 ccm Folinseher Reaktionslosung (15 ccm [,2°/oige Pikrinsaurelosung
und 5 ccm 10°/oige Natronlauge) nach Verlauf von 5 Min. eine Farben-
nuance, die in ca. 22,65 mm hoher Flussigkeitssdule einer solchen von
8 mm n/2_Kahumbichromatlosung entspricht. Nach der Gblichen Berech-
nung wuirde diese Farbung ca. 3,6 mg Kreatinin Vortauschen.
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die nach Folin in organischen Flissigkeiten ermittelten Kreatinin-
zahlen Maximalwerte dar.

Zur quantitativen Bestimmung des Kreatins neben Kreatinin
wandten wir, wie auch Folin, die Umwandlung in Kreatinin
und die Berechnung des Kreatinwertes aus der Differenz der
Gesamtbestimmung (Kreatin und Kreatinin) und des in einer
zwelten Probe ermittelten Kreatinins an. So leicht es aber
scheint, das Kreatin durch Entziehung eines Molekiles Wasser .
In Kreatinin Uberzuftihren, so leicht auch der Nachweis gelingt,
dal3 sich schon beim Behandeln von Kreatin mit heilem Wasser
oder mit Saure Kreatinin bildet, so schwierig ist doch die quanti-
tative Umsetzung in sein Anhydrid. Entweder die Uberfiihrung
Ist eine nur unvollstandige oder es erfolgt bei weitgehender
Saureeinwirkung eine teilweise Zerstorung des gebildeten Krea-
tinins. (Vgl. Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 435.) In
der Literaturl) fanden sich Mitteilungen, dal} die quantitative
Umsetzung des Kreatins in das Anhydrid durch verschieden
langes Kochen mit verdinnter Salzsaure oder Schwefelsdure
erreicht werde. Die quantitativen Bedingungen der Umsetzung
waren aber nirgends genidgend festgestellt worden. Auch wir
versuchten nach alteren Angaben durch mehrmaliges Abdampfen
mit konzentrierter Salzsaure oder durch langeres Behandeln mit
verdunnter Schwefelsdure Kreatin quantitativ umzusetzen. Aber
die erhaltenen schwankenden Resultate verlangten genauere
Festlegung der Umwandlungsbedingungen.

Nachdem die diesbezlglichen Versuche im wesentlichen
bereits beendet waren, erschien die erwahnte Arbeit Jaffes,?)
die sich gleichfalls mit dem Studium dieser Umsetzung be-
fallte. Unsere Befunde decken sich im grolien ganzen mit den
von Jaffe?) erhaltenen Resultaten; wir glauben aber unsere
Werte trotzdem mitteilen zu durfen, da sie weiteres Material
beibringen und nach einer anderen Methode gewonnen sind als
die Jaffés. In der folgenden Tabelle auf S. 11 sind diese
Versuche zusammengestellt. Dieselben variieren die Anwendung

p Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 230ff. Van Hoogenhuyze
u. Verploegh, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 422, 433.
2) Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 434.
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verschiedener Anhydrierungsmittel, verschiedener Konzentrationen
derselben und verschiedener Zeiten. Zu unseren Versuchen be-
nutzten wir teils Kahlbaumsches Kreatin, teils stellten wir
uns Kreatin aus Liebigs Fleischextraktl) selbst dar, wobei wir
uns bald der alten Liebigschen, bald der neueren Kutscher-
schen2) Methode bedienten. Die Praparate wurden durch wieder-
holtes Umkrystallisieren ganz frei von Kreatinin gewonnen und

mehrere Stunden bei 105° getrocknet.

Die Methodik unserer Versuchsanordnung bedarf noch einiger Er-
lauterung; Reine Kreatinldsungen von bekanntem Gehalt wurden in einen
Erlenmeyerkolben nach Zufiigen verdiinnter Sauren auf 100 ccm ge-
bracht, so dall der in der Tabelle angegebene Prozentgehalt an Saure
erreicht wurde. Die sauren Ldsungen wurden, nachdem sie wie aus
der Tabelle ersichtlich — verschieden lange Zeit verschieden hoch er-
hitzt worden waren, nach dem Erkalten unter Verwendung einiger Tropfen
Methylorange als Indikator mit Natronlauge neutralisiert und hierauf mit
ein paar Tropfen Salzsaure wieder angesauert und auf dem Wasserbade
eingedampft. Das Abdampfen wurde in fast neutraler Ldsung vorge-
nommen, um die Einwirkung der Saure auf ganz bestimmte Zeiten zu
beschranken. Die Jaffesehe Reaktion wurde sodann in der erkalteten
LOosung und in starker Konzentration angestellt. Nach dem Eindampfen
auf ein geringes Volumen kann die Zugabe von Pikrinsdure und Alkali
stets im richtigen Mengenverhaltnisse fir die spatere Verdinnung auf
ein bestimmtes Volumen bemessen werden.

Die in der Tabelle zusammengestellten Werte ergeben
sonach, dal} die Umsetzung der angewandten Kreatinmenge durch
4,32°/oige Schwefelsdure bei 1000 iInnerhalb 2XA Stunden
(Vers. 1, K) und durch 4,56°/oige Salzsaure auf dem kochenden
Wasserbade in 2 Stunden (Vers. 2, H, J.) fast quantitativ erfolgen
kann. Doch wurden keineswegs immer so glnstige Resultate
erzielt. Bel groRerer Verdinnung der Saure und langerer Aus-
dehnung der Erhitzungsdauer waren die Resultate schlechtere.
Auch Anwendung einer niedrigeren Erhitzungstemperatur (60 — 65°)
und langerer Dauer ergab geringere Kreatininwerte. Die Ver-

x ZU besonderem Danke sind wir Liebigs Fleischextraktkompagnie
verpflichtet, die unsere Untersuchungen durch kostenlose Uberlassung

eines grolleren Quantums Fleischextrakt unterstitzte.
2) Kutscher, Zeitschrift f. Untersuch, d. Nahrungs- u. Genul3mittel,

Bd. X, S. 531
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Versuche zur Umsetzung von Kreatin in Kreatinin.

60—65°

Angewandtes Gefundenes
Siure _ Dauer o
Kreatin Kreatinin
Art des Uve
- ausge- elost
Be- Kon . druckt : _ Er- _
_ 7en- N in in Erhitzens in in
zeich- _ Kreati- bitzens
tration nin  Vasser 4
nHng °lo mg mg ccm Std. mg °0
3 3,86 89,48
h8so/ 2.4 50 4,314 100 im kochenden
» 2.4 10,0 8,628 100 5 8,11 94,00
) Wasser <
» 432 10,0 8,628 100 5 8,09 93,74
100°
» 432 10,0 8,628 100 3 8,30 96,20
216—3,25 10,0 8,628 200—130° - 16 8,39 97,24
» 2,16—3,25 10,0 8,628 200—150 Auf 24 7,63 88,33
2.16-3,25 10,0 8,628 200—150 - Wasserbad 43 6,90 79,88
2,16 10,0 8,628 100 60—65( 17 8,42 97,50
2,16 10,0 8,628 100 2 7,50 86,93
432 10,0 8,628 100 | Im kochenden | 27+ 857 99,79
HCI 0,74 10,0 8,628 100 | Wasser 100° 3 6,30 73,02
» 228 10,0 8,628 100 — 3 7,90 91,55
» 228 12,510,782 100 3 0,951 92,29
b 228 125 10,782 100 Auf 3 10,025 92,98
b 456 125 10,782 100 3 0,924 92,04
»  Wasserbad ¢
» 456 155 10,782 100 08 100° 3 10,000 92,75
* 456 125 10,782 100 4 8,970 83,19
b 456 125 10,782 100 2 10,780 99,98
) 456 a5 10,782 100 — 2 10,772 99,96
) 2250 100 8,628 20  frogeaseledzyi  — 8,325 96,49
Eisessig 10,0 10,0 8,628 100 Aur Wasserbad 5 4,70 54,47
Essigsa - Ina koch. W
Zsr:ﬁf,g‘;'{g 10,0 10,0 8,628 100 98_100;"‘35” 3 7,40 85,77
h2o 0 100 8,628 100 Auf Wasserbad g 490 56,79
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suche, die Jaffel) und Folin2) mit groReren Kreatinmengen
ausfuhrten, stimmen im allgemeinen mit unseren an Kkleinen
Kreatinmengen gewonnenen Erfahrungen Uberein. Die Ver-
schlechterung der Ausbeute bei langerer Einwirkung der S&uren
scheint hauptsachlich in der Zersetzlichkeit des bereits gebildeten
Kreatinins begrindet zu sein. Dies beweisen die Versuche
1 E bis G der Tabelle und tberdies der folgende Versuch, der
das Verhalten von Kreatininldsungen bei Einwirkung von
Schwefelsaure verfolgt.

Verhalten von Kreatininlosungen bel Einwirkung
von Schwefelsaure.
(Versuch 6).

) Angewandte . Gefundenes
Saure Menge Erhitzen ..
Kreatinin Kreatinin
Probe i com
Bezeich- Kon_zen- In mg Wasser Art Dauer In mg in°/o
nung tration ge|ost
A hlsol 441 10 100 Auf 22 Stunden 9,020 90,20
B hisol 441 10 100 >Waiseeirbad 24 » 8919 89,19
C hlsol 441 10 100  60—700 43 7,980 79,80

|
Auf Grund dieser Vorarbeiten wurde zur Bestimmung des

Kreatins und Kreatinins in den Autolyseversuchen das folgende
Verfahren ausgebildet, flr dessen Zuverlassigkeit zahlreiche

Parallelproben in den folgenden Versuchsreihen Belege geben.

Die eiweil3haltigen L6sungen wurden in 150 ccm bezw. 300 ccm
5°/oige siedende Chlornatriumldsung eingegossen, bis zum Auftreten eben
saurer Reaktion mit verdinnter Essigsaure versetzt und rasch aufgekocht.
Das auskoagulierte Eiweill wurde abfiltriert und mit siedendem \Wasser
gut nachgewaschen; das Filtrat davon wurde in einem MaRkolben auf
bestimmtes Volumen gebracht und in zwel Teile geteilt. Die eine Filtrat-
halfte fand zur Untersuchung auf vorhandenes Kreatinin Verwendung.
Dieselbe wurde auf dem Wasserbade unter Zusatz von Baryumcarbonat
— zur Neutralisation der zugesetzten verdiinnten Essigsdure — rasch zur

*) Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 435.
2) Folin, The Chemistry and Biochemistry of Kreatin and Kreatinin,

Festschr. f. Olof Hammarsten, Upsala und Wiesbaden 1906.
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Trockne gebracht. Die Anstellung der Jaffé sehen Reaktion erfolgte nach
dem fruher geschilderten Verfahren. In der zweiten Halfte des Eiweil3-
filtrates wurde die Kreatin-plus-Kreatininbestimmung (Gesamtbestimmung)
ausgefuihrt. Diese zweite Filtrathalfte wurde ohne Zusatz von Baryum-
carbonat eingeengt und auf 100 ccm mit dem Gehalte von 2,2 °/o Salzsaure
gebracht. Die salzsaure Losung wurde nun zur Umsetzung des vor-
handenen Kreatins drei Stunden auf einem lebhaft siedenden Wasserbade
erwarmt; nach dieser Zeit wurde der Erlenmeyerinhalt in einer Schale,
ohne die Losung vorher zu neutralisieren, zur Trockne gedunstet.
Der so erhaltene Trockenriickstand wurde in wenig Wasser gelost, bei
Zimmertemperatur mit der erforderlichen Menge natronalkalischer Pikrin-
saure versetzt, nach 5 Minuten dauernder Einwirkung derselben in einen
MaRkolben gespult und auf das erforderliche Volumen verdinnt; von den
ausgeschiedenen kohligen Zersetzungsprodukten wurde abfiltriert und die
klare LOosung auf den Gesamtgehalt untersucht.

Dieses Verfahren weicht in einigen Punkten von dem friher ge-
schilderten Vorgehen zur Kreatininbestimmung ab. Es hat sich namlich
gezeigt, dall bel Anwesenheit verschiedener organischer Korper das Neu-
tralisieren der zur Umwandlung von Kreatin in Kreatinin zugesetzten Saure
unnotig wird, weil die bei dem Eindunsten der LOosung sich konzentrierende
Salzsaure In Gegenwart organischer Substanzen ihre Kraft verbraucht;
Infolgedessen ist eine langere Dauer der Saureeinwirkung beim Eindampfen
nicht mehr so schadlich wie bel reinen LOsungen, und man kann somit
die bei der Neutralisation entstehenden grolien Salzmengen vermeiden.
Bei nachtraglichem Eindampfen der sauren Ldsung gentgte auch die drei-
stiindige Erhitzung mit 2,2°/oiger Salzsaure zur Umsetzung des Kreatins.
Bei 4,56°/oiger salzsaurer Losung, die wir als Optimum fur die Umsetzung
reinen Kreatins in 2stindiger Erhitzung erkannt hatten, machte sich der
destruierende Einflul der sich konzentrierenden Saure beim Eindampfen
auch auf das gebildete Kreatinin geltend und lieferte niedrigere Werte
als bei Verwendung von nur 2,2°/oiger Salzsidure. Unsere Erfahrungen
beim sauren Eindampfen der Organextrakte stimmen mit den Beobach-
tungen Jaffés,x) Gber die Umwandlung von Kreatin in Kreatinin im Harne
Uberein. «Es war anzunehmen, dal} die komplexe Zusammensetzung des
Harns, welche der siedenden Saure zahlreiche Angriffspunkte liefert, das
Kreatin vor der zerstbrenden Einwirkung derselben schitzt. Dies scheint
In der Tat bis zu einem gewissen Grade wenigstens der Fall zu sein.»

In besonderen Versuchen wurde auch festgestellt, dal}
geringe Mengen der bei der Koagulation zurlckbleibenden Albu-
mosen und Peptone die Empfindlichkeit der Jaffe sehen Reaktion
nicht storten ; ebensowenig war die Anwesenheit geringer Mengen
auskoagulierten Eiweil3es von nachteiligem Einflul3, sofern vor

P Jaffé, Diese Zeitschrift, Bd. LXVIII, S. 436.
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Anstellung der kolorimetrischen Analyse von den ausgeschie-
denen Flocken abfiltriert wurde.

Autolyse-Versuche.

Mittels der geschilderten Methode, welche Kreatin und
Kreatinin und die Summe beider Korper nebeneinander mit hin-
reichender Genauigkeit zu bestimmen gestattet, haben wir einige
Fragen des Kreatinstoffwechsels naher verfolgt. Wir legten uns
zunachst die Frage vor, ob Organprelisafte oder Organextrakte
Imstande sind, Kreatin in sein Anhvdrid umzuwandeln.

Setzt man zu Blutserum, das durch Toluol vor Faulnis
geschitzt ist, Kreatin hinzu und lafst das Gemisch einige Tage
bei 370 stehen, so beobachtet man eine fortschreitende Zunahme
des Kreatinins auf Kosten des zugesetzten Kreatins. Auch Blut-
serum ohne Kreatinzusatz zeigt eine geringe Vermehrung seines
Kreatiningehaltes. Dieselbe fallt nattrlich ungemein viel kleiner aus,
als bel Kreatinzusatz. Bei der Scharfe der kolorimetrischen Bestim-
mungsmethode fir diese kleinen Mengen lal3t sich aber auch diese
geringe Zunahme feststellen. Folgende Beispiele erlautern dies.

Aus dem angeflhrten Versuch 8 (S. 15), in welchem wir
dem Serum Kreatin zusetzten, ergibt sich, dal bis 40,8°/0 des
vorhandenen umwandlungsfahigen Kreatins in sein Anhydrid um-
gewandelt sind. Aus der geringen Kreatinmenge des normalen
Blutserums (Versuch 9) sind 11,1 °/o In Kreatinin Gbergegangen.

In gleicher Weise ist auch bel der Autolyse der Organe
eine deutliche Zunahme des Kreatinins nach Kreatin-
zusatz nachweisbar. Unsere Versuche daruber erstrecken sich
nuf Leber,*) Niere, Muskel, Darmschleimhaut von Hunden, Katzen

9 Die Kreatininbestimmung in autorisierten Leberextrakten mit
Hilfe der Jaffesehen Reaktion begegnet einigen Schwierigkeiten, weil
die langere Zeit autolysierten Extraktlosungen mitunter auch ohne Zusatz
alkalischer Pikrinsaure rote Farbennuancen geben. Dieser Mil3stand swurde
In der Weise gehoben, dal Extraktproben ohne Kreatin- oder Kreatinin-
zusatz entsprechend lange Zeit bei 37° gehalten und die durch die rote
Farbe dann vorgetduschten Kreatininmengen festgestellt wurden. Durch
Abzug dieser Werte von der Bestimmung der mit Kreatininzusatz autor-
Isierten Leberextrakte wurden in den betreffenden Fallen die tatsachlichen

Kreatininzahlen der Proben ermittelt.
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Verhalten von Hundeblutserum bel der Autol)fse.

Versuch Nr. 8 mit Kreatinzusatz

» » 9 ohne »
Num-  Hunde- Vorher Zugergj[es Gefun- I<reatinin-
vor- Kreatin D Zunahme
mer  blut-  handenes auer  denes
des serum  fereatin In mg des Krea- in °/o
_ _|n_ Krea- in K_re_a- o in des
Ver- mit Toluol tlnlg "aLll(St- tinin  Versuches tinin g Krea-
hes versetzt J°Uruc MY ausge- in m :
SHENES mg driickt ’ tins
nichts sofort
8 a Je 75 ccm 0,360 zugefigt  untersucht 0,435 — o

b Serum | 0360 125 107,85 49 Stund. 4,693 4,258 3,94
¢ -f50ccm 0360 125 107,85 140 > 17,050 16,615 15,35

h2
d ° 0,360 125 107,85 22 Tage 50,000 49,565 40,80
Je 75 ccm nichts sofort o
Ja Serum | 1,921 zugeflgt  untersucht 0,800 9
-J- 50 ccm i
b AR 10 zﬂé%%sgt 90 Stunden 1,013 0,213 11,09

und Rindern und eine Reihe anderer Organe. Die Umwandlung
erfolgt sowohl durch Pre3safte als durch Organextrakte: letztere
erwiesen sich sogar als wirksamer.

Zur Bereitung der Organextrakte wurden die Organe der
Laboratoriumstiere sofort nach der Verblutung, bei Schlachthausmaterial
maoglichst bald in Arbeit genommen. Die Organe wurden fein zerhackt,
mit Quarzsand innig verrieben und mit physiologischer Kochsalzlosung
eine halbe Stunde durchgerthrt. Durch Zentrifugieren wurden dann Sand
und Gewebsteile von der Losung getrennt, die, ohne -weiter filtriert zu
werden, zu den angefihrten Versuchen verwendet wurde. Verzogerte sich
die Bereitung oder Verwendung der Extrakte aus &aul3eren Grinden, so
wurden dieselben mit Toluolzusatz bei Eistemperatur aufbewahrt.

Als Reispiel #bringen wir folgenden Versuch mit Extrakt
aus Katzenleber. (S. 16.)

Es haben sich im Versuch 10 in 144 Stunden 17 °/o Krea-
tinin aus zugefigtem Kreatin gebildet. Aus einer Reihe von
Versuchen, die zum Teil in den folgenden Tabellen niedergelegt
sind, ergibt sich, daR die Kreatininbildung bei der Autolyse
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schon nach wenigen Stunden beginnt. Zum Beispiel zeigte ein
Extrakt aus Hundeniere (15 g Niere entsprechend) bel Zusatz
von 25 mg Kreatin nach 14 Stunden eine Zunahme, die 12,5 °/o
des zugesetzten Kreatinins entsprach, und ein Extrakt aus Hunde-
leber (50 g Leber entsprechend) ergab nach 48 Stunden eine
Kreatininvermehrung, die 24,5 °/o des Kreatins gleichkam. Beli
langerdauernder Autolyse konnten wir Kreatininzunahmen bis
zu 40°/o0 des zugesetzten und vorhandenen Kreatins feststellen.

Verhalten eines Extraktes aus Katzenleber
mit Kreatinzusatz beil 37°.

Num- Zligef[]g_tes Gefun- I;reatlhnm-
Menge reatin unahme
mer g J Dauer denes i
es ver- i i o
des n mg des Krea- In °/o
wendeten in  Krea- . in des
Ver- tinin Versuches tInin
Extraktes mg ausge- ) mg Krea-
suches driickt n-mg tins
, nichts sofort ]
10a " Je 20 ccm zugefigt untersucht  —PUTe" —
ent- |
b 50 4314 49 Stunden 4,822 4822 11,18
sprechend
c 20 ¢ 50 43,14 144  » 7.448 7,448 17,26

|

Die Umwandlung von Kreatin in Kreatinin durch die Auto-
vse Ist eine fermentative. Dafur spricht vor allem, dal
Kurzes Erhitzen der Extrakte auf hohere Temperatur diese Wir-
Kung sehr stark abschwacht. Dall die Kreatininbildung nach
dem Kochen der Extrakte nicht vollstandig aufhort, sondern
dall bei langerem Stehen auch in gekochten Extraktldsungen
noch eine geringe Kreatininzunahme stattfmdet, erklart sich aus
der anhydrierenden Wirkung, welche auch Wasser allein bel
370 auf Kreatin ausibt. Die Gegenwart von Sauren beschleu-
nigt bekanntlich diese Veranderung, Doch ist es uns nicht
wahrscheinlich, dall eine S&ureWirkung bel unseren Autolyse-
versuchen eine Rolle spielte, denn die Organextrakte reagierten
nach der Autolyse meist neutral; es mag dies damit zusammen-
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dall bei der Autolyse entstehende Sauren durch das

gleichzeitig gebildete Kreatinin neutralisiert werden und so die
Aufhebung der Alkalescenz durch die autolytische Saurebildung
bel Kreatinzusatz hinausgeschoben wird.

In

welchem Malle das Wasser bel 37° Kreatin In Krea-

tinin umzuwandeln vermag, zeigt folgende Tabelle.

Verhalten reiner mit Toluol versetzter Kreatin-

|6sungen bel 37°.

Versuch Nr. 11.

Angewandte Menge Gefundene Menge Kreatinin
Kreatir Dauer Kreatinin Gesamtbestim-
Probe nmg . .m der Auf- 4 Aufoewahrung muns Kreatin
in Krea- bewahrung bei 370 gebildet -f- Kreatinin

J attllglré- WASSET pei 37 in °/o des -

drugkt geldst in mg Kregtins in mg in °/p
a 12,5 10,785 15 24 Stund. 0 0 10,611 98,39
b 12,5 10,785 15 3 Tage  Spuren 0 10,770 99,86
¢ 125 10,785 15 6 » 0,3785 351 10,722 99,42
d 125 10,785 15 12 » 0,5794 537 10,668 98,92
e 125 10,785 15 24 1,0226 9,48 10,480 97,17
f 125 10,785 15 48 » 1,6008 14,84 10,535 97,68
g 125 10,78 15 121 » 25156 23,33 10,409 96,51

Vergleicht man damit die Wirkung erhitzten Blutserums

oder er
dem Er
jedenfal

nitzter Organextrakte, so ist ersichtlich, dal die nach
nitzen noch nachweisbare Umwandlung ihre Erklarung
s zum Teil in der Wirkung des Wassers finden kann;

sicher a

per bleibt diese Umwandlung gegen die Wirkung nicht

erhitzter Losungen weit zurick. Auch Erhitzen auf 600 schadigt

schon.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LII. 2
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Wirkung erhitzten Blutserums.

Vorher
Num- Hunde- VOr-
mer blut-  handenes
serum Kreatin
des mit In mg
Ver- Kreatinin
Toluol aus-
suches versetzt  gedriickt
|
Je 50 ccm
Serum Il 1,882
I-]-450ccm
H20 rasch*
auf- 1.882
gekocht

~

Wirkung erhitzter Organextrakte.

Aufge-  vorher

Num-  kochte vor-

mer Ex- handenes

g trakte K_reatin

€s in mg
ver. Samt dem Kreatinin
Koagulum aus-
suches | = gedriickt
" Hunde- ’
nieren
13 a J& 50 ccm 3 op7
Extrakt
> ent- <«
sprechend
50 g Niere 2,007
-f-200cem
HO
.
Hunde-

14 a leber I 4621
Je 50 ccm
>Extrakt=<
50 g Leber
-j-200ccm 1,621

hlo
Hunde-

15 q leber Il nicht
Je 50 ccm
>Extrakt=< unter-
50 g Leber
-(-200ccm  sucht

H20

J.

Zugefugtes
Kreatin Dauer
m mg des
m Krea- Ver-
tinin
MY ausge- suches
drickt
nichts sofort
zugefligt  untersucht

145,4 125,45 88 Stund.

Zugefugtes

Kreatin Dauer
in mg des
in Krea-  \er-
tinin
MY ausge- suches
drickt
nichts sofort
zugeflugt untersucht
156,0 134,60 88 Stund.
nichts sofort
zugefugt untersucht
145,7 125,71 88 Stund.
sofort
125 107,85
untersucht
125 107,85 50 Stund.

Gefun-
denes
Krea-
tinin
in
mg

0,368

3,750

Gefun-
denes
Krea-
tinin
in
mg

1.461

J

4,038

0,659

2,596

2,957

4,176

Kreatinin-
zunahme
in °/o
m des
mg Krea-
tins
31 2,66
Kreatinin-
zunahme
in °/o
in des
mg Krea-
tins
1.84
1.21
1,219
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Weiterhin laldt sich auch beweisen, dall das Ferment
an gewisse Niederschlage gebunden wird. Durch Féllen
der Eiweil3korper in den Extraktlosungen mit zwei Volumen
Alkohol und einem Volumen Ather, Behandeln der abgesaugten
Niederschlage mit Ather und Trocknen derselben im Vacuum
Uber Schwefelsdure konnten Pulver erhalten werden, die ebenso
wie die Organextrakte selbst auf Kreatin einwirkten. Durch
fraktionierte  Ammonsulfatfallung, sowie auch durch Uranyl-
acetatfallung nach Roseil lieBen sich mit dem bisherigen Ma-
terial nur wenig wirksame Fermentlosungen gewinnen. Wir
werden auf diese Versuche noch zurtickkommen, nachdem wir
die dem quantitativen Nachweis der Wirksamkeit dieser Ferment-
|6sungen entgegenstehenden Schwierigkeiten — fermentative Zer-
storung des gebildeten Kreatinins — besprochen haben.

Seiner Wirkung nach ist das Ferment als ein anhydrie-
rendes zu bezeichnen. Die Reaktion verlduft nach folgender

Gleichung .
NH? NH ------ CO
/ /
C = NH — HXO0 —> C = NH
\ \
N(CH3) — CH?2+ COOH N(CH3) — ch?

Kreatin. Kreatinin.

Das Ferment scheint seine Wirksamkeit in schwach alka-
lischer, neutraler und schwach saurer LOsung zu entfalten;

doch sind unsere Versuche Uber diesen Punkt noch nicht ab-
geschlossen.

Schon friher hatte Gérardl) eine Fermentwirkung bei der Um-
wandlung von Kreatin in Kreatinin der Niere zugeschrieben. Seine
Experimente, auf die wir erst aufmerksam wurden, als unsere Versuche
bereits abgeschlossen waren, sind jedoch nur qualitativer Art und sein
Vorgehen zum Nachweis des Kreatinins (Phosphorwolframsaurefallung,
Zerlegung uswr.) schlie8t eine nachtragliche Umwandlung des Kreatins bei
der Verarbeitung nicht aus. Ganz neuerdings hat auch Folin2) die fer-
mentative Umwandlung als eine Vermutung gedulert.

Es entsteht die Frage, inwieweit der Nachweis des anhy-
drierenden Kreatinin bildenden Fermentes bei der Autolyse

X) Gérard, Compt. rend. 132, S. 153—155.
2) Folin, The Chemistry and Biochemistry of Kreatin and Krea-
tinin. Festschrift f. Olof Hammarsten. Upsala und Wiesbaden 1906.

2*
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imstande ist, die Bedingungen fir den Ubergang des Kreatins
In sein Anhydrid intra vitam aufzuklaren. In dieser Beziehung
mul} hervorgehoben werden, dal} die altere Auffassung, nach
welcher der Ubergang des einen Korpers in den anderen nur
eine Funktion der Aciditat oder Alkalescenz d,es Mediums sein
sollte, immerhin dem Verstandnis der Tatsache Schwierigkeiten
bietet, dalR die Umwandlung des Kreatins in sein Anhydrid beim
Fleischfresser so vollkommen erfolgt. \oitl) sagt in seiner
grundlegenden Arbeit tUber den Kreatinstoffwechsel: «Man sieht
nicht ein, auf welche Weise das Kreatin im alkalischen Blute
sich in Kreatinin umwandeln sollte, da umgekehrt letzteres iIn
alkalischer Losung in Kreatin Ubergeht.» Deshalb verlegte
Voit den Ubergang des Kreatins in Kreatinin ausschlieflich in
das Nierengewebe. Aus den Versuchen Uber die Einwirkung
der Sdure im Reagenzglas (Jaffé, Folin) wissen wir heute,
dald eine so schwache saure Reaktion, wie wir sie an ein-
zelnen Stellen des sekretorischen Apparates der Niere annehmen
darfen (Dreser,2)) zu einer so vollkommenen Umwandlung nicht
ausreicht. Dagegen wirde die Annahme eines den Umwand-
lungsvorgang begunstigenden Fermentes die vorwiegende Krea-
tininausscheidung besser verstandlich machen.

Vielleicht wird ein naheres Studium der die Ferment-
wirkung beherrschenden Bedingungen auch die Abhangigkeit
der Kreatininausscheidung im Harne von der Reaktion desselben
aufklaren. Wenigstens konnten wir in vorlaufigen Versuchen
bereits nachweisen, dal} das kreatininbildende Ferment in ganz
schwach saurer Losung am besten wirkt, aber schon durch ge-
ringe Alkalescenz (0,3 ccm n/io-NaOH auf 20 ccm) in seiner
Wirksamkeit deutlich geschadigt wird.

Bei der Autolyse lalit sich das kreatininbildende Ferment
aber nicht blo in der Niere, sondern auch im Blutserum und
In allen untersuchten Organen nachweisen. Es stlinde damit
in Ubereinstimmung, daR nach unseren Untersuchungen sich
Im Blut immer Kreatinin findet.

Ist nun das bei der Autolyse nachweisbare anhydrierende

0 Voit, Zeitschrift flr Biologie, Bd. IV, S. 93.
) Dreser, Zeitschrift fur Biologie, Bd. XXI, S. 41, 1885.
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Ferment auch iIntra vitam wirksam? Daflr spricht, dal wir
den Ubergang des Fermentes in den Harn nachweisen
konnten. Es kommt namlich auch dem Harne die Fahigkeit zu,
bei langerem Stehen bel 37° zugesetztes oder praformiertes
Kreatin in Kreatinin Uberzufihren.

Wir benutzten frisch gelassenen Menschenharn, der mit
Toluol gesattigt und mit einer Toluolschicht bedeckt bel 37°
mit oder ohne Kreatinzusatz aufbewahrt wrnrde. Nach ver-
schiedener Zeit wurden mit der Pipette Proben von 10 bezw.
20 ccm entnommen und mit der Folinschen Methode der Krea-
tin- und Kreatiningehalt ermittelt.

Als Beispiel fuhren wir folgenden Versuch an:

Verhalten des Harnes mit Kreatininzusatz beil 37°.
Versuch Nr. 16.

Angewandte Kreatinzusatz Dauer Gefundenes
Menge Harn _ Kreatinin
Probe (Aciditit365)%) o (8 des reatini
m m g ausge- v n o
ccm drickt ersuches mg
a 10 nichts zugefiigt sofort untersucht 14,516
a' 10 » ) » » 14,542
b 10 12,500 10,785 8 Stunden 15,024
C 10 12,500 10,785 8 16,920
d 10 12,500 10,785 144 ) 17,495

In diesem Versuche hat sich innerhalb von flnf Tagen
— In dieser Zeit war meistens das Maximum erreicht — zwar
nur die Menge von 3 mg Kreatinin gebildet; bei der Feinheit
der Folinschen Methode fur den Nachweis so geringer Mengen
geht diese Zunahme aber weit Uber die Fehlergrenze hinaus.
Bedenkt man, dal} dieses Plus von 3 mg sich in 10 ccm Harn
gefunden hat, so erscheint das Umwandlungsvermogen des
Harnes recht bedeutend. GroRere Harnmengen zu untersuchen,
hatte bel der von uns angewandten Methode keinen Sinn ge-

0 Wir dricken hier die Aciditat durch die Anzahl Kubikzentimeter

n/io-NaOH aus, die 100 ccm Harn zu ihrer Neutralisation bei Verwendung
von Phenolphtalein Indikator verbrauchten.
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habt, da dieselbe bel ganz kleinen Werten genau arbeitet, aber
bei der Multiplikation zur Berechnung auf groliere Mengen

Immer Fehler in sich birgt.
Es gelang auch das anhydrierende Ferment aus Harn

mit Ammonsulfat niederzuschlagen.
In gekochtem Harne bildet sich hingegen Kreatinin

nicht in hoherem Malie, als der Wirkung des Wassers und der
Aciditat des Harnes entspricht.

Verhalten gekochten Harnes mit Kreatinzusatz bei 37°.
Versuch Nr. 19.

Angewandte Kreatinzusatz

Dauer Gefundenes
Menge Harn in mg .
Probe 3. des Kreatinin
(Aciditat 24) jn mg  Kreatinin |
: ausge- Versuches in mg
In_ccm driickt
a 10 nichts zugesetzt sofort untersucht 14,674
b 10 12,5 10,782 96 Stunden 15,140
C 10 12,5 10,782 192 15,639

Auch die Aufbewahrung des ungekochten Harns bei Eis-
temperatur halt in Ubereinstimmung mit der Annahme einer
Fermentwirkung die Kreatininvermehrung auf.

Verhalten von Harn mit Kreatinzusatz bel 37 und
bei 0°.
Versuch Nr. 20.

Kreatinzusatz

Angewandte Dauer Gefundenes
Probe Menge Harn Klrr(]eartri]gin des Kreatinin
in ccm nmd ausge- Versuches in mg
drickt
a 20 146,6 126,5 sofort untersucht 10,908
b 20 146,6 126,5 2 Std. bei 37° 11,947
C 20 146,6 1265 2 » » 00 10,843

Trotz des etwas komplizierten Verhaltens, welches Krea-
tin bel Zusatz zu Harn zeigt und auf das wir spater noch ein-
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zugehen haben, lalit sich somit in der ersten Zeit der Auf-
bewahrung bei 37° eine fermentative Umwandlung von Kreatin
In Kreatinin nachweisen; quantitativ verhalt sich dieselbe bel
verschiedenen Harnen aber recht ungleich, da die Kreatinin-
vermehrung in dem einen Harne schon nach wenigen Stunden,
In dem anderen aber erst nach Tagen ihr Maximum erreicht.

Die Kreatininbildung aus zugesetztem oder praformiertem
Kreatin lalt sich somit In unseren Versuchen auf Ferment-
wirkungen zurtckfihren. Das Ausmall dieser Fermentwirkung
Akt sich aber schwer erkennen, weil bel der Autolyse der
Organe auch Kreatin aus unbekannten Quellen gebildet,
resp. aus hoheren Atomkomplexen abgespalten wird, *) und weil
ferner In Prel3saften und Organextrakten das entstandene
Kreatinin durch die Autolyse In erheblichem Male
weiter zersetzt wird. Der ermittelte Kreatininwert ist somit
kein wirkliches Mal} der Kreatininbildung, sondern drtickt immer
nur aus, um wieviel die Bildung Uber die gleichzeitige Zer-
storung des Kreatinins Uberwiegt.

Darnach gehen bei der Autolyse der Organe folgende
Prozesse nebeneinander vor sich. 1. Kreatin oder Kreatinin-
bildung, 2. Kreatin- resp. Kreatininzerstorung, 3. fermentative
Umwandlung von Kreatin in Kreatinin. Aus dem Ineinander-
greifen dieser drel Prozesse entsteht eine komplizierte Kurve
des Kreatin- und Kreatiningehaltes der autolysierten Organe,
Prel3safte oder Extrakte.

Wir geben fir den Verlauf dieser Kurve In folgenden
Tabellen Beispiele, die sich auf das Verhalten von Muskelprel3-

saft vom Stier mit und ohne Kreatinzusatz beziehen.

Die Pref3safte wurden in der Gblichen Weise mit Hilfe der Buchner-
presse hergestellt. Die von der Buchnerpresse abtropfende Flissigkeit
wurde in Eiskochsalzmischung gehalten und die zu den Versuchen ab-
gemessenen Proben wéahrend der Autolyse durch reichlichen Toluolzusatz
vor Faulnis geschatzt. Auch in den sofort verarbeiteten Proben von

g Anmerkung bei der Korrektur: Die Arbeit von J. See-
mann, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XLIX, S. 333, die sich mit dieser Er-
scheinung bei Autolyseversuchen mit Muskel beschaftigt, erschien erst
nach Ablieferung des Manuskripts und konnte daher nicht mehr berick-

sichtigt werden.
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frisehem Muskelfleisch erhielten wir immer nur wenk Kreatinin neben
viel Kreatin und erst bei der Autolyse anderte sich dieses Verhaltnis; wir
erwahnen dies mit Rucksicht auf die Behauptung von Johnson,!) daf in
frischem Fleisch neben wenig Kreatin viel Kreatinin vorkommt. FUr die Her-
stellung aller Organextrakte, von denen im folgenden die Rede sein wird, gelten
die schon oben Uber die Herstellung des Nierenextraktes gemachten Angaben.

R. Gottlieb und R. Stangassinger,

Verhalten von Muskelprel3saft ohne Kreatinzusatz

bei 37».
Versuch Nr. 21.

An-

gewandte
Probe Menge
Prel3saft
In ccm
a
a' 5
b 5
C 5
d 5
e S

Zugefugtes
Wasser

in ccm

nichts

»

o1 O1 O1 O1

Dauer

der

Autolyse

sofort untersucht

»

»

114 Stunden

160
227

91 Tage

Gefundenes Kreatinin

Kreatinin

iIn mg

2,708
2,800
4,099
5,198
2,918
2,810

Kreatin und
als solches Kreatinin zu-
sammen in mg

19,286
22,984
21,040
16,665
10,280

Verhalten von Muskelprel3saft mit Kreatinzusatz bei 37°.
Versuch Nr. 22.

Krtmtin-

Menge
Prel}-
saft

Probe

Ziisatz

In mg

in Kre_a'

tinin

in ccm MY ausge-

SHE

10
JO
o 10
10
10
10

—hCDQ_OU_USDQJ

Johnson, Proceed. Royal Society, Bd.

|

drickt

nichts
o ~ ] zugefugt

8,628
8,628
8,628
8,628
8,628
8,628

Wasser-

Zusatz

In ccm

o1 o1 o1 o1 o1 O1

Versuches

Dauer

des

Gefundenes
Kreatinin

Krea-

sofort untersucht 2,708

»

»

40 Stunden

40
155
185
209

91

»
»
»
»

Tage

L, S.

2,800
3,874
3,844
9,783
8,640
4,602
3,952

28.

Kreatinund
tinin als Kreatinin
solches zusammen
iIn mg

In mg

19,286
31,456
29,834
27,396
26,214
16,457
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In den Versuchen zeigt sich sonach, dal} sich bel der
Autolyse von Muskelprel3saft zundchst eine deutliche Zu-
nahme des aus den Muskeln stammenden Gesamt-
wertes fur Kreatin und Kreatinin ergibt; In den Versuchs-
beispielen mit und ohne Kreatinzusatz betragt dieselbe zufallig
In beiden Fallen etwa 3—4 mg pro 5 ccm Prelisaft, ein In
Anbetracht der Kleinheit der Proben betrachtlicher Zuwachs.
In anderen Versuchen war derselbe sogar noch groer. Es
scheint dabel auch von Bedeutung zu sein, ob die Autolyse
bei Gegenwart von wenig oder viel Wasser vor sich geht.
Daflr spricht der Vergleich des folgenden Versuches, der mit
demselben Muskelprefl3saft der wvorher angefiihrten Versuche,
aber mit Zusatz von 10 ccm anstatt 5 ccm Wasser zu je 5 ccm
Muskelpref3saft angestellt ist.

Die Zunahme des Gesamtwertes an Kreatin und Kreati-
nin betragt somit bei starkerem Wasserzusatz ca. 11,5 mg pro
5 ccm Prel3saft gegenlber 3—4 mg bel geringerem \Wasser-
zusatz. Es gehen dabei anscheinend nicht blol} die Gesamt-
werte bel starkerer Verdinnung iIn die HOhe, sondern ent-
sprechend der grofleren Kreatinbildung wird auch eine grofRere
Menge in Kreatinin umgewandelt.

Verhalten von Muskelpref3saft mit Kreatinzusatz
bel starkerem Wasserzusatz.

Versuch Nr. 23.

M Kre;atin- Gefundenes
g€ ziisatz  \wasser- Dauer Kreatinin
Prel3- In mg _
Probe in Krea- Zusatz der Krea- Kreatinund
saft finin . tininals Kreatinin
in ccm MY ausge- M €M Autolyse solches zusammen
driickt Inmg N mg
a 5 | nichts — sofort untersucht 2,708
al 5 Jzugeflgt — ) ) 2,800 19,286

b 0 10 8,628 10 155 Stunden 11,350  39.512
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Auch bel der Autolyse von Nierenprel3saft zeigte sich
eine Kreatinzunahme, vielleicht aber in weniger ausgepragtem
MaRe. Es hat demnach den Anschein, als ob der Muskelprel3-
saft (resp. Nierenpref3saft) im Beginn der Autolyse Kreatin in
komplizierterer Bindung enthielte, so dal} dasselbe erst nach
der Dauer der Autolyse von einigen Tagen im Filtrat des
Koagulums reichlicher nachweisbar wird.

Es steht in Ubereinstimmung mit dieser Annahme, daR
man durch Koagulation und Nachwaschen mit heil3em Wasser
dem Muskelkoagulum nicht das gesamte Kreatin und Kreatinin
entziehen kann. Ein geringer Anteil wird erst nach mehr-
stindigem Kochen, z. B. mit 2°/oiger Salzsaure, nachweisbar.

Diese Befunde erinnern an den kirzlich von Uranol) in
dem physiologisch-chemischen Institute zu Stral’burg erbrachten
Nachweis, dal} sich das Kreatin im Muskel zum groBen Teile
In einer nicht dialysablen Form findet, aus der es durch
Kochen oder Zertrimmerung der Zellen in freies Kreatin Uber-
gefihrt wird.

In unseren Versuchen konnte es sich allerdings auch um
die Entstehung anderer reduzierender Substanzen bei der Au-
tolyse handeln, da die angewandte Methode streng genommen,
nur das Vermogen, Pikrinsaure zu Pikraminsaure zu reduzieren,
In den LOsungen bestimmt.

Versuche mit Organextrakten zeigen diese anfangliche
Zunahme des Gesamtwertes von Kreatin und Kreatinin nicht.
Dagegen trat sowohl in allen Prel3saftversuchen als auch bei
der Autolyse der Organextrakte aus Leber, Niere, Nebenniere,
Milz usw. ein weiterer Prozel3 deutlich in Erscheinung, dal
namlich mit der Dauer der Autolyse eine fortschreil-
tende Zerstorung praformierten oder zugesetzten Krea-
tins und Kreatinins stattfindet. Besonders schon zeigen dies

Leber- und Nierenextrakte.

A) Urano, Hofmeisters Beitrage, Bd. EX, S. 104.
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Verhalten von Nierenextrakt mit Kreatinzusatz beir 37*

(mit je 15 ccm entsprechend 15 g Niere vom Hund).
Versuch Nr. 24.

Kreatin- Gefundenes Kreatinin

Zusatz Dauer i oa. Kreatinin-  Kreatin Abnahme des

in mg inin Vermehrung ynd Krea- Kreatin-

des tinin und Krea .
Probe j5 Krea- als . inood tinin zu- - Kreatinin-

mg ;&gg(‘a Versuches solches Krea. Sammen  Wertes

N iInmg m ' In m ' in°
driickt g g tins g inmg iIn°/o

a nichts sofort 0 _ _ 0 _ —

zugefligt untersucht
b 25 2157 14 Stund. 2,705 2,705 12,54 4,091  4/091 18,97

C 25 21,57 178 » 0 — — 0 21,57 100,00

Verhalten von Leberextrakt mit Kreatinzusatz bei 37

(mit je 50 ccm entsprechend 50 g Hundeleber).
Versuch Nr. 25.

Kreatin- Gefundenes Kreatinin
Zusatz Dauer oo, Kreatinin-  Kreatin  Abnahme
in mg tinin Vermehrung | Krea- des Kreatin-
- der Inin - K tini
Probe i, Krea- als i d tinin zu- -]- Kreatinin-
mg inin - Aytolyse solches Krea. sammen  Wertes
glﬁjgﬁt inmg mg tins INMJ inmg in /o

nichts sofort
| zugefuigt untersucht 0,830

b 50 43,14 48 Stund. 12,536 11,706 24,51 21,148 27,446 56,47

. 5454

Verhalten von Leberextrakt mit Kreatinzusatz bel 37*

(mit je 20 ccm entsprechend 20 g Katzenleber).
Versuch Nr. 26.

Kreatin- Gefundenes Kreatinin

Zusatz Daver req. Kreatinin-  Kreatin Abnahme

- des Kreatin-
in mg tinin Véermehrung und

_ des Kreatinin und
Probe in Iére_a— f S%IS in 2U- Kreatinin-
NN \/ersuches = in o) des . wertes
Mg ausse- ches mg Krea- sammen
driickt in mg ins M inmg in o
a  hichts zu- sofort Spu-

. Spuren — —
geflgt untersucht ren P

b 50 43,14 49 Std. 4,822 4,822 11,18 385572 4,568 10,39
C 50 43,14 144 Std. 7,448 7,448 17,26 20,558 12,582 29,17
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Ein Vergleich vorstehender, sowie auch der friher an-
gestellten Versuche zeigt, dal die Wirksamkeit der einzelnen
Organe, auch abgesehen von individuellen Unterschieden, in
guantitativer Hinsicht betrachtliche Unterschiede aufweist.

Uber die Abbaustufen dieser Zerstérung des Kreatins
konnen wir auf Grund unserer Versuche noch nichts aussagen.
Es liegt aber die Frage nahe, ob der Abbau des Kreatins sich
nicht vorzugsweise Uber sein Anhydrid vollzieht. Jedenfalls
wird auch zugesetztes Kreatinin bei der Autolyse der Organ-
extrakte zerstort, wie es scheint, im allgemeinen sogar noch
In ausgiebigerem Malle. Wir bringen dazu folgende Versuche,
bel denen wir salzsaures Kreatinin zusetzten, um bei Anwendung
der freien Base die Alkalescenz der Organextrakte nicht zu
stark zu verandern.

Verhalten von Nierenextrakten mit Kreatininzusatzl)

(mit je 50 ccm entsprechend 16 g Hunde niere).

Versuch Nr. 27.

Gefundenes Kreatinin

Krea-
tinin Dauer der Kreatinin Abnahme des
Probe als Gesamtkreatinins
Zusatz Autolyse
_ solches L
In-mg Kreatinins

nichts o

a zugefiigt sofort untersucht 0,487 —

b 20 48 Stunden 0,380 20,107 98,15

¥ In dem Stab der Tabelle als freies Kreatinin berechnet.
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Verhalten von Leberextrakten mit Kreatininzusatzl)

(mit je 50 ccm entsprechend 50 g Hundeleber).
Versuch Nr. 28.

Gefundenes Kreatinin

Krea-
tinin Dauer der Kreatinin Abnahme des
Probe als Gesamtkreatinins
Zusatz Autolyse
solches .
in mg _ in m In /o_d_es
In-mg Kreatinins
nichts
a zugefiigt sofort untersucht 0,830
b 20 48 Stunden 0,108 20,722 99,48

Der Vergleich der Zerstérung von Kreatin und Kreatinin
bei der Autolyse wird in unseren Versuchen allerdings dadurch
erschwert, dall wir von dem wertvollen Kreatinin nur kleinere
Mengen verwendet haben. Mit dieser Einschrankung konnen
wir auf die starkere Zerstorung des Kreatinins schliel3en.

Wir sind geneigt, ebenso wie die Umwandlung des Kreatins
In Kreatinin auch die Zerstérung beider Korper auf eine Fer-
mentwirkung zurtckzufthren. Daflr spricht die Mdglichkeit,
wirksame Fermentniederschlage aus Organextrakten dar-
zustellen.  Am besten gelingt das durch Alkoholatherfallung
(zwei Drittel Alkohol, ein Drittel Ather). Die véllig trockenen
Fermentniederschldage behielten langere Zeit ihre Wirksamkeit
bei. Auch ein uns von Herrn Prof. Kossel freundlichst zur
Verflgung gestelltes, lange Zeit aufbewahrtes Praparat von
Arginase zeigte deutlich kreatinzerstorende Wirkung.2) Wir
bringen flr diese Versuche einige Beispiele in folgenden Tabellen.

* In dem Stab der Tabelle als freies Kreatinin berechnet.

2) Langere Zeit, nachdem diese Untersuchungen ausgefiihrt waren,
machte Achelis (Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 17) darauf aufmerksam, dal}
bei der Ahnlichkeit der Konstitution von Arginin und Kreatinin eine
Untersuchung Uber die Wirkung der Arginase auf Kreatin und Kreatinin
wulnschenswert ware.



R. Gottlieb und R. Stangassinger,

30

Verhalten von Fermentlésungen aus Niere und Leber verschiedener Tiere mit Kreatinzusatz bei 37 -
Versuche Nr. 29—84.
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Besonders stark kreatinzerstorend wirkte ein Ferment-
pulver aus der Schilddrise eines strumakranken Hundes.

Verhalten einer Fermentlosung aus der Hundeschild-
drise mit Kreatinzusatz bei 37°.

Versuch Nr. 35.

Kreatin- Kreatinin gefunden

Ferment- Dauer ..
Zusatz Krea- Kreatinin-  Kreatin  Abnahme

|0sung aus inmg des oo Vermehrung ynd Krea- des Kreatin-
Schild- i R yer als Lo tinin zu- U Kreatinin-
drise Mg suches Solches Krea- sammen  Weres
driickt Inmg mg tins MM jnmg in °0o
1759
[Alk.-Ath.-
Fallung]

ent- 43
sprechend /5 64,71 Stund. 0,689 0,689 1,06 1,322 63,388 97,96

35 ¢
Schild-
drise

Ebenso wie Kreatin wird durch die Fermentlésungen auch
Kreatinin zerstort. Dafir in folgendem Beispiele:

Verhalten von Fermentlosungen mit Kreatininzusatz

bel 37°.
Gefundenes Kreatinin
Krea-
Nummer . Dauer
q Fermentlosung tinin- y Kreatinin Abnahme
°s Zusatz ©s als des Kreatinins
Versuches aus Versuches solches

‘N mg inmg INnmg in°fo

Katzenleber
. 36 [Alk. -Ath.-flallung] 30 19 Tage 13,405 16,595 55,32

|
H 2 g entspr. 20 g Leber

Arginase

37 019 g 40 282 Stund. 27,372 12,628 31,57

Aus den Beispielen geht hervor, dal’ sich nach den Ublichen
Methoden Fermentpulver darstellen lassen, welche Kreatin und
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Kreatinin zerstoren. Fur die Fermentnatur dieses Vorganges
kann angefiihrt werden, dal} nach dem Aufkochen und der Koa-
gulation des Organextraktes die fermentative Wirksamkeit des
Filtrates aufgehoben ist. Das geringe Minus, das trotzdem
zu erkennen ist, féallt in die Grenzen der Versuchsfehler, da
der Nachweis des Kreatins mit der von uns gewdahlten Methode
etwas groBeren Fehlerquellen unterliegt, als die Bestimmung
des Kreatinins. Bleibt dagegen das Koagulum in der FlUssig-
keit suspendiert, und bleibt der weiteren Einwirkung der Krea-
tinlésung bel 370 ausgesetzt, so verschwindet anscheinend eine
kleine Menge Kreatin; wahrscheinlich handelt es sich um eine
Absorptionserscheinung; Kreatin wird im Koagulum fest-
gehalten.

FUr die Aufhebung der Kreatinzerstérung in den Organ-
extrakten, dem Blutserum und den Fermentlosungen durch
Siedehitze bringen wir die folgenden Beispiele in der Tabelle
auf S. 34 und 35.

Auch die Fahigkeit der Organextrakte, Kreatinin zu zer-
storen, wird in gleicher Weise durch Kochhitze aufgehoben.

Verhalten eines Organextraktes nach Kreatininzusatz

bel 37° (nicht gekocht und vorher gekocht)
(mit je 50 ccm entsprechend 50 g Hundeleber).

Versuch Nr. 44.

Gefundenes Kreatinin
Kreatinin- Dauer .
Kreatinin  Kreatinin-

als abnahme Bemerkung

in mg  Versuches solches
- - H [¢]
inmg INmg 1IN fo

Probe zusatz des

nichts sofort
4 zugefiigt untersucht 0,830 o
b 20 48 Stunden 0,208 20,722 99,48
Erhitzter
C 20 48 » 20,770 0,060 0,03 Extrakt;

Koagulum entfernt.

Nach diesen Beobachtungen ist die Zerstorung von Krea-
tin und Kreatinin als eine FermentWirkung anzusehen. Gegen
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diesen Schlull kdnnte man einwenden, dal in unseren Versuchen
grollere Kreatinmengen nur In verhaltnismaldig langer Zeit zer-
stort wurden (etwa 30—50 mg In 48 Stunden bis mehreren
Tagen). Doch haben wir die maximale Leistungsfahigkeit des
fermentativen Zerstérungsvorganges bisher nicht untersucht und
zwar mit Rlcksicht auf die angewandte Bestimmungsmethode,
die gerade fur den Nachweis kleiner Kreatininmengen geeignet
Ist. Um das Schicksal groRerer Mengen festzustellen, hatten
wir zum Zwecke der Bestimmung die Ldsung nur um so starker
verdinnen massen. Weiter aber st an dieser Stelle hervor-
zuheben, daB wir auch die optimalen Bedingungen fur die Wirk-
samkeit der Fermente noch nicht studiert haben. Wir haben
uns damit begnugt, die fermentative Wirkung nachzuweisen,
aber noch nicht untersucht, inwieweit Schutteln der Losungen,
Einleiten von Luft und Sauerstoff usw. die Wirksamkeit befordern
und inwieweit die Gegenwart von Salzen, das von uns ange-
wandte Antiseptikum Toluol und andere Umstande die Wirk-
samkeit schadigen. So hat sich z. B. herausgestellt, dal schon
eine geringe Zunahme der Alkalescenz sowohl die Tatigkeit
des kreatininbildenden Fermentes als auch der Abbaufermente
hemmt. Es kann also die relativ geringe GroRe der beobach-
teten Veranderungen darauf beruhen, dall mit der fortschrel-
tenden Entwickelung der starken Base Kreatinin die Bedingungen
fur die Tatigkeit der Fermente sich verschlechtern. Das Gesagte
gilt auch flr das anhydrierende, kreatininbildende Ferment.
Bei demselben kommt aber zur Erklarung der relativ geringen
Kreatininbildung noch ein zweiter Umstand in Betracht, dafl
namlich in den gleichen Organextrakten und FermentlGsungen
neben der Kreatininbildung immer auch die Zerstérung des
Substrates flr diesen Fermentvorgang — namlich Kreatin —
und die Zerstbrung des Kreatinins einhergeht.

Die zerstorenden Fermente waren als Kreatase und
Kreatinase zu bezeichnen. Sie sind nach unseren Beobach-
tungen in den Organen sehr verbreitet. Der Gehalt des Carotis-
blutes an diesen Abbaufermenten ist dagegen verhaltnismagig
gering, sodal3 hier die Umwandlung von Kreatin in Kreatinin
gegenuber der gleichzeitigen ZerstOrung starker hervortritt.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LII. 3




Material aus

Hundeleber
50 ccm Extrakt entsprechend 50 g Leber

Dasselbe
c  Dasselbe -J- 200 ccm H20; erhitzt
Hundeniere
39 a 50 ccm Extrakt entsprechend 16 g Niere
b Dasselbe
¢  Dasselbe -f- 200 ccm H20; erhitzt
Hundeleber |
40 a 50 ccm Extrakt entsprechend 50 g Leber
b  Dasselbe -f- 450 ccm H20; erhitzt

Hundeleber 11
41 a 50 ccm Extrakt entsprechend 50 g Leber
-|- 450 ccm H20; erhitzt

Dasselbe: erhitzt
Hundeblutserum
42 a 50 ccm Serum
b Dasselbe -J- 450 ccm H20:; erhitzt

Fermentlosung aus Hundeleber
43 a (Alkohol-Ather-Fallung)
2 g entsprechend 26 g Leber

Dasselbe -f- 125 ccm H20:; erhitzt

Kreatinzusatz

m mg

Kreatinin

In mg

ausge-
druckt

nichts zugeflgt
43,14
43,14

nichts zugefligt
43,14

43,14

nichts zugefligt

145,7 125,71
125 107,85
125 107,85

nichts zugeflgt

1454 125.45
75 64,71
1706 146,78

Dauer

des

Versuche.

sofort
untersucht

48 Stunde
48 »

sofort
untersuch

48 Stunde
48 »

sofort
untersuch

88 Stunde

sofort
untersucht

50 Stunden

sofort
untersucht

88 Stunden

48 »

66

) Auf die sub $ ermittelte, umwandlungsfahige Substanz bezogen.

Kreatinin

als
solches

In mg

0,830
12,536
0,972

0,487
7,010
0,507

0,659
2,596

2,957

4,176

0,368
3,750

1,266

0,494

Kreatinin-
vermehrung
_ INn °/o des
In mg .
Kreatins
11,706 24 51
0,142 0,03
6,523 14,89
0,020 0
1,937 1,21
1,219 1,241
3,382 2,66
1,266 1,96
0,494 0,34

Gefundenes Kreatinin

Kreatin

und

Kreatinin
zusammen

In mg

0,454
21,148
48,460

1,156
15,728

44,200

2,280

116,550

101,250

98,440

2,250
120,900

15,831

146,007

Uber das Verhalten des Kreatins bei der Autolyse. 35

extrakten und Fermentlosungen mit Kreatinzusatz.
Nr. 38—43.

Abnahme des

Kreatin-u. Kreatinin-

wertes
Bemerkungen
iIn mg In °/o
27,446 56,47
0,134 0,03 ohne Koagulum

28,568
0,096

11,40

2,810

6,800

48,879

0,773

64,49
0,02 ohne Koagulum

8,94 mit Koagulum

- mit Koagulum

2,78 )  mit Koagulum

5,33 mit Koagulum

75,54

0,93
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So betrug In einem Falle, wo wir 75 ccm Blutserum vom Hunde
bel Zusatz von 125 mg Kreatin und Toluol autolysierten, die
Vermehrung an Kreatinin nach 140 Stunden rund 15°/0 vom
umwandlungsfahigen Kreatin, die Zerstorung dagegen in der
gleichen Zeit nur ca. 8°/o des vorhandenen Kreatins und Krea-
tinins; bel Verlangerung der Autolyse auf 22 Tage hatten sich
dann 40,8 %> Kreatinin gebildet, wahrend nur 17,2 °/o der beiden
Korper zerstort wurden. Eine Trennung des kreatininbildenden
Fermentes von der Kreatase und Kreatinase ist uns bisher
noch nicht geglickt, doch haben wir Andeutungen daflr, daf3
eine solche Trennung moglich sein wird.

Die zerstorenden Fermente gehen auch in den Harn Uber,
woraus wir auf ihre Bedeutung fir den Stoffwechsel der lebenden
Organe schlieen kdnnen. Neben der Fahigkeit, Kreatin in Krea-
tinin umzuwandeln, besitzt der Harn auch ein deutlich nach-
weisbares Zerstorungsvermogen fur beide Korper. Die all-
mahliche Abnahme des Kreatins und Kreatinins ist in toluol-
gesattigtem Harne bel 37° nach langerem Stehen erkennbar
und zwar auch ohne Zusatz weiteren Kreatins. Ein Beispiel
dafir gibt folgender Versuch.

Verhalten nativen Harnes ohne Kreatinzusatz ber 37°.

Versuch Nr. 45.

Angewandte Dauer Gefundenes Kreatinin
Probe Me”gj_ "Harn des Kreatinin Kreatin u. Krea-
[A(_:' Itat 39 Versuches als solches tinin zusammen
In ccm in mg in mg
a 10 26 Stunden 16,233 16,008
b 10 50 14,808 —
C 10 171 12,385 14,595
d 10 320 11,686 —

Bei den zur Untersuchung verwendeten kleinen Harnproben
sind zwar die absoluten Werte der Kreatin- oder Kreatinin-
abnahme gering; berechnet man diese Abnahme jedoch auf
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die ganze Tagesmenge des Harnes, so erscheint sie nicht un-
erheblich. Die Tatsache, dall die Kreatininbestimmungen im
Harne nach langerem Stehen, auch wenn er vor Faulnis ge-
schutzt ist, durch das Wirken des anhydrierenden, Kkreatinin-
bildenden Fermentes und der Abbaufermente verandert ausfallen,
Ist von methodischer Wichtigkeit. So erklaren sich die Unter-
schiede der Kreatininzahlen des Harnes, wie sie z. B. aus den
Tabellen von van Hoogenhuyze und VVerploeghl) ersichtlich
sind, dadurch, dal} diese Zahlen sowohl durch Untersuchung
von Proben aus dem Sammelharn eines Tages ermittelt als
auch durch Summieren der in den einzelnen frischen Harnpor-
tionen gefundenen Werte berechnet wurden.

In weiterem bringen wir einen Versuch mit neutralisiertem
Harne. Derselbe war gegen Phenolphthalein durch n/io-Natron-
lauge neutral gestellt.

Verhalten nativen, neutralisierten Harnes beir 37°.
Versuch Nr. 46.

Angewandte Gefundenes Kreatinin

Menge Dauer - |
Probe Harn des Kreatinin K_re_atln u. Krea-
e Versuches als_ solches  tinin zusammen
in mg in mg
| 10 ntersucht 7,980 8,359
b 10 72 Stunden 7,903 —
C 10 119 7,284 —
d 10 286 6,480 6,728

Vergleicht man nun das Verhalten neutralisierten nativen
Harnes mit einer zweiten Probe, die vor der Neutralisation ge-
kocht wurde, so zeigt sich, dall ein groBer — wenn nicht
der grofite — Anteil des Zerstbrungsvermogens verloren ge-
gangen ist. In Ubereinstimmung mit der Annahme eines fer-
mentativen VVorganges steht auch die bedeutende Verlangsamung
der Umwandlung durch Eisschranktemperatur.

U Van Hoogenhuyze u. VVerploegh, Diese Zeitschrift, Bd.XLVI,
Tab. auf S. 444 ff.
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Verhalten gekochten, neutralisiertenl) Harnes bei 37°.
Versuch Nr. 47,

Angewandte Dauer Gefundenes Kreatinin
Probe I\Iillznr?’\e des Kreatinin 't K_re_atin u. Krea-
_ Versuches als_ solches tinin zusammen
In ccm in mg in mg
a 10 sofort 13,235 12,832
b 10 69 Stunden 12,181 —
C 10 116 10,640 —
d 10 282 10,135 —
e 10 378 9,902 11,912

Dal auch in gekochten Harnen noch geringe Verande-
rungen des Kreatin- und Kreatiningehaltes, wenn auch in ge-
ringerem Grade auftreten, hangt mit Ursachen zusammen, die
wir nicht naher verfolgt haben, ist aber bei der komplexen
Zusammensetzung des Harnes auch ohne Annahme fermentativer
Vorgénge erklarlich. So hat kirzlich Dakin2) auf die Madglich-
keit hingewiesen, daR oxydierende Agentien im Harn eine Ent-
stehung von Glyoxylsaure aus Kreatinin veranlassen.

Die Gegenwart der nachgewiesenen Fermente kann eine
wichtige Rolle im Kreatininstoffwechsel spielen. Thr Nachwels
beli der Autolyse und im Harn macht es wahrscheinlich, dal3
auch intra vitam neben der Kreatinbildung in den Organen eine
fermentative Umwandlung des Kreatins in Kreatinin sowie eine
Zerstorung beider Korper einhergeht. In Ubereinstimmung mit
der allgemeinen Verbreitung des kreatininbildenden Fermentes
In den Organen sowie auch im Blute lait sich z. B. mittels
der Folinschen Nachweismethode in frischem Aderla3blute
der untersuchten Tierarten auch immer Kreatinin neben Kreatin

X) Da mit der Dauer des Versuches eine Kreatininabnahme bel nur
geringer Veranderung des Gesamtwertes an Kreatin plus Kreatinin zu
verzeichnen ist, wird wohl ein Ubergang von Kreatinin in Kreatin bei
der nur als relativ zu bezeichnenden Phenolphthaleinneutralitat des Harnes
stattgefunden haben.

*) Dakin, Journal of Biological chemistry, Bd. I, S. 271, 1906.
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nachweisen, was bekanntlich fruherl) bestritten wurde. So
fanden wir im Hunde- und Katzenblute Kreatinin neben Kreatin,
Diesbezligliche Werte sind in folgender Tabelle angeflhrt.

Gehalt frischen Tierblutes an Kreatin und Kreatinin.

100 ccm Blut enthalten

Nummer Frisches . -

defibriniertes Kreatinin reatin :
des Carotisblut in Kreatinin als Kreatin
Versuches von mg ausgedrickt  berechnet

mg mg

48 Zwel weibl._jungen 0.85 211 2.44

Katzen [Mischblut]
49 Jungem weiblichen 0.72 133 1,54
Hund
50 Erwachsenem 0.38 252 2.92

mannlichen Hund

Nimmt man die Tatigkeit der Kreatin- und Kreatinin
abbauenden Fermente in den lebenden Organen an, so haben
wir kein Recht mehr zu der Annahme, dall die Muskeln so-
viel reichlicher Kreatin bilden als andere Organe, well in ihnen
soviel mehr Kreatin zu finden ist. Es konnte auch in anderen
Organen eine reichlichere Kreatinbildung vor sich gehen, als
man bisher annahm, aber die Bedingungen fir den Abbau des
entstandenen Kreatins konnten in jenen Organen gunstigere
sein, die, wie z. B. die Leber, verhaltnismaRig leicht Kreatinin
zerstoren.

Bei der Betrachtung des Gesamtstoffwechsels gibt ferner
unter der Annahme einer neben der Kreatinbildung einher-
gehenden fermentativen Zerstorung die Menge des Im Harne
erscheinenden Kreatins und Kreatinins keinen Malistab mehr
ab fur die GroRe des Kreatinstoffwechsels. Ahnlich wie bei der
Harnsaure konnen wir auch beim Kreatin Bildung und Zer-
storung in den einzelnen Organen nebeneinander nachweisen.
In dem einen Organ konnte die Bildung von Kreatin, in dem
anderen die Zerstorung vorherrschend sein.

*) Voit, Zeitschrift far Biologie, Bd. IV, S. 98.
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Uber den Umfang der Kreatinbildung konnen wir aber
aus der Menge des im Harne ausgeschiedenen Kreatins nichts
schliel}en; denn es konnten viel groliere Mengen von Kreatin
In dem Gesamtstoffwechsel entstanden, aber auch wieder zer-
stort worden sein. Analog dem Verhalten der Harnsaure er-
scheint auch ein mit der Nahrung dargereichtes Plus von Krea-
tin nur zum Teil Im Harne wieder; die endogen im Stoffwechsel
entstandenen Korper konnten aber am Orte ihrer Bildung voll-
standiger zerstort werden, als bei threr Zufihrung von aul3en.
Speziell das bei der Muskeltatigkeit freiwerdende Kreatin konnte
mit der Abnahme der Alkalescenz im arbeitenden Muskel be-
sonders gunstige Bedingungen fir seine Umwandlung in Krea-
tinin und flr seine Zerstorung finden.

Die Vorgange des Kreatinstoffwechsels stellen sich sonach
bei der Annahme intracellularer kreatinbildender und kreatin-
zerstorender Fermente als recht komplizierte dar. Weitere
Untersuchungen mussen erst naheren Aufschlul Gber den Ort
und die Art des Kreatinabbaues ergeben.

Bei der Feinheit des Nachweises kleiner Mengen mittels
der Folinschen Methode erscheint es uns mdglich, einen Ein-
blick In die Topographie des Kreatinstoffwechsels auch durch
Untersuchung des aus den einzelnen Organen abstromenden
Blutes und einen Vergleich mit dem zustromenden zu gewinnen.
Wir haben solche Untersuchungen bereits begonnen.

Weiterhin ist zu hoffen, daR es auch gelingen wird, durch
fermentativen Abbau des Kreatins in den Organen die Zwischen-
produkte dieser Zerstorung im Organismus kennen zu lernen.

Die wesentlichen Ergebnisse vorliegender Arbeit lassen
sich dahin zusammenfassen:

1. Bel der Autolyse des Muskels und anderer Organe
wird im Beginn Kreatin gebildet. (Prel3saftversuche.)

2. Vorhandenes und zugesetztes Kreatin werden bel der
Autolyse durch einen Fermentvorgang (anhydrierendes kreatinin-
bildendes Ferment) zum Teil in Kreatinin umgewandelt.

3. Kreatin und Kreatinin werden mit fortschreitender Au-
tolyse durch abbauende Fermente (Kreatase und Kreatinase)
zerstort.
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4. Aus dem Ineinandergreifen dieser VVorgange ergibt sich
eine komplizierte Kurve fur die Kreatin- und Kreatininwerte
autolysierter Organextrakte und Prel3safte, da nebeneinander
Kreatinbildung, Umwandlung in Kreatinin und Zerstorung beider
Korper anzunehmen sind. Je nach dem Vorwalten des einen
oder anderen Vorganges unterscheidet sich das Verhalten des
Kreatins bei der Autolyse der verschiedenen Organe.

5. Die nachgewiesenen FermentWirkungen sind auch im
Harne zu erkennen.



