Uber die Bildung der Uramidosduren im Organismus.
l. Mitteilung.

Von
Privatdozent Dr. Fritz Lippicli.

(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der Prager deutschen Universitat.)
(Der Redaktion zugegangen am 10. August

Nachdem Schultzenl) im Jahre 1872 durch seine spater
vielumstrittene Arbeit Gber die Entstehung von Methylhydantoin-
siiire nach Verbitterung von Sarkosin zum erstenmal auf die
Fahigkeit des Saugerorganismus, Uramidosauren zu bilden, hin-
gewiesén hatte, und die Existenz dieser Fahigkeit bald darauf
durch die Arbeiten Salkowskis2) zur unumstéi3lichen Tatsache
wurde, da glaubte wohl jeder diesem Funde die groRte Wichtig-
keit fur die Aufklarung der Harnstotfbildung beilegen zu mdssen.

In der Tat verdankt ihm auch, wie bekannt, die sogenannte
Gyanséuretheorie ihre Entstehung; Hoppe-Seyler war es, der
diese Theorie seinerzeit populdr machte; ihrer Anlage nach
stammt sie wohl von Schultzen, der auch bereits die Mdg-
lichkeit der Uramidosédurebildung durch Anlagerung von Car-
baminsdure diskutierte.

Als dann in der Folge die anderen Harnstoffbildungs-
theorien aufgestellt wurden, geriet, wohl mehr auf Grund
theoretischer Erwéagungen, als veranlal3t durch einige wenige,
keineswegs unbedingt Uberzeugende Experimente, die Cyan-
ANduretheorie in MilRkredit; im Zusammenhang damit unter-
schatzte man auch die Bedeutung der Uramidosaurebildung,
zumal, wie es eigentlich in der Natur der Sache liegt, jede
der neuen HarnstofTbildungstheorien deren Entstehung in bc-
tiledigender Weise zu erklaren vermochte.

Auf diese Unterschatzung ist es wohl zurickzufihren,

) Schnitzen, Rer. d. Deutsch, chem. Ges.. 1872. S. 578.
*| Salkovvski, ebenda, Rd. VI, S. 74, 1873.
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dall trotz der zahlreichen Arbeiten, die zugunsten der neuen
Theorien am Lebenden ausgefihrt wurden, keine sich mit der
Entstehungsweise der Uramidosalren im experimentellen Sinne
befaldt, oder sie auch nur eingehender bertcksichtigt. AuRer
einigen Versuchen Salkowskisl) liegen meines Wissens keine
Publikationen Uber diesen Gegenstand vor, abgesehen natirlich
von jenen Arbeiten, die den teilweisen Ubergang einer Amino-
saure in die entsprechende Uramidosaure beim Durchgang durch
den Korper konstatieren.

In den rein chemischen Arbeiten Hofmeisters2) und
seiner Schuler,3) die mit Ricksicht auf dessen Oxydations-
theorie ausgefihrt wurden, finden wohl die Uramidosairen hie
und da Berlcksichtigung, jedoch nur ergadnzungsweise, und
keineswegs wird irgend nachdricklich auf ihre Bedeutung fir
die Tdieprie der HarnstofThildung hingewiesen, so daR schlie3-
lich die Sachlage am besten mit den Worten Jakobys4) (1902)
wiedergegeben erscheint, die wohl dem Eindruck entsprechen,
den dieser Forscher aus der einschlégigen Literatur empfangen
hat: «m. . geht also hervor, dal} diese interessante physiolo-
gische Synthese nicht zur Entscheidung der Frage herange-
zogen werden kann, auf welchem Wege im Korper der Harn-
stoff entsteht».

Auch aus der Folgezeit ist mir keine Arbeit bekannt, die
zu anderen Ansichten gefihrt hétte.

1906 und 1908 habe ich eine Reihe von Arbeiten5) Uber
Uramidosairen vertffentlicht, wobei sich eine Anzahl physio-
logischer Hinweise und Anwendungen ergaben, die ich hervor-
zuheben nicht verabsaumte; insbesondere gelang es mir, nach-
zuweisen, dal3 die von den bisherigen Harnstoffbildungstheorien
geforderten Harnstoffvorstufen mit Aminoséuren unter Bildung

¥) Salkowski, Diese Zeitschrift, d. 1V, 1880; Bd. VII, S. 93.
1882/83.

*1 Hofmeister, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XXXVII, S. 426,1896.

3) J. T. Halsey, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S.325,1898; Eppinger.
Hofmeisters Beitrdge, Bd. VI, S. 481, 1905.

4i Jakoby, Ergebnisse der Physiologie, Bd. I. S. 544, 1902.

. Berliner Berichte, Bd. XXXIX, S. 2953, 1906; Bd. XLI, S. 2953
und 2974. 1908.
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von Uramidosduren reagieren. Diese Tatsachen gaben mir die
Grundlage, zum ersten Male wieder nachdrticklich auf die Be-
deutung der Uramidosduren fir die Erforschung der Harnstolf-
bildung hinzuw'eisen, was in der folgenden Bemerkungl) zum
Ausdrucke kommt:

CEs muB nun Sache des Experimentes am Lebenden sein,
zu entscheiden, welche von den angefiihrten Uramidosdure-
bildungsweisen fir den Tierkorper in Betracht kommt; gelingt
dies, dann ist auf diesem Wege auch eine Aufklarung Uber
die Verhaltnisse der HarnstolTbildung zu erwarten.»

Demgemal legte ich mir einen Plan zurecht, um in einer
Keihe physiologischer Experimente der Entscheidung dieser
Frage néherzutreten.

Zundchst fallt bei Betrachtung der Uber die Uramidosaure-
bildung im Organismus bekannten Tatsachen besonders auf,
daB fast nur korperfremde Aminosauren diese Synthese ein-
gehen und auch bei diesen keineswegs ein quantitativer Uber-
gang erfolgt; immer treten daneben andere Umwandlungspro-
dukte oder unverédnderte Aminosdure auf. Entweder also die
| ramidosaurebildung geht den anderen Umwandlungen voraus
und die gefundene Menge ist der Ubrig bleibende Best, oder
aber die Synthese ist das letzte Mittel, dessen sich der Orga-
nismus zur Unschadlichmachung der eingefuhrten Substanz be-
dient, wenn die anderen Umwandlungen nicht mehr ausreichen.

Insbesondere erwecken diesen Eindruck jene beiden be-
kannt gewordenen Falle von Uramidosaurebildung bei korper-
eigenen Aminosauren, dem Tyrosin2) und dem Phenylalanin,3;

) L c. S. 2978.

*) Blendermann, Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 234, 18K2; ich habe
schon einmal (1. c. S. 2924) darauf hingewiesen, dal3 das Tyrosinhydantoin
Blondermanns hdchstwahrscheinlich ein Kunstprodukt gewesen ist, weil
Blendermann den zu untersuchenden Harn mit Sduren erhitzt (Destil-
lation) und die Tyrosinhydantoinsaure schon bei Gegenwart von relativ
wenig Mineralsdure anhydrisiert wird; es wird dies um so wahrschein-
licher. als Dakin nach Vcrfitterung von Phenylalanin, dessen Uramido-
sdure sich ebenso leicht wie jene des Tyrosins anhydrisieren laf3t, nicht
(las Anhydrid, sondern die Uramidosdure erhielt.

3) Dakin. Journ. of biolog. Chem., Bd. VI, S. 235, 1909.



280 Fritz Lippich

bei welchen diese erst dann neben anderen Umwandlungen und
relativ in geringem Umfange beobachtet wird, wenn sehr grofe
Dosen verabreicht, also der Korper formlich damit Gber-
schwemmt wird.

DaR bei anderen koérpereigenen Aminosauren diese Syn-
these nicht beobachtet wurde,l) mag entweder daran liegen,
daB Gberhaupt nicht nach Uramidosauren gesucht wurde, oder
aber daB sie bei jedenfalls relativ geringer Menge (bersehen
wurden, was um so eher mdglich ist, als sie mit Naphthalin-
sulf<»Chlorid nicht reagieren. Nach dieser Auffassung wiirde
zwischen Uramidosdurebildung bei korperfremden und korper-
eigenen Aminosauren nur insofern ein Unterschied bestehen, als
letztere in viel groRerer Menge zugegen sein mdissen, um als
Ballast empfunden zu werden.

Die Tatsache der Uramidosaurebildung lafit sich, wie ich
schon fruher?) ausgefuhrt habe, von verschiedenen Gesichts-
punkten aus aulfassen.

Wie ich gezeigt habe, reagieren Aminosauren mit Guanidin
unter Bildung von Uramidosduren; diese Bildung erfolgt relativ
etwas schwieriger als andere Uramidosauresynthesen ; der Korper
verfugt nur tUber eine beschrankte Menge von Guanidin, welches
aullerdem erst aus dem Arginin abgespalten werden muR —
es wurde sich auf Grund einer solchen Bildungswleise der nur
teilweise und relativ schwierige Ubergang einer Aminosaure in
die entsprechende Uramidosdure auch fiir den Organismus ganz
befriedigend erklaren lassen.

Ich konnte ferner feststellen, daR Aminosdure auch direkt
mit Harnstoff unter Bildung von Uramidosdure reagiert, was
auf eine Verschiebung des Gleichgewichtszustandes zwischen
Harnstoff und cyansaurem Ammon zuriickzufihren ist.

Eine solche Uramidosaurebildungsweise ware, wie ich
schon anderwarts{) ausgefihrt habe, auch fir den Organismus
denkbar. Versuche in vitro bei Korpertemperatur haben zwar

* Nas Taurin ist seinem Verhalten nach eigentlich zu den kérper-
fremden Aminosauren zu rechnen.
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nur einmal zu einem positiven Resultat gefiihrt, doch ist dies
insofern nicht maligebend, als im Korper die Gleichgewichts-
verhéltnisse durch die Gegenwart von Kolloiden sehr beeinfluf3t
werden konnen.

Fallit man die Entstehung der Uramidosduren als einen
der Harnstoffbildung zugeordneten resp. analogen Prozel} auf,
dann, kame das cyansaure Ammon (resp. die Cvansaure) im
sinne der alten Theorie als Harnstoffvorstufe in Betracht.
Dasselbe gilt auch vom carbaminsauren Ammon resp. der Carb-
aminséure, die. wie meine Versuche gezeigt haben (Kochen von
Aminosdure mit Harnstoff und Barytwasser, mit Urethan und
Bantwasser), nicht weniger leicht als das cyansaure Ammon
reagieren.

Da nun freie Aminosauren oder wenigstens freie Amino-
gruppen im Organismus als stets verfugbar anzunehmen sind,
so konnte man auf Grund der Leichtigkeit jener Bildungsweisen
zur Auffassung gelangen, die Uramidosdurebildung als der Harn-
stoffbildung vorangehend anzunehmen, d. h. die Uramidosduren .
als Harnstoffvorstufen zu betrachten; allerdings mu3 dann die
weitere Annahme gemacht werden, dal3 die Urdmidosdure direkt
zu Harnstoff abgebaut wird, oder dal} analog der Desamidierung
eine Desureierung erfolgt.

Nach dieser Annahme ware es erklarlich, da nach Ver-
bitterung korpereigener Aminosaurenl) unter gewohnlichen Um-
stdnden Uramidosauren vermifl3t wurden.

Freilich lieen sich anderseits dagegen manche theore-
tisdie Bedenken erheben und auRerdem liegt ein, wenn auch
vereinzelter Futterungsversuch Salkowskis?) vor, wonach Hv-
dantoinsdure den Korper unverandert passiert.

Maoglicherweise ist aber gerade diese Sdure zu solchen
Versuchen weniger geeignet; denn die zahlreichen Arbeiten,
welche sich mit dem Nachweis von Glykokoll im normalen

Und wie aus den Arbeiten Friedmanns. Hofmeisters Bei-
trage, Bd. XI, S. 151 u. ff,, 1908, hervorzugehen scheint, Uberhaupt solcher
Aminosauren, welche der Organismus leicht und in grdoRerem,Umfange
abzubauen vermag.

“) Diese Zeitschrift. Bd. IV. 1880.
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Harn mittels der Naphthalinsulfochloridmethode in der Modifi-
kation von Embden!) befassen, lassen es nicht ausgeschlossen
erscheinen, dall Ureindthansaure ein Bestandteil des normalen
Harnes ist; Embden selbst und auch andere haben schon
dieser Moglichkeit gedacht ; meine eigenen Versuche, Ureinédthan-
sdure im normalen Menschenharn nachzuweisen, haben bisher
zu einem positiven Ergebnis nicht gefuhrt, doch bin ich noch
keineswegs zu einem definitiven AbschlulR gelangt.

Betrachtet man die Uramidosaurebildung als der Harn-
stolfbildung analog, dann ist es fast selbstverstandlich, die Leber
als deren Sitz anzunehmen, obzwar bisher ein zwingender Be-
weis dafir nicht vorliegt.

Jedenfalls werden sich Versuche Uber unsere Frage zu-
nachst mit diesem Organ zu befassen haben.

Aus diesen Eroérterungen ergeben sich, glaube ich, mit
genuigender Klarheit die einzelnen Fragestellungen meines oben
erwahnten Arbeitsplanes; hinzuzufiigen wére noch/ daR sich
auch Beziehungen der Uramidosdauren zur Harnsdurebildung,
besonders bei den Vogeln ergeben, wenn man die letztere als
Synthese aus Harnstoff und einer stickstofffreien Komponente
aulfalit.

Im folgenden seien nun einige Versuche mitgeteilt, welche
sich mit der Leber als angenommenen Sitz der Uramidosaure-
synthese befassen, um die prasumptiven Beziehungen der Leber-
zellen zu dieser Synthese aufzukléaren; dazu war zunéchst not-
wendig, das Verhalten der Leberzellen zu bereits fertigen Ur-
amidoséuren zu prifen, besonders auch mit Ricksicht auf etwa
vorhandene zerstérende Fermente.

Da ein einigermalien sicheres Urteil bezlglich einer etwa
erfolgten Zersetzung nur auf quantitativem Wege zu erwarten
war, so wurde als Versuchssubstanz die infolge ihrer Schwer-
I6slichkeit hierzu besonders geeignete Isobutylhydantoinsaure
gewahlt.

Eine grolRere Menge derselben wurde aus 50°/oigem Al-
kohol umkrystallisiert, und von der so gereinigten, exsikkator-

Y Embden u. Reese, Hofmeisters Beitrage, Bd.VII, S.411,190.!.
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trockenen Substanz eine etwa 1 °/0 ige Ldsung hergestellt ; d. h.
eine abgewogene Substanzmenge wurde in der entsprechenden
Menge Wasser suspendiert, durch einen geringen UberschuR
von Normalnatronlauge in Ldsung gebracht und die Lésung
mit verdunnter Schwefelsdure neutralisiert. Durch Stickstoff-
bestimmung wurde der genaue Gehalt der Losung zu 0,942°;«
ermittelt.

Anderseits wurde eine eben entnommene Hundeleber
von der Gallenblase befreit und in der Fleichhackmaschine zer-
Kleinert. 140 g des Leberbreies wurden mit 300 ccm einer
Kochsalzlésung von 0,8 °/o vier Stunden in der Maschine ge-
schuttelt und sodann koliert; die Kolatur reagierte schwach-
sauer gegen Lackmus.

Von dieser Kolatur wurden 75 ccm mit 50 ccm der obi-
gen Natriumsalzldsung gemischt (Probe Nr. 1); weitere 75 ccm
Kolatur wurden 15 Minuten im kochenden Wasserbad gehalten
und sodann gleichfalls mit 50 ccm der Natriumsalzlésung ver-
setzt (Probe Nr. 2); zur Kontrolle diente einerseits eine Mi-
schung von 75 ccm Kolatur mit 50 ccm Wasser (Probe Nr. 3)
und anderseits eine Mischung von 75 ccm Kochsalzldsung
von 0,8°/0 mit 50 ccm Natriumsalzlésung (Probe Nr. 4).

Den vier Proben wurde durch Zusatz weniger Tropfen
n-Natronlauge eine gegen empfindliches Lackmus eben merk-
liche alkalische Reaktion erteilt, jede derselben mit 5 ccm
Chloroform und 5 ccm Toluol versetzt und im Thermostaten
bei 380 G. unter haufigem Umschitteln durch 50 Stunden ge-
halten. |

Darnach wurde jede der vier Proben auf 500 ccm auf-
geflllt, mit soviel verdinnter Essigsdure angesauert, dal} nach
dem Aufkochen die Reaktion noch schwachsauer blieb, und
filtriert; die Eiweikoagula der Proben Nr. 1, 2 und 3 wurden
einmal ausgekocht; nach Vereinigung der Filtrate und Wasch-
wasser wurde neutralisiert und am Wasserbad bis auf einen
kleinen Rest eingedampft; nun wurde in einem Melzylinder fil-
triert und mit den Waschwassern bis zur Marke 50 ccm auf-
gefullt; die klaren bei Probe Nr. 1, 2 und 3 gelben Filtrate
wurden sodann mit 10 ccm verdinnter Schwefelsdure (bis zur
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starksauren Reaktion gegen Kongo) versetzt und nach gutem
Umrihren langere Zeit sich selbst tberlassen.

In Probe Nr. 4 entstand sofort ein reichlicher krystallini-
scher Niederschlag; in den Proben Nr. 1 und Nr. 2 trat ein
solcher allmahlich auf, mit der Zeit an Stérke zunehmend:
Probe Nr. 3 blieb auch nach langem Stehen Kklar.

Nach ca. 24stindigem Stehen wurden die Niederschlage
der Proben Nr. 1, 2 und 4 auf gewogenen Filtern gesammelt,
an der Saugpumpe mit Wasser gewaschen, das Wasser durch
Alkohol, dieser durch Ather verdrangt; schlieBlich wurde Gber
Schwefelsaure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet: die be-
treffenden Substanzgewichte betrugen: Probe Nr. 1 0,3078 g:
Probe Nr. 2 (erhitzt) 0,3178 g: Probe Nr. 4 (Kontrollprobei
0,3095 g.

Die Ubereinstimmung der drei Gewichte zeigt schon zur
Geniige, dall eine spezifische oder fermentative Spaltung in
grollerem Umfange nicht stattgefinden haben kann: die ziem-
lich erhebliche Differenz gegen das Ausgangsgewichtvon 0,471 g
erklart sich aus der Verwendung des Alkohols als Wasch-
flissigkeit, in welchem die Isobutylhydantoinsdure relativ 16b-
lich ist.

Um ein Urteil zu gewinnen, einerseits Uber den noch in
Losung befindlichen Anteil, anderseits Uber eine etwa er-
folgte Zersetzung und Leucinbildung, wurde das Filtrat samt
Waschflussigkeiten vom Niederschlag der Probe Nr. 1 nacii
Vertreibung des Athers auf 200 ccm aufgefullt und halbiert.
Beide Halften wurden durch Zusatz konzentrierter Schwefel-
saure auf einen Gehalt von ca. 5°/0 an dieser Saure gebracht:
die eine Halfte wurde sodann uber freier Flamme etwas ein-
geengt und darauf am RuckfluBkihler ca. IM* Stunden ge-
kocht: nach dem Abkihlen wurde viermal mit Ather ausge-
schiittelt und der Atherriickstand gewogen; das Gewicht des
so gewonnenen Isobutylhydantoins betrug 0,0597 g; daraus be-
rechnet sich fur die noch in Lésung befindliche Isobutylhydan-
toinsaure eine Menge von 0,1332 g; dies ergibt zusammen mit
der gewogenen Substanz 0,4410 g oder 93,63 °/o der zum Ver-
such verwendeten Menge.
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Die andere auf einen Gehalt von ca. 5°/0 Schwefelsaure
gebrachte Filtrathalfte wurde mit einer 20°,0igen Phosphor-
wolframsaureldsung ausgefallt; das mit Baryumhydroxyd ge-
séttigte Filtrat wurde abgesaugt, mit Kohlensdure vom Baryt
befreit, und bis auf einen kleinen Rest am Wasserbad verdunstet;
dieser wurde mit moglichst wenig Wasser aufgenommen, Harn-
stoff zugefugt und ca. 21/* Stunden gekocht, nach dem Ab-
kiihlen konnte durch Anséduren mit Schwefelséure ein nennens-
werter Niederschlag von Isobutylhydantoinsidure nicht erzielt
werden.

Bei einem zweiten derartigen Versuch wurde die eben
entnommene und in der Maschine zerkleinerte Hundeleber mit
ausgegluhtem Kieselgur gut verrieben und sodann mit zirka
dem gleichen Volumen reinen Wassers unter Zusatz von Chlo-
roform und Toluol und unter zeitweiligem Schitteln in der
Maschine langere Zeit in der Kélte extrahiert; schlie3lich wurde
zentrifugiert.

Wie beim ersten Versuch wurden vier Proben zusammen-
gestelit.

Probe Nr. 1 enthielt 50 ccm Zentrifugat und 50 ccm der
«ben verwendeten Natriumsalzlésung.

Probe Nr. 2 ebenso nach viertelstindigem Erhitzen der
50 ccm Zentrifugat im kochenden Wasserbad.

Probe Nr. 3 und Nr. 4 bestanden aus je 50 ccm Wasser
und 50 ccm Zentrifugat resp. 50 ccm Natriumsalzldsung.

Die Proben behielten in diesem Versuch ihre natirliche
kaum merklich saure Reaktion; Lauge wurde nicht zugefugt.
Die Digestionsdauer im Thermostaten betrug 72 Stunden bei 37 °C.

Die weitere Verarbeitung erfolgte genau wie im ersten
Versuche, nur wurden vor dem Koagulieren den auf 400 ccm
aulgefillten Flussigkeiten je 2 ccm geséttigte Kochsalzlosung
zugefigt.

Schliellich ergaben sich fur die Proben Nr. 1, 2 und 4
die folgenden Substanzgewichte: 0,3050 g; 0,3058 g: 0,3036 g;
also dasselbe Ergebnis wie im ersten Versuch.

Ein dritter Versuch mit LeberpreRsaft konnte mangels
einer geeigneten hydraulischen Presse nicht ausgefiihrt werden.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIII. HI
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Die gelblich gefarbten Krystallisationen der Proben Nr. |
und Nr. 2 beider Versuche wurden vereinigt unter Zusatz von
etwas Tierkohle in heiBem Wasser gelist, filtriert und in zwei
Fraktionen krystallisieren gelassen. Die erste aus kleinen Na-
deln bestehende Fraktion schmolz im geschlossenen Kapillar-
rohr rasch erhitzt bei 189° und zeigte einen Stickstoffgehalt,
nach Kjeldahl von 16,21 °/o; die zweite aus langen Nadeln be-
stehende Fraktion schmolz ebenso bei 190°, ihr Stickstoffge-
halt nach Kjeldahl betrug 16,017°/0 [berechnet 16,091 %]:
grobere Verunreinigungen der Niederschlage sind also wohl
ausgeschlossen.

Nachdem diese Versuche die Unfahigkeit der auf dem
beschriebenen Wege gewonnenen Leberextrakte, Isobutylhy-
dantoinsdure abzubauen, ergeben hatten, konnte daran gegangen
werden, ebensolche Extrakte in bezug auf ihre synthetisieren-
den Fahigkeiten zu priifen.

Am geeignetsten wegen der Leichtigkeit ihres Nachweises
erschien wieder die Isobutylhydantoinsaure und es wurde daher
Leucin zum Ausgangsmaterial einer etwaigen Synthese gewahlt

Die Versuche schlielen sich an die von mir gefundenen
Framidosaurebildungsweisen an.

Demgemall wurde versucht, ob Leberextrakt imstande ist,
direkt aus Aminosdure und Harnstoff Uramidoséaure zu bilden.

Von dem bei vorstehend beschriebenem 2. Zersetzungs-
versuch gewonnenen Zentrifugat aus Hundeleber wurden 75 ccm
mit 0,5 g Leucin und 1,5 g Harnstoff versetzt, je 5 ccm Chloro-
form und Toluol hinzugefigt und im Thermostaten bei 37"
durch 72 Stunden digeriert: die gleichzeitig angesetzte Kon-
trollprobe bestand aus 75 ccm Wasser 0,5 g Leucin, 15 g
Harnstoff und je 5 ccm Chloroform und Toluol.

Das verwendete Leucin besaR einen Stickstoffgehalt von
10,083 olo.

Nach Unterbrechung des Versuches wurden beide Proben
auf 375 ccm aufgefullt, mit verdinnter Essigsdure schwach an-
gesauert und aufgekocht, nachdem vorher noch je 2 ccm ge-
sattigte Kochsalzlésung zugefiigt worden waren.

Das Eiweilkoagulum der Versuchsprobe wurde einmal



Uber die Bildung der Uramidusauren im Organismus. |. 287

ausgekocht und Filtrat und Waschwaésser derselben ebenso wie
die Kontrollprobe im Vakuum abgedampft.

Der so erhaltene krystallinische Rickstand der Kontroll-
probe loste sich in wenig Wasser nur teilweise auf: auf Zu-
satz von etwas verdinnter Schwefelsidure trat sofortige klare
Losung ein; auch nach langerem Stehen der sauren Lésung
wurde eine Krystallisation nicht beobachtet.

Der Rickstand der Kontrollprobe war gelblichweil, un-
deutlich krystallinisch ; auch er loste sich in wenig Wasser nur
teilweise; die vom Uml6slichen abfiltrierte Flissigkeit gab nach
dem Ansduern mit verdinnter Schwefelsdure keine krystallini-
sche Féllung, auch nicht nach langerem Stehen.

Der weildliche Filterrickstand wurde von Alkohol nicht
aufgenommen, er loste sich in wenig Wasser sofort und voll-
stdndig auf Zusatz von etwas S&ure: die saure L&sung setzte
auch nach l&ngerer Zeit keine Krvstalle ab: wurden wenige
Milligramme jenes Ruickstandes mit einem UberschuRl von Harn-
stoff und 1—1,5 ccm Wasser in einer mit Steigrohr versehenen
Eprouvette langere Zeit gekocht (1—1V> Stunden), so traten
nach dem Abkihlen und Ansduern mit Schwefelsaure die
charakteristischen Krystalle der Isobutylhydantoinsdure auf.

Augenscheinlich bestand also der Rickstand aus unver-
andertem Leucin, und es hatte sich kein Anhaltspunkt dafir
ergeben, daR durch den verwendeten Leberextrakt eine irgend
nachweisbare Menge Isobutylhydantoinsaure gebildet worden war.

Bei einem zweiten synthetischen Versuche wurden gemaf
meinen Beobachtungen auch das Guanidin und die Carbamin-
sdure in Betracht gezogen; es wurde wie folgt vorgegangen:

Ahnlich wie friiher wurde aus Hundeleber durch Zerreiben
mit Kieselgur, sofortiges Schitteln in der Maschine mit zirka
dem gleichen Volumen Wasser (4 St.) und Zentrifugieren ein
waésseriger Extrakt hergestellt; gleichzeitig war ein Teil der-
selben Hundeleber mit 0,8°/oiger Kochsalzlésung geschttelt
worden.

100 ccm des waésserigen Extraktes wurden mit 1 g Leucin
'‘Praparat wie im vorhergehenden Versuch) und 3 g Guanidin-
earbonat versetzt; da die urspriinglich ganz schwach ajkalische
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Reaktion alsbald sehr bedeutend zunahm, wurde mit Essigsaure
angesauert, mit n-Natronlauge neutralisiert, und sodann je 5 ccm
Chloroform und Toluol zugesetzt. (Probe Nr. 1.)

Weitere 100 ccm des wasserigen Extraktes wurden mit
1 g Leucin und 2 g gut zerriebenen Amylurethan versetzt; als
Desinfektionsmittel konnten, wegen der leichten Loslichkeit des
Urethans in Chloroform und Toluol, letztere nicht in Betracht
kommen; es wurden daher 0,5 g Fluorkalium zugesetzt und die
daraufhin eintretende schwach saure Reaktion durch n-Natron-
lauge abgestumpft. (Probe Nr. 2.)

100 ccm des kochsalzhaltigen Extraktes wurden mit 1 g
Leucin, 3 g Harnstolf und je 5 ccm Chloroform und Toluol
versetzt. (Probe Nr. 3.)

Jeder der drei Versuchsproben entsprach eine analog zu-
sammengesetzte Kontrollprobe.

Kontrolle zu Probe Nr. 1: 50 ccm Wasser, 0,5 g Leucin,
1.5 g (ivanidincarbonat, mit Essigsaure angesauert, mit n-Natron-
lauge neutralisiert, je 5 ccm Chloroform und Toluol.

Kontrolle zu Probe Nr. 2; 50 ccm Wasser, 0,5 g Leucin,
1 g Amylurethan, 0,25 g Fluorkalium, Neutralisation wie oben.

Kontrolle zu Probe Nr. 3: 50 ccm Kochsalzlésung von
0,8°/, 0,5 g Leucin, 1,5 g Harnstoff, je 5 ccm Chloroform
und Toluol.

Sémtliche 6 Proben verblieben 86 Stunden im Thermo-
staten bei 37° C.

Darnach wurde wie fruher verdinnt, bei schwach essig-
saurer Reaktion (in den kochsalzfreien Proben unter Zufugen
etwas gesattigter Kochsalzlosung) aufgekocht, heil3 filtriert usw.

Sémtliche Filtrate wurden im Vakuum zur Trockene ver-
dampft.

Die drei Kontrollproben hinterlielfen krystallinische weife
Ruckstande, die sich in wenig Wasser nur teilweise, auf Zusatz
von etwas verdinnter Schwefelsaure aber sofort klar auflosten
in der zur Probe Nr. 3 gehorigen Kontrollprobe trat nach
einigem Stehen der sauren Losung eine deutliche Krystallisation
von Isobutylhydantoinsaure auf, die beiden anderen Kontroll-
proben blieben Klar.
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Jede der drei Versuchsproben hinterliel? einen gelblichen
teilweise krystallinischen Rickstand; dieser wurde mit wenig
Wasser behandelt, filtriert und das Filtrat mit verdiinnter
Schwefelsdure angesduert; in keinem Falle wurde ein charak-
teristischer krystallinischer Niederschlag erhalten.

Die getrockneten Filterriickstande wurden mit Ather ex-
trahiert; ein nennenswerter Ruckstand wurde nur bei Probe
Nr. 2 erhalten, dieser bestand jedoch aus etwas Amylurethan;
Isobutylhydantoin war somit nicht injenen Riickstdnden enthalten.

Die nun folgende Extraktion mit Alkohol ergab etwas
bemerkenswertere Rickstande, dieselben bestanden zum Teil
aus etwas in Lésung gegangenem Leucin, freie Isobutylhydantoin-
stiure war jedoch nicht nachweisbar.

W urden die Rickstande endlich unter Erwérmen in wenig
Wasser gel6st und von den wenigen ungeltst gebliebenen
Flocken abfiltriert, so trat nach dem Erkalten keine Krystallisation
auf und ebensowenig wurde eine solche nach dem Anséuern
erhalten.

Wourde schliellich eine solche wasserige Losung mit tber-
schussigem Harnstoff versetzt und langere Zeit (2—3 St.) ge-
kocht, so fielen nach dem Anséauern reichlich Isobutylhydantoin-
saurekrystalle aus.

Dieselben wurden (Probe Nr. 3) abfiltriert, gewaschen,
aus heiBem Wasser umkrystallisiert und ergaben einen Schmelz-
punkt im geschlossenen Kapillarrohr von 190° und einen Stick-
stoffgehalt von 16,10°/0.

Aus den Versuchen scheint also hervorzugehen, dall Hunde-
leberextrakt unter den mitgeteilten Bedingungen zur Uramido-
sduresvnthese nicht beféhigt ist.

Ohne mich hier auf eine ausfihrlichere Diskussion der
obigen Versuche einzulassen, mdchte ich nur die Verwendung
des Amvlurethans zu synthetischen Versuchen rechtfertigen.
Enter den hier eingehaltenen Bedingungen waére irgend ein
carbaminsaures Salz kaum verwendbar gewesen; ferner konnte
man mit der bekannten esterspaltenden Fahigkeit der Leber
rechnenl; und so das Auftreten von Carbaminsaure in statu

b In der Tat enthielt Probe Nr. 2 nur noch sehr geringe Mengen
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nascendi erwarten; wenn nun auch Alkohole schon in geringen
Konzentrationen hemmend auf fermentative Prozesse resp. auf
organische Katalysatoren einwirken, so konnte ein solcher Effekt
infolge der Schwerldslichkeit des Amylalkohols in Wasser (falls
derselbe nicht sofort weiter verandert wird) kaum in gréRerem
Umfange erwartet werden.

Wenn nun auch die vorliegenden Versuche nach allen
Richtungen hin zu einem negativen Resultat gefiihrt haben,
so bin ich doch weit davon entfernt, dasselbe als fur alle
Falle passend resp. als verallgemeinerungsfahig anzusehen.
Physiologische Experimente — das zeigt die neuere Literatur
leider nur allzuoft — koénnen nur dann zu einigermalen sichern
Schlussen fiihren, wenn sie nach allen moglichen Richtungen
hin, mit Beachtung der Art, Individualitdt, momentanen Um-
stande usw., aber auch der chemischen Faktoren variiert werden.

DemgemaR lag es nicht in meiner Absicht, die mitgeteilten
Versuche schon jetzt fur sich zu veroffentlichen, wenn mich
nicht eine Publikation hierzu gezwungen hatte, die jlingst aus
dem Stral’burger physiologisch-chemischen Institute von Phi-
losophow!) Uber dasselbe Thema verdffentlicht wurde.

Dieselbe koénnte namlich den Anschein erwecken, als ob
die Idee, die Uramidosaurebildung im Organismus neuerdings
wieder fir die Theorie der Harnstoffbildung zu verwerten, aus
jenem Institute hervorgegangen sei, und dies umsomehr, als meine
Arbeiten mit keinem Worte erwahnt werden.

Da ich mir nun das bescheidene Verdienst zuschreiben
darf, die chemischen Analogien resp. Grundlagen aufgefunden
zu haben, welche es gestatten, die Uramidosduren von anderen
und viel weiteren Gesichtspunkten aus, als dies vorher moglich
war, zur Harnstoffbildung in Beziehung zu bringen — das Auf-
suchen solcher Analogien bezeichnet Hofmeister?) als einen
unerlaBlichen Faktor, um auf dem schwierigen Gebiete der
Harnstofforschung einen Fortschritt zu erzielen —, so glaube

von Urethan, wahrend in der zugehorigen Kontrollprobe trotz der halben
Menge noch relativ viel vorhanden war.
‘i Biochemische Zeitsehr., Bd. XXVI, S. 131. 1910.

*) 1L e;
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ich einigmafRen berechtigt zu sein, jenen Gegenstand fir mich
in Anspruch nehmen zu durfen.

Ich sehe mich daher keineswegs durch die Arbeit Phi-
losophows zur Unterbrechung oder Abénderung meiner Ver-
suche veranlal3t, um so weniger, als dieselbe beziiglich der Ur-
amidosédurebildung zu dem entgegengesetzten Resultate fihrt.

Bei der geringen Zahl der vorliegenden Experimente hétte
cs keinen Sinn, sich auf eine ausfiihrliche Polemik einzulassen,
es sei jedoch hervorgehoben: dal3 die Durchstromung einer
Fleischfresserleber mit Ptlanzenfresserblut bei so grundlegenden
Versuchen Bedenken erregen darf; ferner vermif3t man — wenig-
stens sind sie nicht angegeben — die unerlél3lichen Kontroll-
versuche, welche priifen, ob Rinderblut nicht fir sich aus Taurin
und Glykokoll Taurocarbaminsaure zu bilden vermag, und, was
besonders wichtig ist, ob ein Ruckstand aus einem mit Glykokoll
versetzten und durch Uberlebende Leber geleiteten Blut nicht
fur sich Kohlensdure und Ammoniak im Rohr abspaltet; denn in
der zahlreichen Literatur tber die Harnstolfbildung aus Amino-
sauren in der Leber finden sich Angaben Uber die Entstehung
von alkoholléslichen Ammoniak und maoglicherweise auch Kohlen-
séure abspaltenden Korpern, die mit Harnstoff nicht identifiziert
werden konnten;l) dbrigens kann die Abspaltung von Kohlen-
sdure und Ammoniak aus einem nicht krvstallisierenden Sirup
wohl nur dann mit einiger Sicherheit auf die Gegenwart von
Framidosaure bezogen werden, wenn die beiden Korper in einem
bestimmten Verhéaltnisse zu einander stehen.?)

Endlich ware noch beziiglich der Verwendung des Gly-
kokolls zu bemerken, daRB, falls auch in seiner Gegenwart Ur-
amidosaurebildung zustande kommt, damit fur die Erkenntnis
der Harnstoffbildung wenig gewonnen ist, weil erst der Uber-

* Vgl. Chassevant u. Richet, Compt. rend, de la soc. de biologie,
bs,.'7. Gottlieb, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLI1, 189!»; Schwarz,
ebenda. Bd. XL1, 1898; Salaskin, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 449,
MW; Loevi, ebenda, Bd. XXV, S. 511, 1898; derselbe, Arch. f. exp.
Path. u. Pharm.. Bd. XLV, 1901; Jakoby, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, 1900.

*) Die Gegenwart von Taurin im Alkoholextrakt spricht nicht unbe-
siingt gegen dieses Argument, weil die Gegenwart alkoholléslicher Sub-
stanzen die Loslichkeit des Taurins in Alkohol erhdhen kann.
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gang des Glykokolls in Harnstoff erklart werden muf, was uns
eigentlich auf den fruheren Stand zurtckfihrt; demgemaR muf
auch Philosophow schliel3lich bemerken, dall zwar die von
ihm angenommene Uramidosaurebildung aus Glykokoll und Tau-
rin am besten nach der Hofmeisterschen Oxydationstheorie
zu erklaren sei, dal sie aber auch mit anderen Vorstellungen
(worunter wohl die anderen Harnstofftheorien gemeint sind)
vereinbar sei.

Zum Schlisse mdchte ich noch eine Angabe Philo-
sophows beziglich des Schmelzpunktes der Taurocarbamin-
saure berichtigen, insofern er namlich angibt, dal diese Saure
scharf bei 182° ohne Zersetzung schmilzt; nun ist es aber
gerade ein Charakteristikum der Uramidosduren, daR sie im
Momente des Schmelzens sich anhvdrisieren. Durch das da-
durch bedingte Aufschdumen wird der Schmelzpunkt in allen
Fallen mehr oder weniger unscharf: am allerwenigsten ge-
stattet dies aber (wie Philosophow fir die Taurocarbamin-
sdure angibt), die Schmelzpunktsbestimmung an einer und der-
selben Portion zu wiederholen. Von diesem Verhalten macht
auch die Taurocarbaminsdure keine Ausnahme. Man kann das
Aufschdumen gleichméfiger d. h. den Schmelzpunkt schéarfer ge-
stalten. wenn man die Bestimmung unter erh6htem Druck d. h
im geschlossenen Kapillarrohr ausftihrt; bei der Taurocarba-
minsaure versagt aber dieses Mittel, weil das Aufschaumen zu
langsam erfolgt: ich konnte daher auch fir diese S&ure einen
scharfen Schmelzpunkt nicht angeben ;1) flr das offene Kapillar-
rohr ist dies natirlich um so weniger moglich. Hier beginnt
die Sédure, nachdem sie gesintert ist, bei 182° allméhlich auf-
zuschaumen, und dieses Aufschdumen erstreckt sich nun, ohne
daB es zur deutlichen Meniscusbildung kommt, Gber ein groReres
Temperaturintervall.

Nach all dem erscheinen mir die Versuche Philoso-
phows keineswegs voll tberzeugend und es wird wohl, ganz
abgesehen von dem ndheren Modus der Uramidosaurebildung.
auch der Beweis fir die Entstehung der Uramidosauren in der
Leber erst mit Sicherheit zu erbringen sein.

) L c. S. 2969.



