Beitrage zur Kenntnis der Harnséurebildung.
I11. Mitteilung.
Harnsaurebildung in Leberextrakten nach Zusatz von Dialur-
sdure und Harnstoff.

» Von
Prof. M. Ascoli und Assistenten Dr. G. lzar.

(Aus dem Institute fiir spezielle Pathologie innerer Krankheiten der K. Universitat Pavia:
Professor M. Aseoli.)

(Der Redaktion zugegangen am 29. August 1909.)

In der ersten Mitteilungl) wurde gezeigt, dal Rindsleber-
extrakte, die bestimmte Mengen zugesetzter Harnsaure zerstort
haben, letztere wieder zu bilden imstande sind, sobald ihnen der
Sauerstoff entzogen wird. Es entstand nun die Frage, aus
welchem Material die wiedergefundene Harnsaure gebildet wird.
In dieser Beziehung konnten wir schon feststellen (loc. eit),
daR Leberkolaturen die Fahigkeit besitzen, aus Filtraten von bei
schwach essigsaurer Reaktion gekochten Leberbreiaufschwem-
mungen, die zugesetzte Harnsdure schon zerstdrt haben, bei
Sauerstoffabschlu? Harnséure zu bilden.

Wir haben die aufgeworfene Frage methodisch weiter
verfolgt und eine Reihe der bekannten Spaltungs- resp. Oxy-
dationsprodukte der Harnsaure daraufhin gepriift, ob sie im-
stande sind, zu Leberbrei hinzugefugt, unter den erforderlichen
Bedingungen, d. h. unter LuftabschluB, Harnsdure zu bilden.

Bei unseren Versuchen befolgten wir die in der friheren Arbeit
angegebene Technik. Die einzelnen Portionen einer und derselben Rinds-

leberkolatur fir jede Versuchsreihe kamen nach Zusatz der zu priifenden
Substanzen und 10u/oololuol und Chloroform® in Glasflaschen,. die mit
geschliffenen Glasstopfen sorgféltig verschlossen wurden, in den Brut-
schrank (39°) und wurden 2mal in 24 Stunden kréftig geschittelt. Die
Glasflaschen wurden immer von solcher GroRe gewahlt, daf sie mit den Ex-

*) Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, S. 529.

*) Dieser Zusatz ist zum Hintanhalten von F&ulnisvorgéngen, wie
wir uns auch selbst durch Anlegen von Kulturen (iberzeugen konnten,
vollstandig genugend (Yoshimoto, Diese Zeitschrift, Bd. LVIII), wenn

Durchleitung von Gasen ausbleibt. (M. Ascoli und lzar, loc. cit..
S. 53)
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traklen bis auf ungeféhr 50 ccm gefiilltwaren. Wo es ausdriicklich angegeben
ist, wurde durch die Kolaturen wéhrend der Versuchsdauer ein Kohlen-
sdureslrum durchgelcilet, da die Kohlenséure nach unseren friiheren Er-
fahrungen (loc.'cit.) die Harnsdurebildung beginstigt. In einigen Ver-
suchen (vgl. Protokolle) wurden die Kolaturen vorher 72stiindiger Autolyse
unter Luftdurchleitung Uberlassen: bei Ansetzen des eigentlichen Ver-
suches erfolgte dann erneuter Toluol- und Chloroformzusatz. Die Harn-
séurebestimmung geschah entweder durch Wégung (nach vorherigem Um-
kryslaHisieren nach Horbaczewski) oder durch Bestimmung ihres Stick-
stoffgehaltes nach Kjeldahl. Beziglich der Reaktion bemerken wir, dal
dieselbe, falls nicht absichtlich mit NaOH alkalisiert wurde (wo dies
ausdriicklich vermerkt ist), zu Ende des Versuches gewohnlich stérker
oder schwécher sauer (mitunter auch neutral) sich erwies (Lackmus):
tbrigens wird der EinfluR der Reaktion auf diese Vorgénge Gegenstand
einer besonderen Mitteilung bilden, auf die wir verweisen.

Bei Zusatz der bekannten Zerfallsprodukte der Harnsaure,
namlich von Allantoin, Harnstoff und Allantoin, Uroxanséure.
Harnstoff und Alloxan, Harnstoff und Parabansaure, Harnstoff und
Oxalursaure, Harnstoff und Glykokoll konnten wir Bildung
von Harnsdure durch Leberextraktel) nicht erzielen.

Hingegen bewirkt der Zusatz von Dialursaure
und Harnstoff zu Leberbrei die Bildung von Harn-
sédure (Vers. |I—IV).

Versuch 1. Kolatur aus 300 g Leberbrei -f- 1 1 NaCl-Losung.
72stiindige Autolyse unter Luftdurchleitung; darauf Verteilung in zwei

gleiche Portionen (a, b); b wird mit 0,5 g Dialursdure und 0,5g U ver-
setzt. 72stindige Autolyse bei O-Abschluf.
a = 20.75 mg U (gewogen); b = 203,1 mg U (gewogen).
Versuch Il. a) 100 g Leberbrei -{- 500 ccm NaCl-Lésung; nach

72stiindiger Autolyse bei O-AbschluB: U (gewogen) = 26,5 mg.
b) 100 g Leberbrei -f- 500 ccm NaCl-Losung -f- 1 g Dialurséure

+ 1 g U; nach 72stiindiger Autolyse bei O-Abschlul: U (gewogen)
= 198,2 mg.

Versuch 1ll. Kolatur aus 200 g Leberbrei -f 1 1 NaCl-Lésung;
72stiindige Autolyse unter Luftdurchleitung. Verteilung in zwei Portionen
(a, b); b wird mit 1 g Dialursdure und 1 g U versetzt. Nach 72stlindiger
Autolyse bei O-Abschluf: a = 19,8 mg U (gewogen)

b =121 ox

*) Sei es einfach in verschlossenem GefaRe, als unter COj,-Durch*

Icitung ; die Protokolle lassen wir der Kirze halber fort.
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Versuch IV.

Leberbrei NaCl-Lisung Dialursaure U M. ("T*He
Stimmung)

100 g -f- 400 ccm - 1 24ast.Autoly.se =» 10,5

100 0 -F 400 » + 059 -j-0.25g] E*0-Absehiug. (395

100 » + 400 — — 14Sst.Autoly.se = 728

100 > + 400 » + 059 =+ 0,25 g] bei O-AbschiuB __ p)U

100 » + 400 > — —  l72st Autolyse . = 65,6

100 ) 4- 400 > + 059 0,25 gl bei O-AbsehluR  =106.3

Die gefundenen Harnsduremengen sind ansehnlich. Was
iltre Abstammung anbelangt, so ist die Mdoglichkeit einer ge-
steigerten Umsetzung der Alloxurbasen in Betracht zu ziehen.
Burianl) deckte némlich in der Dialursédure diese Eigenschaft
auf.2) In unsern Versuchen tritt aber betrachtliche Harnsaure-
vermehrung nur dann ein, wenn Dialursdure und Harnstoff
herangezogen werden, nicht aber Dialursdure oder Harnstoff
allein (s. Vers. V, IX).

Um zu erforschen, inwieweit die gefundene Harnsdaure aus
der Spaltung der (latenten und manifesten) Xanthinbasen ab-
stammen kann, wurde ferner in Versuchen V—VIII der Ge-
samtpurinbasengehalt nach Salkowski bestimmt; das Ergebnis

[) Die Versuche Burians (Diese Zeitschrift, Bd. XLIII) betreffen
die von Wiener (Hofmeisters Beitr. Il) festgestellte Zunahme der ge-
bildeten Harnsdure, wenn er zu Leberkolaturen Dialursdure hinzufigte
und die Extrakte andauernd schittelte. Burian erbrachte den Nachweis,
dal diese Ubrigens geringe (IG, resp. 30 mg in Wieners Versuchen)
Harnsduresteigerung auf die von der Dialursdure bewirkte katalytische
Beschleunigung des bei Sauerstoffzufuhr stattfindenden\Xanthinumsatzes
zmuckzufuhren ist, wie auch unsere Kontrollen mit Dialursdure allein
ergeben. Harnstoffzufuhr ist unter diesen Umstdnden natirlich belang-
los. wie auch Wieners Untersuchungen belegen. Bei unserer Ver-
suchsanordnung findet hingegen eine sehr bedeutende Harnsaurezu-
nahme statt, die jedoch die gleichzeitige Gegenwart von Harnstoff und
Dialursaure benétigt. Es handelt sich wohl um prinzipiell verschiedene
Vorgange: einerseits, bei Wiener, um katalytisch beschleunigten oxyda-
tiven Purinumsatz, in unserem Falle um Synthese aus Dialursaure und
Harnstoff.

' *) Eigentlich kommt diese Mdglichkeit nach Burian selbst(loc.
cit,, S. 505) nicht in Betracht, da zur Harnsaurebildung (aus Purinbasen) in
Leberextrakten die Gegenwart von Sauerstoff erforderlich ist; in unseren
Versuchen — deren Dauer langer gewahlt war — fand immerhin eine
geringe Harnsaurebildung auch in den Kontrollproben ohne Zusatz statt.
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derselben seigt, daR die Alloxurbasen im ginstigsten Falle nur
fur die Entstehung eines kleinen Bruchteiles der gefundenen
Harnsdure verantwortlich gemacht werden kénnen.

Versuch V. Kolatur aus 500 g Leber -f* 2 1 NaCl-Lusung; ver-
leih in 5 gleiche Portionen (1—5).
U (*"Be- Gesamt-Xanthin-

; basen ¥
stimmun .
9 (in U ausgedriickt)
Xr. 1 (sofort koaguliert) .. _ . Nach 4,7mg 49,08 mg
RV I © T 72stan- 354 5 12.18
) diger

» 3'-f-0,59g Dialursdure . . . . Auto- 40,7 13,44
4 lyse bei X
» 4 f-05q9U - - ____._ O-Ab- 38.9 » 15,96
» 5 4“0.5» » -j- 0,5 Dialursaure 2153 » 16.38

Versuch VI. 2,21 Kolatur aus 300 g Leber -|- NaCl-Lisung, ver-
leih in 5 gleiche Portionen:
U mg Gesamt-Xanthin-

(N-Bestim- . basend ek

mung) (in U ausgedrickt)
mg
T s U sofort 0,82 44.52
bestimmt 0,7 43]20
HO......... 7oslind. 24,0 13,44
4. 05 g Dialursaure -j- 1 g U AU1OMSe 1373 16,38
5, -} 1,0>» » -1 sehluft 2147 14,7

Versuch VII. 3.1 1 Kolatur*) aus 600 g Leber -f- NaCl-Lisung,
verteilt in 6 gleiche Portionen:

U mg Gesamt-Xanthin-
(N-Bestim- . . basen .
(in U ausgedriickt)
mung)
mg
1+0....... 15 37.18
. . +  sofort
2. +0.5¢g Dialurséure-}-1 g U . 1.0 35,28
bestimmt

3. +1,0» » 4-1 1,4 32,34
A4+, N 72 stiind. 30,3 5,46
5. 4~05 g Dialursaure 4- 1gL " QA6 1dav 42
0. +=10» » 4-1 SchluB 249,5 7,56

M Bestimmt nach Salkovvski.

*) In diesem und dem folgendenVersuche wurde der Leberbrei in eisge-
kuhlter NaCl-Lusung aufgenommen und die Eiskiihlung dauerteauch wahrend
des zweistlindigen Schittelns der Aufschwemmung im Schiittelapparat.
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Versuch VIII. 3.21 Kolatur aus 500 g Leber -f NaCl-Lisung.
verteilt in 4 gleiche Portionen:

C mg Gesamt-Xanthin-
(N-Bestim- _ basen

mung) (in 1l ausgedriickt)
mg
L+0 sofort 0.0 22.26
2. 40,5 g Dialursdure -}-1 g Q1| bestimmt q,0 26:KH
KT I © TSRO \ 72atlindige ~ 14.5 294

i + | Autolyse bei

4. -#-0,0 g Dialurséure -f-1 g U | o-Abschluii ~ 198,0 4.20

In Versuchen IX, X wurden die Leberextrakte unter
Eiskuhlungl)* bereitet; auch diese Ausziige erwiesen sich fahig,
bei Zusatz von Dialursaure und Harnstoff erhebliche Mengen
Harnséure zu bilden, die fuglich nicht von den Purinkdrpern
abgeleitet werden konnen.

Versuch IX. 151 Kolatur aus 500 g Leber -}- 1,51 NaCi-L6sung,

bei dauernder 24stindiger Eiskihlung bereitet. Verteilung in 5 Por-
tionen:

1. 300 ccm Kolatur; Verarbeitung sofort.

2.300 »
3.300 » » __ 0,5 g Dialurséure 72stiind. Autolyse
4300 » ) £05»U in verschlossenem
0.300 » » -f- 0.5>» -f~0,5 g Dialursdure Gefae.
Gesamt-Purinbasen *)  Manifeste Purinbasens)
Nr. (in U ausgedriickt) (in U ausgedriickt)
mg LE mg
__________ Kemmm~~
1 43,54 3,44 6,02
2 20.02 16,80 23,66
3 23.18 18,48 24,70
4 23,18 16,80 22.18
5 21.00 16.80 236,04

\) Burian, R., Diese Zeitschrift, Bd. XLIII, S. 498.
*) Nach Kossel-Burian, Diese Zeitschrift. Bd. XXXVIII, S. 336
3) Nach Salkowski.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXII. 24
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Versuch X. 350 g Kalbsleber -f- 750 cm NaGl-Ldsung; 6 stiindige
Extraktion unter Eiskihlung; Kolatur 750 ccm verteilt:

1 250 ccm Kolatur sofort verarbeitet.

2. 250 » * 1 72stlindige
) 4- > Autolyse unter CO. ")

3.250; » » -f- 0,59 Dialursdure + 059 U J attigung.

Gesamt purinbasen *) Manifeste Purinbaseny) "

Nr. (in U ausgedriickt) (in U ausgedriickt) U

mg mg mg
: 83,68 12,60 3,68.
39,80 19,32 40,00
3 40,16 17,64 184,44

Die Ausbeute an Harnsdure bleibt immer hinter der be-
rechneten Menge zurlck; am gunstigsten scheinen die Verhalt-
nisse zu liegen, wenn Dialursdure und Harnstoff ungefahr in
ihren Molekulargewichten entsprechendem Verhéltnisse zum
Leberbrei hinzugesetzt werden (Vers. XI, vgl. auch Vers. VI, VII).

Versuch XI. Kolatur aus 1 kg Leberbrei -f 4 { NaCl-Ldsung
verteilt in 6 Portionen:

U mg
(N-Bestimmung)
66.6
2. -f- 0,5 g Dialursaure -f- 05 g U 72 stdndige 155.0
3. f 05 » -f- 1.0 »» Autolyse bei 1517
4, -f~ 0,5 » - 20 »>» O-Abschlug. 155.4
5. —1,0 » . -- 0.0 »» 254.0
6. + 2.0» » + 05 »» 272.5

Bei Verwendung von gekochten Leberextrakten bildet
sich trotz Zusatz von Dialursédure und Harnstoff keine Harn-
saure; ebensowenig wird dieselbe aus Dialursdure und Harn-
stoff allein, ohne Leberauszug, gebildet (Vers. XIlI).

) Alle 12 Stunden ein Kohlensdurestrom aus einer Bombe durch-
geleitet.

*) Nach Kossel-Burian, Diese Zeitschr., Bd. XXXVIII, S. 336.
s) Nach Salkowski.
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Versuch XII. 100 g Leberbrei -f- 000 ccmNaCl-Lusting; 72.stiin-
dige Autolyse unter Luftdurchleitung; darauf gekocht und in 2 gleiche
Portionen verteilt (1, 2).-

U mg
(gewogen)
1 +0 27 slundige 415
2. + 0.5 g Dialursaure -f 0.5g U Autolyse bei 423
Kontrolle: 500 ccm NaCl-Losung -f O-Abschluf
0.5 g Dialursaure  0.5g U 0,0

24~



