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Das bei der Oxydation des Sclareols mit Chromséure frither?) erhaltene
Priparat vom Smp. 123—124° wurde zur Kontrolle nochmals durch Umkrystalli-
sieren aus Petrolither (a’) wie auch durch Sublimation (b’) gereinigt und analysiert. Der
Schmelzpunkt beider Praparate betrug 123—124°.

a’) 3,762 mg Subst. gaben 10,5688 mg CO, und 3,630 mg H,O
b’) 3,763 mg Subst. gaben 10,595 mg CO, und 3,525 mg H,0O
O Hy,0, Ber.) C 76,75 H 1047%
Get. a”) ,, 76,81 ,, 10,509
. b, 7684 ,, 10,489

Die sauren Bestandteile der Oxydation mit Permanganat
wurden mit Diazomethan verestert. Durch Umkrystallisieren aus
Hexan konnte ein krystallisierter Methylester vom konstanten Smp.
111—112° erhalten werden.

3,806 mg Subst. gaben 9,779 mg CO, uud 3,605 mg H,0
Oy H40,4 Ber. C 70,55 H 10,66%
Get. ,, 70,12 ,, 10,60%

Dieses Priaparat war nach der Mischprobe identisch mit dem
Methylester der Ausgangssiure, der zum Vergleich durch Umsetzung
derselben mit Diazomethan bereitet worden war und gleichialls bei
111—112° schmolz.

3,728 mg Subst. gaben 9,635 mg CO, und 3,504 mg H,0O
Cyo 60, Ber. C 70,556 H 10,669,
Gef. ,, 70,53 ,, 10,52%

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung (Leitung Hs. Gubser)

ausgefiihrt.

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg.
Technischen Hochschule, Ziirich.

70. Uber die biologische Harnstoffbildung
(LV. Mitteilung?))
von F. Leuthardt und B. Glasson,
(2. TV. 42.)

Die Harnstoffbildung in der Siugetierleber erfolgt durch An-
lagerung von Kohlendioxyd und Ammoniak an das Ornithin, wobei
zuerst Citrullin, dann Arginin gebildet wird; die nachfolgende Spal-
tung des letzteren durch die Leberarginase liefert unter Riick-
bildung des Ornithins den Harnstoff (Krebs und Henseleit®)). Diese

1) Helv. 14, 650 (1931). Als bercchneter Wasserstoffwert wurde infolge cines Druck-
fehlers damals 10,74 anstatt 10,479 angegeben.

2) 1. Mittlg. physiol. Ch. 252, 238 (1938). — 2. Mittlg. Bioch. Z. 299, 281 (1938). —
3. Mittlg. Z. physiol. Ch. 265, 1 (1940).

3) Z. physiol. Ch. 210, 805 (1940).
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Theorie des ,,Ornithinzyklus‘* stiitzt sich vor allem auf die Tatsache,
dass durch Zusatz von Ornithin oder Citrullin die Harnstoffsynthese
in Organschnitten unter geeigneten Bedingungen stark gesteigert
werden kann. Durch Verfiitterung von Arginin, dessen Guanidin-
gruppe durch das Stickstoffisotop N15 markiert war, konnten Schoen-
heimer et al.l) direkt beweisen, dass das Arginin tatséichlich die
Muttersubstanz des im Urin ausgeschiedenen Harnstoffs ist. Neuer-
dings wurde auch die Ableitung des Kohlenstoffs aus dem Hydrogen-
carbonat der Suspensionsfliissigkeit durch Verwendung des radio-
aktiven und des stabilen Kohlenstoffisotops sichergestellt (Fvans und
Slotin?), Rittenberg und Waelsch3)).

Ungeklirt blieb bisher die starke Steigerung der Harnstoff-
bildung durch bestimmte nicht stickstoffhaltige Verbindungen, wie
Milchsiure oder Brenztraubensiure. Da die Harnstoffsynthese aus
Kohlendioxyd und Ammoniak im physiologischen Milieu mit einer
Zunahme der freien Energie verkniipft ist4), die letzten Endes durch
die Atmung kompensiert werden muss, kann man annehmen, dass
die genannten Korper irgendwie an der Koppelung dieser Vorginge
beteiligt sind. Ihr Einfluss auf die Gewebsatmung geht aber keines-
wegs ihrer Wirkung auf die Harnstoffsynthese parallel (Krebs®)).
Die bisherigen Vorstellungen iiber den Mechanismus der Synthese,
wonach zunichst durch Anlagerung einer Molekel Kohlendioxyd an
das Ornithin dessen 8-Carbaminderivat und daraus durch Addition
einer Molekel Ammoniak Citrullin gebildet wird, bieten keine M6g-
lichkeit, den Einfluss der veratmeten Verbindungen zu erkliren.
Wir teilen im Folgenden eine Reihe von Befunden mit, die zusammen
mit den bereits bekannten Tatsachen einen Weg zur Behebung dieser
Schwierigkeit andeuten.

Zu den Versuchen eignet sich am besten die Leber von jungen Meerschweinchen
nach 2448 Stunden Hunger. Bei der Ratte ist die Harnstoffbildung aus Ammonium-
salzen auch ohne Hydrogencarbonat oder Atmungssubstrat viel betriachtlicher als beiin
Meerschweinchen. Die Suspensionsfliissigkeit enthilt stets 200 mg?% Glucose.

Schiittelt man Leberschnitte mit Ammoniumsalzen ohne Zusatz
von Hydrogencarbonat oder eines andern Atmungssubstrates als
Glucose, so wird wenig oder kein Harnstoff gebildet, trotzdem durch
die Atmung ein Mehrfaches der benotigten Menge Kohlendioxyd
geliefert wird.

Zusatz von Hydrogencarbonat zur phosphathaltigen Losung
steigert die Harnstoffbildung; noch wirksamer aber sind Brenz-

1) J. Biol. Chem. 127, 342 (1939) und 130, 729 (1939).
2) J. Biol. Chem. 136, 805 (1940).
3) J. Biol. Chem. 136, 799 (1940).
1) Vgl. Huffman in ,,Chemistry of the Amino Acids and Proteins®, ed. by C. L. A.
Schmidt, Baltimore 1938, pag. 859.
5% Erg. Enzymforschg. 3, 247 (1934).



traubensidure und Oxalessigsdure. Man kann also nicht nur das
Hydrogencarbonat durch diese Verbindungen ersetzen, sondern die-
selpen steigern dariiber hinaus die Harnstoffsynthese in spezifischer
Weise. Dass ihre Wirkung nicht einfach auf einer Vermehrung des
Atmungskohlendioxyds beruht, geht {iberdies aus der Tatsache her-
vor, dass bei ihrer Gegenwart nur sehr wenig Hydrogencarbonat in
der Suspensionsfliissigkeit nachgewiesen werden kann. Die iibrigen
in Tab.1 genannten Verbindungen sind weniger wirksam. Da sie
alle in Brenztraubensiure oder Oxalessigsiure iibergehen kinnen,
gelangen sie wahrscheinlich auf diesem Umweg zur Wirkung. (Die
mit der Schnittmethode gemessenen Stoffwechselquotienten ent-
sprechen nicht exakt den tatsdchlichen Umsatzgeschwindigkeiten im
Gewebe, kleine Unterschiede konnen durch verschiedene Schnitt-
dicke oder Diffusionsgeschwindigkeit der Substrate bedingt sein.
Vgl. 2. Mittlg.)

Die Ozxalessigsdure kann aus der Brenztraubensiure durch
direkte Addition einer Molekel Kohlendioxyd entstehen ( Wood et al.1),
Evans und Slotin?), Krebs?)).

Neben dieser Reaktion wurde bisher auch die Harnstoffsynthese
als Beispiel fiir eine direkte Fixierung von Kohlendioxyd in den
Geweben hoherer Tiere angesehen (Barron?)). Unsere Versuche legen
es nahe, auch hier zunichst eine Bindung des Kohlendioxyds durch
die Brenztraubensiure anzunehmen. Damit wire das C-Atom des
Harnstoffs nicht unmittelbar aus dem anorganischen Hydrogen-
carbonat abzuleiten, sondern aus der Oxalessigsiure; d. h. die-
selbe iibertrigt entweder direkt, unter Rickbildung der Brenz-
traubensiure, oder im Verlauf ihrer weiteren Umwandlungen eine
labile Carboxylgruppe auf das Ornithin. Hs stellt sich hier aber
gleichzeitiz die Frage, in welcher Weise die beiden Ammoniak-
molekeln in die Amidingruppe eingefithrt werden.

Die erste, fassbare Zwischenstufe der Harnstoffsynthese ist
das Citrullin. Dasselbe soll nach Krebs?) durch Addition einer Mole-
kel Ammoniak an das J-Carbamino-Ornithin entstelien. Die Sieg-
fried’schen Carbaminoséduren bilden sich jedoch sehr leicht aus den
Komponenten Aminosiure und Kohlendioxyd und stehen mit den-
selben in reversiblem Gleichgewicht; die spezifische Wirkung der
Oxalessigsidure und Brenztraubensidure wire nicht verstindlich, wenn
man diese Entstehungsweise des Citrullins annimmt. Die Verbin-
dung konnte aber auch durch Anlagerung einer vorgebildeten Siure-

1) J. Biol. Chem. 139, 483 (1941).

2) J. Biol. Chem. 136, 301 (1940).

3) Biochem. J. 34, 1383 (1940).

4 Ann. Rev. Biochemistry 10, 16 (1941).
%) Ann. Rev. Biochemistry 5, 262 (1936).
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amidgruppe an das Ornithin entstehen. Da bei der biologischen Krea-
tinsynthese die Ubertragung einer Amidingruppe vom Arginin auf
das Glykokoll stattfindet (Borsook und Dubnoffl); Bloch und Schoen-
heimer?)), scheint uns auch die Verschiebung einer Siureamidgruppe
im Bereich der Méglichkeit zu liegen.

Tatsdchlich liefern gewisse Siureamide beim Schiitteln mit
Leberschnitten grosse Mengen Harnstoff. Wie der eine von uns schon
frither mitgeteilt hat (vgl. 1. Mittlg.), ist das Glutamin neben dem
Ammoniak iiberhaupt der beste Harnstoffbildner. In der Meer-
schweinchenleber {ibertrifft es beim Fehlen eines andern Substrats
als Glucose das Ammoniak sogar um ein Betrichtliches (vgl. Tab. 2),
und zwar erfolgt die Harnstoffsynthese ohne intermediire Ammoniak-
abspaltung. Ahnlich verhilt sich das Asparagin; nur sind hier die
Verhiltnisse wegen der stirkern fermentativen Hydrolyse der Siure-
amidgruppe weniger iibersichtlich.

Es hat sich gezeigt, dass auch das Halbamid der Bernstein-
sdure (die Suceinamidsiure) dem Glutamin als Harnstoffbildner
nicht nachsteht (Tab.2 und 4). Acetamid und Milehsdure-amid
liefern nicht mehr Harnstoff als die Kontrollen. Die sauren Ammo-
niumsalze der entsprechenden Dicarbonsiuren geben zwar mehr
Harnstoff als die Aqunivalente Menge Ammoniumsalz ohne Zusatz
der Siure, aber weniger als das Amid (Tab. 2 und 4). Die Wirkung
der genannten Dicarbonsidure-Halbamide ist also durchaus spezifisch.
Aus der Tatsache, dass dieselben auch unter solchen Bedingungen
in Harnstoff iibergehen, unter denen aus Ammoniumsalzen allein
nur sehr wenig gebildet werden kann, ergibt sich die Frage, ob sie
normale Intermedidrprodukte der Harnstoffsynthese sind. Es ist
wenig wahrscheinlich, dass so verschiedenartige Verbindungen un-
mittelbare Vorstufen fir die Bildung des Citrullins darstellen; sie
konnten aber alle in ein und denselben Korper umgewandelt werden,
welcher dann unmittelbar in die Harnstoffsynthese einbezogen wird.

Uber die Natur dieser Intermediarstufe lassen sich augenblicklich nur Vermutungen
dussern. Da die den erwihnten Amiden zugrundeliegenden Dicarbonsduren alle in
Oxalessigsdure iibergehen kdnnen, liegt es nahe, als Zwischenstufe das (unseres Wissens
noch nicht bekannte) Halbamid der Oxalessigsaure HOOC:-CO-CH,-CONH, anzu-
nehmen, das auch direkt aus Ammoniak und Oxalessigsiure entstehen kénnte. Die
Citrullinsynthese lisst sich dann folgendermassen formulieren:

1) HOOC-CO-CH,+ CO, = HOOC-CO-CH,-COOH

2) HOOC-CO-CH,-COOH-+NH, = HOOC-CO-CH,-CONH, oder

2a) Dicarbonsaure-amid —> HOOC-CO-CH,-CONH,

3) HOOC-CO-CH,-CONH,+ NH,- (CH,),-CHNH,-COOH =

HOOC-CO-CH, + NH,-CO-NH - (CH,),- CHNH, - COOH.

1) J. Biol. Chem. 134, 635 (1940).
%) J. Biol. Chem. 134, 785 (1940).
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Wir betonen, dass dieses Schema provisorischer Natur ist. Es steht mit keiner der
hekannten Tatsachen im Widerspruch und bietet eine Moglichkeit, das bisher nicht
erklarliche Verhalten der Atmungssubstrate und der Siure-amide zu verstehen, ist in-
des in wesentlichen Teilen nicht bewiesen. Wir méchten uns die weitere experimentelle
Bearbeitung vorbehalten.

Fiir die Bildung des Arginins aus dem Citrullin zeigt eine Beobach-
tung von Borsook und Dubnoff!) einen moglichen Weg. Beim Schiit-
teln {iberlebender Nierenschnitte mit Citrullin entsteht Arginin.
Die Reaktion wird durch Glutaminsiure, Glutamin, Asparaginsdure
oder Asparagin stark beschleunigt. Man kann also annehmen, dass
der Stickstoff dieser Verbindungen unmittelbar fiir die Arginin-
synthese verwendet werden kann, offenbar durch ,,Umaminierung‘.
ODb dabei die «-Aminogruppe unmittelbar beteiligt ist, oder die Siure-
amidgruppe, ist jedenfalls bei der Glutaminsiiure nicht ohne weiteres
zu entscheiden, da dieselbe in der Niere der Ratte sehr leicht in das
Glutamin {ibergeht (Krebs?)). Es ist moglich, dass die Arginin-
synthese in der Leber adhnlich verliuft; nur wird dort das Arginin
sehr rasch gespalten.

S. J. Bach®) hat geringe Harnstoffbildung aus Citrullin beo-
bachtet, wenn die Ansdtze kein Ammoniumsalz, wohl aber eine Keto-
sdure enthielten. Er nimmt eine Oxydation des Citrulling durch die
letztere an, wobei Harnstoff und Glutamin gebildet wird.

In den folgenden Tabellen sind die Resultate einiger typischer Versuche mitgeteilt.
Die ausfiihrliche Publikation erfolgt an anderer Stelle.

Tabelle 1.

Meerschweinchen. Phosphatsalzgemisch ohne Hydrogencarbonat (5 em? 0,1-m.
Phosphatpuffer pg 7,4+ 50 cm3 Salzgemisch®)). Konzentration des Ainmoniaks und
der iibrigen Substanzen: 0,02 Millimol in 3 cm3. Versuchsdauer 150 Minuten. Temp. 38°.
Q = mm3? CO, (durch Ureasespaltung gebildet) pro mg Trockengewicht.

Q

NH,C] ohne Zusatz . . . . . . . . . 0,8
mit Oxalessigsaure . . . . . . . . . 6,1
,, Brenztraubensdure . . . . . . . . 8,0

., Milchsdure . . . . . . . . . .. 4.4

. o-Ketoglutarsdure . . . . . . . . 3.5

,,» Fumarsiure . . . . . . . 1,4

v Apfelsé,ure e e e L. 1,5

,, Citronensiure . . . . . . . .. 1,5

1

) J. Biol. Chem. 140 Proc. XVIII (1941).
2) Biochem. J. 29, 1951 (1935).
3} Biochem. J. 33, 1833 (1939).

4) Krebs, Z. physiol. Ch. 217, 191 (1933).
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Tabelle 2.

Meerschweinchen. Phosphatsalzgemisch ohne Hydrogencarbonat (5 em? 0,1-m.

Phosphatpuffer py 7,4+ 50 cem?® Salzgemisch). Konzentration des Ammoniaks und der

iibrigen Substanzen: 0,02 Millimol in 3 e¢m?®. Versuchsdauer 150 Min. Temp. 38°.
Q = mm? CO, pro mg Trockengewicht.

Q
NHC . .o 1,7
mit Oxalessigsdure . . . . . . . . . 6,2
,,» DBrenztraubensdure . . . . . . . . 5,56
Hutamin . . . .. . ... 4,6
NH,Cl mit Glutaminsdure . . . . . . 2,8
Succinamidsaure . . . . . . . . . . 4,9
NH,CI mit Bernsteinsdure . . . . . . 0,6

Tabelle 3.
Meerschweinchen. Phosphatsalzgemisch wie Tab. 1; Zusatz von 0,156-m. NaHCO,.
Konzentration und Versuchsbedingungen wie iibrige Versuche.

Phosphat Phosphat Phosphat
ohne NaHCO,| +0,005-m. | +0,025-m.
NaHCO, NaHCO,
Q Q Q
NH,CI ohne Zusatz . . . . . . 0,7 1,6 3,1
mit Brenztraubensaure . . . . . 7,3 7,3 8,9
,» Oxalessigsdure . . . . . . 7,3 7,9 8,9
NH,Cl ohne Zusatz . . . . . . 0,2 - 2.3
mit Oxalessigsdure . . . . . .| 49 — 12,8
,» Brenztraubensdure . . . . . 6,6 = 11,7
,» Ketoglutarsgure . . . . . . 3,4 — 5,8
Glutamin . . . . . . . . . . . 3.8 — 9,1
Tabelle 4.
Ratte. Konzentration und Versuchsbedingungen wie iibrige Versuche.
Phosphat Phosphat
ohneNaHCO;| +0,025-m.
NaHCO,
Q Q
NH,C! ohne Zusatz . . . . . . . . . 3.4 6,3
Glutamin . . . . . . . . . ... L. 34 ——
Asparagin. . . . . . . . . .. . .. 6,5 —
NH,Cl mit Brenztraubensiure . . . . 6,1 11,5
. ., Oxalessigsaure . . . . . . 9,7 13,2
Succinamidsdure . . . . . . . . . . 7,6 9,8
NH,Cl mit Bernsteinsiure . . . . . . 3,3 —

Ziirich, Chemisches Laboratorium der
Medizinischen Universitatsklinik.





