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Das bei  d e r  O x y d a t i o n  d e s  Sc lareo ls  m i t  Chromsaure  fruhc rl) e r h a l t e n e  

P r a p a r a t  voni Smp. 123-124O n;urdc zur Kontrolle nochrnals durc 11 Umkrystalh- 
sieren aus Petrolather (a’) wie auch durch Sublimation (b’j gereinigt und malysiert. Der 
Schmelzpunkt bcider Praparate betrug 123-124,. 

a’) 3,762 mg Subst. gaben 10,688 nig CO, und 3,530 mg HLO 
b’) 3,763 mg Subst. gaben 10,595 mg CO, und 3,525 mg H,O 

- 

C,,H,,O, Ber.l) C 76,75 H 10,477; 
Get. a’) ,, 76,81 ,, l0,600/,,, 
., b’) ,, 76,84 ,, 10,48O, 

Die saurei i  B e s t a n d t e i l e  der Oxydatiun mit 1’ermangsn:it 
wurden mit Diazomethan verestert. Durch Umkrystallisieren aus 
Hexan konnte ein krystallisierter Methylester Twrn konstanten Smp. 
111-1 12O erhalten werden. 

3,806 nig Subst. gaben 9,779 mg CO, wid 3,605 mg H,O 
C,,H,,O, Rer. C 70,55 H l0,660/, 

Gef. ,, 70,12 ,, 10,60n~ 

Dieses Praparat war nach der Miscliprobr ideiitisch mit dem 
Methylester der Ausgangssaure, der zum Vergleich durch Umsetzung 
derselhen mit Diazomethan bereitet worden war und glcichfalls bei 
111-112° schmolz. 

3,728 mg Subst. gaben 9,635 mg CO, und 3,504 nig H,O 
C,,H,,O, Ber. C 70,55 H l0,6Bo/, 

Gcf. ,, 70,53 ,, lo@% 
Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung (Leitung Hs.  G I ~ I S P ~  ) 

ausgefuhrt. 

Organiacli-chelnisches Laboratorium der Eidg. 
Technischen Hochschule, Ziirich. 

70. Uber die biologisehe Harnstoffbildung 
(1V. Mittrilung2)j 

von F. Leuthardt und B. Glasson. 
(2. 117. 42.1 

Die IIamstoffbildung in der Siiugetierleber erfolgt clurcli An- 
lagerung von Kohlendioxyd und Ammoniak an d as  Ornithin, wobei 
zuerst Citrulljn, dann Arginin gebildet wird ; die naehfolgende Spal- 
tung des letzteren durch die Leberarginasc liefert uriter Ruck- 
biltlung iles Ornithins den Harnstoff (Krebs iintl Re.nsc1cit3)). Diese 

I )  Helv. 14, 650 (1931). Als berechneter Wasserstoffmrt n urde intolge einca Druck- 
fehlers damals 10,74 anstatt 10,47 :/, angegeben. 

2, 1. Xittlg. physiol. Ch. 252, 238 (1935). - 2. Mittlg. I3ioc.h. 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" stutzt 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 a1.l) direkt beweisen, dass das Arginin tatsiichlich die 
Muttersubstanz des im Urin ausgeschiedenen Harnstoffs ist. Neuer- 
dings wurde auch die Ableitung des Kohlenstoffs aus dem Hydrogen- 
carbonat der Suspensionsflussigkeit durch Verwendung des radio- 
aktiven und des stabilen Kohlenstoffisotops sichergestellt (Evans und 
Slotim2), Rittenberg und Waelsch ")). 

Ungeklart blieb bisher die starke Steigerung der Harnstoff- 
bildung durch bestimmte nicht stickstoffhaltige Verbindungen, wie 
Milchsiiure oder Brenztraubensiiure. Da die Harnstoffsynthese aus 
Kohlendioxyd und Ammoniak im physiologischen Milieu mit einer 
Zunahme der freien Energie verknupft ist4), die letzten Endes durch 
die Atmung kompensiert werden muss, kann man annehmen, dass 
die genannten Korper irgendwie an der Koppelung dieser Vorgiinge 
beteiligt sind. Ihr Einfluss auf die Gewebsatmung geht aber keines- 
wegs ihrer Wirkung auf die Harnstoffsynthese parallel (Krebs5)). 
Die bisherigen Vorstellungen uber den Mechanismus der Synthese, 
wonach zunachst durch Anlagerung einer Molekel Kohlendioxyd an 
das Ornithin dessen d-Carbaminderivat und daraus durch Addition 
einer Molekel Ammoniak Citrullin gebildet wird, bieten keine Mog- 
lichkeit, den Einfluss der veratmeten Verbindungen zu erklken. 
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 24-48 Stunden Hunger. Bei der Ratte ist die Harnstoffbildung aus Ammonium- 
salzen auch ohm Hydrogencarbonat oder Atmungssubstrat vie1 betrachtlicher als beirn 
Mlcerechweinchen. Die Susppnsionsflussigkeit enthalt stets 200 mg% Glucose. 

Schuttelt 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 benijtigten Menge Kohlendioxyd 
geliefert wird. 

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

I )  J .  Biol. Chem. 127, 342 (1939) und 130, 729 (1939). 
2 ,  J .  Biol. Chem. 136, 805 (1940). 
3, J. Biol. Chem. 136, 799 (1940). 
*) Vgl. Hufjman in ,,Chemistry of the Amino Acids and Proteins", ed. by C. L. -1. 

5 )  Erg. Enzymforschg. 3, 247 (1934). 
Schmidt, Baltimore 1938, pag. 859. 
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traubensaure und Oxalessigsaure. Man kann also nicht nur dad  
Hydrogencarbonat durch diese Verbindungen ersetzen, sondern die- 
selben steigern daruber hinaus die Harnstoffs~-nthese in syezifischcir 
Weise. Dass ihre Wirkung nicht einfach auf einer Vermchrung des 
Atmnngskohlendioxyds beruht, geht uberdies :huh tler Tatsache her- 
Tor, dass bei ilirer Gegenwart nur sehr wenig Hydrogeiicsrbonat in 
der Suspensionsflussigkeit nachgewiesen werden kann. Die ubrigen 
in Tab. 1 genannten Verbindungen sind weniger wirksnni. Da sie 
alle in Brenztraubensaure oder Oxalessigsaure ubergelien kiinnen, 
gdaugen sie wahrscheinlich auf diesem Umweg zur Wirkung. (Die 
mit der Schnittmethode gemessenen Stoffwechselyuotienten ent - 
sprechen nicht exakt den tatsachlichen Umsatzgcschm-intligkeiten in1 
Ge-webe, kleine Untersehiede kdnnen durch verschicdcne Schnitt- 
&eke odar Diffusionsgesc.hmindigkeit der Sukxhrate hedingt sein. 
Vgl. 2. Mittlg.) 

Die Oxalessigsiiure kann aus der Krenztrauben&iure durch 
direkte Addition einer Molckel Kohlendioxyd entstehen ( l7‘ood et al. I), 
E’vcn?zs und flloti7a2), ICrebs 3 ) ) .  

Neben dieser Reakt>ion wurde bisher aucli die Harnhtoffsyntliese 
als Beispiel f i r  eine direkte Fixierung von Kohlendioxycl in den 
Geweben hhherer Tiere angesehen ( Bawon4)). Unsere Vcrsuche legen 
es nahe, auch hier zunacbst eine Bindung des Kohlendioxyds durc-h 
die Brenztraubensaure anzunehmen. Damit ware das C-Atom des 
Harnstoffs nicht unmittelbar aus den1 anorganischen Hydrogen- 
carbonat a,bxuleiten, sondern aus der Oxalessigsaure ; d. h. die- 
selbe ubertragt entweder direkt, unter Ruckbildung cler Brenz- 
traubensaure, oder im Terlauf ihrer weiteren Umwantllungen eine 
labile Carboxylgruppc auf das Ornithin. Es stellt sich hier aber 
gleichzeitig die Frage, in melcher Weise die beiden Ammoniak- 
mdekeln in die Amidingruppe eingefuhrt werden. 

Die erste, fassbare Zwischenstufe der Harnstoffsynthese ist 
das Citrullin. Dasselbe sol1 nach Krebs5) durch Addition einer Mole- 
kel Ammoniak an  das 8-Carbamino-Ornithin cntstehen. Die Xieg- 
fried’schen Carbanlinosauren bilden sich jedoch sehr leieht aus den 
Komponenten Aminosaure und Kohlendioxyd und stehen mit den- 
selben in rcversiblem Gleichgewirht ; die spezifische Wirkung der 
Oxalessigsaure und Brenztraubensaure ware nicht verstiindlich, wenn 
man diese Entstehungsweise des Citrullins annimmt. Die Verbin- 
dung kiinn te aber auch clurch Anlagerung einer vorgebildeten SRure- 

*) J. Biol. Chem. 139, 483 (1941). 
?) J. Biol. Chem. 136, 301 (1940). 
3, Biochern. J. 34, 1383 (1940). 
4, Ann. Rev. Biochemistry 10, 16 (1941). 
5, Ann. Rev. Biochemistry 5, 262 (1936). 
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amidgruppe an das Ornithin entstehen. Da bei der biologischen Krea- 
tinsyn these die Ubertragung einer Amidingruppe vom Arginin auf 
das Glykokoll stattfindet (Borsook und Dz~bnof f~)  j BZoch und Xchoerz- 
7zeimer2)), scheint uns auch die Verschiebung einer Saureamidgruppe 
im Rereich der Moglichkeit xu liegen. 

Tatsachlich liefern gewisse Saureamide beim Schutteln mit 
Leberschnitten grossc Mengen Harnstoff. Wie der eine von uns schon 
friiher mitgeteilt hat (vgl. 1. Blittlg.), ist das Glutamin neben dem 
Amnioniak uberhaupt der beste Harnstoffbildner. In  der Meer- 
schweinc,henleber iibertrifft es beim Fehlen eines ancierii Substrats 
als Glucose das Smmoniak sogar um ein I5etrachtliches (vgl. Tab. 2 ) ,  
und zwar erfolgt die Harnstoffsynthese ohne intermediare Ammoniak- 
abspaltung. Ahnlich verhalt sich tlas Asparagin; nur sind hier die 
Verhaltnisse wegen der starkern fermcntativen Hydrolyse der Saure- 
amidgruppe weniger ubersichtlich. 

Es hat xich gezeigt, dass auch das Hdbamid der Bernstein- 
siiure (die Ruccinaniidsaure) dem Glutamin als Harnstoffbildner 
nicht na,ehstelit (Tab. 2 und 4). Acetamid und Milchsaure-amid 
liefern nicht mehr Harnstoff als die Kontrollcn. Die sauren Ammo- 
riiumsalze der entsprechenden Dicarbonsauren geben zwar mehr 
Iiarnstoff als die aquivalente Menge Ammoniumsalz ohne Zusatz 
der Saure, aber weniger als das Amid (Tab. 2 uncl 4). Die Wirkung 
der genannten Dicarbonsaure-Halbamide ist also durchaus spezifisch. 
Rus der Tatsache, dass dieselben auch unter solchen Bedingungen 
in Harnstoff ubergehen, unter denen aus Ammoniumsalzen allein 
nur sehr wenig gebildet werden kann, ergibt sich die Frage, ob sie 
riormale Intermediarprodukte der Harnstoffsynthese sind. Es ist 
menig wahrscheinlich, dass so verschiedenartige Verbindungen un- 
mittelbare Vorstufen fur 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 Xatur dieser Interniediarstufo lassen sich augenblicklich nur Vermutungen 
aussern. Da die den erwahnten Amiden zugrundeliegenden Dicarbonsauren alle in 
Oxalessigsaure iibergehen konnen, liegt es nahe, als Zwischenstufe das (unseres Wissens 
noch nicht bekannte) Halbamid der Oxalessigsaure HOOC .CO .CH,.CONH, anzu- 
nehmen, das auch direkt aus Animoniak und Oxalessigsaure entstehen k8nnte. Die 
Citrullinsynthese liisst sich dann folgendermassen formulieren: 

1 )  HOOC.CO.CH,+CO, = HOOC.CO.CH,.COOH 
2) HOOC.CO.CH,.COOH+NH, = HOOC.CO.CH,.CONH, oder 
2 a) Dicarbonsaure-amid --f HOOC . CO . CH, . COXH, 

3) HOOC * CO .CH,.CONH, + NH, . (CH,),.CHEH,. COOH =: 
HOOC.CO .CH, + XH, .CO ‘ R H .  (CH,), ‘CHPITH,. COOH. 

l) J. Biol. Chem. 134, 635 (1940). 
2) J. Biol. Chem. 134, 785 (1940). 
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Wir betonen, dass dieses Schema provisorischer Natur ist. Es steht mit keiner dcr 

hekannten Tatsachen in1 Widerspruch und bietet eine Moglichkeit, das bisher nicht 
erklarliche Verhalten der Atmungssubstrate und der Saure-amide zu rerstehen, ist in- 
des in wesentlichen Teilen nicht bewiesen. Wir niochten uns die weitercl experimentellc 
Bearbeitung vorbehalten. 

Fur die Bildnng dcs Arginins aus dem Citrullin zeigt eine Beobach- 
tung yon Bo~sook  und Dubnoffl) einen moglichen Weg. h i m  Sehiit- 
teln uberlebender Nierenschnitte mit Citrullin entsteht Arginin. 
Die Reaktion wird durch Glutaminsaure, Glutamin, Asparaginsaure 
otler Asparagin stark beschleunigt. Man kann also annehmen, dass 
der Stiekstoff dieser Verbindungen unmittelber fiir die Arginin- 
synthese verwendct werdcn kann, offenbar durch ,,Umaminierung". 
Ob dabei die a-Aminogruppe unmittelbar beteiligt ist, oder die Saure- 
amidgruppe, ist jedenfalls bei der Glutaminsaure nicht ohne weiteres 
zu entscheiden, da dieselbe in der Mere der Ratte sehr leicht in das 
Glutamin iibergeht (Krebs2) ) ,  Es ist moglich, dam die Arginin- 
synthese in der Leber ahnlicli verlauft; nur wird dort tlas Arginin 
sehr rascli gespalten. 

23. J .  Back3) hat geringe Harnstoffbildung aus Citrullin beo- 
bachtet, wenn die Ansatze kein Ammoniumsalz, wohl aber eine Keto- 
saure enthielton. Er nimrnt eine Oxydation des Citrullins durch die 
letztere an, wobei Harnstoff und Glutamin gcbildet wird. 

I n  den folgenden Tahellen sind die Resultatc einiger typischer Versudie mitgeteilt. 
Die ausfuhrliche Publikation erfolgt an anderer Stelle. 

Tabelle 1. 
&leers  c hw e inc  hen. Phosphatsalzgcmisch ohne Hydrogencarhonat (5 om3 0,l-m. 
Phosphatpuffer pH 7,4 + 50 em3 Salzgemischd)). Konzentration dcs Ainmoriiaks und 
der ubrigen Substanzen: 0,02 Miliiniol in 3 em3. Versuchsdaurr 150 Minuten. Temp. 38". 
Q = mm3 CO, (durch Ureasespaltung gebildet) pro mg Trorkengewictit. 

NH,C1 ohne Zusatz . . . . . . . . .  
mit Oxalessigsiiure . . . . . . . . .  
,, Brcnztraubcnsiiure . . . . . . . .  
., Milchsaiure . . . . . . . . . . .  
.. a-Ketoglutarsaure . . . . . . . .  
,, E'umarsiiure . . . . . . . . . . .  
,, Apfelsaure . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  1,6 ,, Citronenskure 
. I  

J .  Riol. Chem. 140 Proc. XVIII (1941). 
2 )  Kiocheni. J. 29, 1951 (1935). 
3 ,  Biochem. J. 33, 1833 (1939). 
4, Krs71s, Z.  physiol. Ch. 217, 191 (1933). 
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Tabelle 2. 
Meersc hwein c hen. Phosphatsalzgemisch ohne Hydrogencarbonst (5 em3 0,1-m. 
Phosphatpuffer pH 7,4 + 50 c1n3 Salzgemisch). Konzentration des L4mrnoniaks und der 
ubrigen Substanzen: 0,02 Millimol in 3 em3. Versuchsdauer 150 Min. Temp. 38". 

Q = mm3 CO, pro mg Trockengcwicht. 

~~~~~~~~~ 
~ ~~ ~ ~~~~ ~~ 

~ ~~~~ ~~~ ~ - ~ -  - 
~ ~ 

. . . . . . . . . . . . . . .  I -VH4C1 1 ,i 

,, Brenztraubensaure 5,5 
mit Oxalessigsaure . . . . . . . . .  

. . . . . . . .  
Glutamin 1 4,6 . . . . . . . . . . . . . .  
NH4C1 mit Glutaminsaure . . . . .  ' 2,8 
Succinsmidsaure . . . . . . . . .  i 4,9 
NH4CI niit Bernsteinsaurc . . . . .  : j 0,6 

Tabelle 3. 

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

iYH4C1 ohne Zusatz . . . . . .  
init Brenztraubensaure . . . . .  
,, Oxalcssigsaure . . . . . .  

mit Oxalessigsaure . . . . . .  
,, Rrenztraubensaure . . . . .  
,, Ketoglutarsaure . . . . . .  

Glntamin . . . . . . . . . . .  

NH,Cl ohne Zusate . . . . . .  

0,7 
7,3 
7,3 
022 
4,9 
6,6 
3,4 
3,s 

Phosphat 
+ 0,025-m. 
NaHCO, 

Q 

Tabelle 4. 
R a t  te. Konzentration und Verauchsbedingungen wie iibrige Versuche. 

I Phosphat 
ohneNaHCO, 

- 
~ ~~ ~ ~~~ 

NH4C! ohne Zusatz . . . . . . . . .  3,4 
Glutamin . . . . . . . . . . . . .  3,4 
Asparagin . . . . . . . . . . . . .  ' 6.5 
NH4Cl mit Brenztraubenvaure . . ~ 6, l  1 
Succinamidsaure . . . . . . . .  
NH4C1 niit Rcrnsteinsaure . . . .  

,, ,, Oxalessigsaure . . .  . . 1 9,7 I 

Phosphat 
+ 0,025-m. 
NaHCO, 

Q 

6.3 
_ _  
- 

l1,5 
13,2 
9 3  
- 
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