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98. Biologische Citrullinsynthest:, Glutamin 
und a-Ureidoglutarsaure l) 

von F. Leuthardt, A. F. Miiller urid H. Nielsen. 
(28. XII. 48.) 

Die Synthese des Citrullins &us Ornithill, Ammoniak urid Kohlen- 
saure geht, wie Cohen und Hccyano2) SON ie Bor'8ook untl J ) i !b?~ .o f f~ )  
gezeigt haben, nicht nur im intakten Gevebe, sondcrn auch in der 
homogenisierten Leber vonstatten, wenn nian das Homogenxt durch 
Glutaminsaure und A.T. P. (Adenosintriphosphat) ergBnzt. Crohen und 
Mitarbeiter haben auch gefunden, dass d : i s  Ferment system, welches 
die Synthese bewirkt, in der abzentrifugiei4)aren Pralition des Homo- 
genats enthalten ist. Wir konnten den Nacliweis leisten, dass es in den 
Mitochondrien lokalisiert ist (Leuuthnrdt uncl Xii l lerg)) .  Wenn man mit 
ausgewaschenem Homogenat oder mit reincw Mit ochondricn arbeitet, 
bleibt die Reaktion beim Citrullin stehvn. Zur i'berfnhrung des 
Citrullins in Arginin durch die Glutaminsh lire (Realztion T on Bomook 
untl Dubnoff) ist das komplette Homogeiia t niitig. 

Von besonderer Bedeutung ist die Tii tsache, (lass ziir ('itrullin- 
synthese aus Ornithin ausser Kohlensaurch auch (>lutaniins:iure und 
Ammoniak unentbehrlich sind. Auf Griind tlieser Tat sache und 
fruherer Versuche iiber den Einfluss des Glixl amins auf tlk Hamstoff- 
synthese haben wir die Frage untersucht, oh Glutamin in irgencleiner 
Weise an der Reaktion teilnimmt. Diesv ITntersucliung hildet den 
Hauptgegenstand der vorliegenden Arbeil . 7Gs zeigt sich, dass Gluta- 
min die Glutaminsaure ersetzen kann untl d ass untw gcleigneten Be- 
dingungen die Citrullinsynthese in Gegeiiw art von Glut amin, auch 
bei Abwesenheit von Ammoniak, bedeutcmi liiiherc Aiihlwuten gibt 
als in Gegenwart von Glutaminsaure untl ,%minoni;ik. Wahrschein- 
lich kann aber das Amid trotzdem nicht :1,1s Zwischtinstiife cler Syn- 
these angesehen werden. 

Ein Hauptproblem der Citrullinsynl Iicsse ist, die Fixirrung cier 
Kohlensaure. Wir haben a. a. Ort5) die (>i.iinde angeflilirt, die eine 
sukzessive Addition von CO, und Ammoni:~k an (1:~s Ornithin unter 
intermedigrer Bildung einer Xiegfried'sclieii Ci~rl.)zt~iiins:~ur~ als un- 

l) Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz H~/f~nan?z-La Rochc-S(i f fung zur For- 
derung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schzceiz ausgefuhrt. dei wir fur ihrc 
Unterstiitzung den bestrn Dank aussprechen. 

2, P. P. Cohen und M .  Hayano, J. Biol. Chein. 170, 687 (t9.1-7). 
3, H .  Borsook und J .  W .  Dubnoff, J. Biol. Chriii. 169, 161 (1937). 
4, F.  Leuthardt und A .  F .  Muller, Exper. 4, 47\ ( 1  948). 
5 ,  F.  Leuthardt und R. Brunner, Helv. 30, 958 (1!147). 



Volumen XXXII, Fasciculus 111 (1949) - No. 98. 745 

wahrscheinlich erscheinen lassen. Vom Gedanken ausgehend, dass 
eventuell das Citrullin durch die Ubertragung einer vorgebildeten 
Carbamylgruppe - ahnlich der Amidinverschiebung bei der Kreatin- 
synthese - entstehen konnte, haben wir das Verhalten der cc-Ureido- 
glutarsaure untersucht. Es hat sich gezeigt, dass in der Tat aus 
Ureidoglutarsaure, Ammoniumsalz und Ornithin Citrullin gebildet 
wird, aber nur, wenn gleichzeitig Fumarat zugegen ist. Vor Abschluss 
dieser Versuche erschien eine Mitteilung von Cohen und GrisoZial), in 
welcher, offenbar von ahnlichen Uberlegungen ausgehend, das Verhalten 
der Ureidoglutarsaure eingehend untersucht wird. Wir werden im fol- 
genden auch unsere Versuche mit der Ureidosaure kurz bechreiben und 
dabei auf die Resultate von Cohen und Grisolia zu sprechen kommen. 

E xp er im e n t e 11 e r  Teil .  
A. Material und Methoden. 

Tier  mater ia l .  Es wurden optimal ernahrte Albinoratten hauptsachlich mannlichen 
Geschlechts im Gewicht von 150-200 g verwendet. Vor dem Versuch wurden die Tiere 
48 Stunden auf Hunger gesetzt. 

H e r s t e l l u n g  des  Homogenats .  Alle im folgenden beschriebenen Prozedurcn 
wurden bei O0 (unter Eiskiihlung und in der Kaltezentrifuge) vorgenommen. Die Lebern 
wurden nach der Entnahme sofort auf Eis gekiihlt. Eine abgewogene Menge wurde im 
Apparat von Potter und Elvehjem2) gewohnlich in 3 Teilen des Salzgemisches (isotonische 
KC1-Losung oder isotonisches Gemisch von KCI und 0,017-m. Phosphatpuffer pn 6,7) 
homogenisiert. Das Homogenat wurde dann durch zwei Schichten Gaze koliert. 

Wir haben festgestellt, dass bei Verwendung von nicht gepufferter isotonischer KCl- 
Lkung wahrend der Herstellung pH -hindernngen eintreten, die in verschiedenen Homo- 
genaten betrachtliche Schwankungen aufweisen (Messung mit der Glaselektrode). Wir 
haben daher, wie angegeben, in einigen Versuchen der KC1-Losung schon beim Homo- 
genisieren Phosphatpuffer zugesetzt ; der pH -Wert der Fermentpraparate bleibt unter 
diesen Bedingungen konstant. Da eine Erhohung der Phosphatkonzentration eine Hem- 
mung der Citrullinsynthese bewirkt, wurde bei diesen Versuchen darauf geachtet, dass 
der Gesamtgehalt der Ansatze an Phosphat nicht erhoht wurde. 

H e r s t e l l u n g  d e s  F e r m e n t p r a p a r a t e s .  Das Homogenat wurde nach den An- 
gaben von Cohen und Huyano 10 Minuten bei ca. 2000 g (Zentrifugalbeschleunigung = 
2000 x Erdbeschleunigung) zentrifugiert, das Uberstehende verworfen und der Riick- 
stand mit isotonischer KCI-Losung oder isotonischem Gemisch von KC1 und 0,017-m. 
Phosphatpuffer aufgenommen und zum ursprunglichen Volumen erganzt. Nach gutem 
Vermischen wurde erneut 5 Minuten bei 2000 g zentrifugiert und der Niederschlag wieder 
auf das urspriingliche Volumen gebracht. Diese Suspension bezeichnen wir im folgenden 
als einmal gewaschenes Ferment. Wenn von n-ma1 gewaschencm Ferment die Rede ist, 
so bedeutet dies, dass die eben beschriebene Prozedur des 5 Minuten langen Auszentrifu- 
gierens bei 2000 g und das Wiederaufnehmen im urspriinglichen Volumen Salzlosung 
n-ma1 wiederholt wurde. Die Anzahl der Auswaschungen, die von verschiedenen Praparaten 
ohne wesentliche Abnahme der Aktivitat ertragen werden, ist starken individuellen 
Schwankungen unterworfen. Im Verlauf mehrerer Zentrifugierungcn tritt allmahlich eine 
Trennung des Niederschlages in zwei Schichten in Erscheinung : eine untere hellrote und 
eine obere weissliche. Wir unterbrachen das Auswaschen, sobald diese Schichten sich deut- 
lich voneinander absetzten. Die Erfahrung zeigte, dass bei weiter fortgesetztem Aus- 
waschen die Aktivitat der Praparate rasch abnahm. 

l )  P .  P .  Cohen und 8. Grisolia, J. Biol. Chem. 174, 389 (1948). 
2) 8. R. Potter und A .  Elvehjem, J. Biol. Chem. 114, 195 (1936). 
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H e r s  t el lung der Mi t o c hond r ien sus p en s i o 11. I m  spat,crn \?rl:iuf unserer 
Untersuchungen gelang es uns nachzuweisen, dass (lei. wirksamc. Bestandteil unserer 
Praparate die Mitochondrien sind. Wir haben bei ihrer A1)trennung von c1t.n iiltrigen Zell- 
bestandteilen uns an die Angaben von Hogeboom tinil Mitarkteitrrnl) pchalten, die 
Saccharose aber durch Mannit ersetzt, weil im sai~i~h;~roseIialtigc~n Jlilieii die kolori- 
metrische Citrullinbestimmnng undurchfiihrbar isb. I )ic Einzelhcitcn sintl :t. a. Ort be- 
schrieben (Leuthardt und MiilZer2)). Da uns zum Aiiswaxhen dcr rcintxri Nitochondrien- 
suspension keine geniigend schnelle Kaltezentrifugc z i i r  Verfiigung StttJld, h a h n  wir ziir 
Entfernung der loslichen Zellbestandteile das mit t l i h n i  ge\vi.iihnlic-h ~c~rwc~ntleteri KC1- 
Milieu hergestellte Homogenat einmal auszentrifugiert. I II Elekt rolytliisiingc~n nyglutinieren 
die Mitochondrien und sedimentieren leicht bei 2000 g. Das ~hrstchc.ticle u-ird wieder 
verworfen. Nimmt man nun den Niederschlag in einei, isotonisc:hcn Marinitlijsiing auf, so 
konnen die Kerne und Zelltriimmer bei 2000 g leicht ttiiszentrifiigiort wvrdcti, wbhrend 
die Mitochondrien in Suspension bleiben. Das Sedinit,nt ist inaktiv. 1);~s i 'hs tehende,  
dns die ganze Aktivitat enthalt, erweist sich im Phaseiiinikroskoj) i d s  rritic Mitochondrien- 
susprnsion mit nur ganz wenigen andersartigen Elenitmi en, haiipts&chli(.li Fittropfchen. 
hlorphologisch prasentieren sich die Mitochondrien i l l s  Kiigclchcn. w:is als Zcichen bc- 
ginnender Wasseraufnahrne (,,Potocytose") gedeutct, \\ crden kann. In tlcr iiti  vcranderten 
%elk zeigen sie mehr langliche Formen. Wir fiihren ilicse Anc-leittuiig c,itic.r Itcginnenden 
Schadigung auf die Verwendung von isotonischen Elel; trolyten \viihrentl tlvr crsten Phase 
der Dnrstellung zuriick. Kach der urspriinglichen Mcthi id(, von Hoqehoonr und 31 itarbeitern 
hreitet, d. h. bei Vermeidung von Elektrolyten u t i i l  bei Vcrwenduiig rriner, hyper- 
tonischcr Saccharoselosung, behalten die Mitochondrici i ihre urspriiiiglichi~ For i n  bei. Eine 
Reihe von Kontrollversuchen hat uns gezeigt, dass inan mit rcirirn Mit ochondricn- 
suspensionen die gleichen Resultate erhalt wie mit (Icii oben ~)csc.hric.ltc,iic,ti, mchrfach 
aasgewaschenen Homogenaten. Die Aktivitat pro mg S ist stark grsteigcrt. \Vir miissen 
also annehmen, dass diesc geformten Elemente die ges;initen fiir dic, (:tiriillirlsyilthcse not- 
nendigen Fermente enthalten. 

Milieu u n d  Versuchsdauer .  Als Milieu dient'., wenn niclitx nntl(*rcx Iwnierkt ist, 
0,017-m. Phosphatpuffer und KCI, das bis zur Isotonic, d e r  Cks;untliisiing zngesc.tzt wurdc. 
Gesamtvolumen 3,O em3, Gasatmosphare 95% 0, i .5" ,  CO,,  \Venn nic,tits i~ndrres bc- 
merkt ist. Die Ansatze murden in 25 cm3-Erlenmeyej.- K<ilbch(.n \viihrcrrd 3 0  Minuten im 
Wasserbad bei 38O geschiittelt. 

S u bs  t a n z  en. Die meisten verwendetenprodukt I' wiirdeir von b'. HiJ,//mct/i ii-La Rocho. 
Basel, bezogen. Oxalacetat wurde aus dem Na-Salz d1.s I )iathylcst~crs nach Jircrnapitz und 
Werkman3) bereitet, cr-Ketoglutarsaure nach Wislicew / I S  rind IC'crZrln/ iiZh,r ' 1, ( :Ititamin aus 
Riibcnsaft nach Vickery und Mitarbeitern5). a-Ureiodi,:.liitarsaurc, iviirdr ai is  I , (  + )-Gluta- 
minsbure und Kaliumcyanat nach bekannten Methotlon dargrstcllt. Cytochroin C wurde 
aus Herzniuskel nach Keilin und Hartree6) gewonneii. 

A n a l y t i s c h e  Metho(le  11. 

C i t r ull i n  b es t im m u n g  nach Archibald') : K I tlorimet rischc A1)Iwung im Zeiss- 
Photometer (Filter S 50) nach 15 Minuten Erhitzen in1 sii,denden Wasserbad nnd 10 Rlinu- 
ten Abkiihlen im kalten Wasser, beides unter Lichtalwhluss. Es wurdcn jcdtwnal 4 br- 
kannte Citrullinkonzentrationen mitgefiihrt. Durch gc,i.igtiete trcrdiiniiuiig wiirde erreicht, 
dass in den zur Bestimmung verwendeten Volumen J~isiing inrniw zwischen 15 und 35 31 
Citrullin vorhanden waren. 

l) G .  H .  Hogeboom, W .  C .  Schneider undG. E. Pullafle, J. Biol. ('hern. 172,619(1948). 
2, F .  Leuthardt und A .  F.  Miiller, Exper. 4, 47s ( 1  948). 
3, L. 0. Krampitz und C .  H .  W e r k m n ,  Biochenr. . I .  35, 59.5 (1911). 
4, IV. Wislicenus und M .  Waldmuller, B. 44, 15til (1911). 
5 ,  H .  B. Vickery, G .  W .  Pucher und H .  E .  Clark. . I .  Biol. ('hem. 109, 39 (1935). 
O )  D. Keilin und E .  F.  Hartree, Proc. Roy. SOC. Sw. B 122, 298 ( 1  Y3i). 
7, R. M .  Archibald, J. Biol. Chem. 156, 121 (l!Mi. 
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Argin inbes  t immung:  Wegen des hohen Arginasegehaltes des Leberhomogenats 
wird Arginin rasch zu Harnstoff und Ornithin gespalten. Der Harnstoff wurde mano- 
metrisch nach Krebs und Henseleitl) mittels ,,Arlco"-Urease bestimmt. 

Die Reaktion von Fearon2) (Bildung eines gelbroten Parbstoffs mit Diacetyl- 
monoxim), die der Citrullinbestimmung von Gornall und Hunter und von Archibald zu 
Grunde liegt, gibt zwar unter den bekannten, im tierischen Gewebe vorkonimenden 
Stoffen nur bei Cit'rullin und beim Harnstoff eine hohe Farbintensitat; sie ist aber keines- 
wegs eine spezifische Reaktion fur das Citrullin. Wir haben deshalb in t' mi 'g en Versuchen 
das gebildete Citrullin noch auf biochemischem Weg zu identifizieren versucht, indem wir 
am Versuchsende frisches, vollstandiges Leberhomogenat und Glutaminsaure zusctzten. 
Unter diesen Bedingungen wird das angehaufte Citrullin durch die Reaktion von Horsook 
und Dubnoff in Arginin und weiter in Harnstoff uhergefuhrt. IXe erhaltenen Mengen Harn- 
stoff waren innerhalb der Fehlergrenze der kolorimetrisch bestimmten Menge ,,Citrullin" 
aquivalent. Wenn man nicht annehmen will, dass ein unbelrannter Korper gebildet wird, 
der sowohl die Farbreaktion des Citrullins gibt, als auch in Cegenwart von Glutaminsaure 
Arginin bildet, sprechen diese Versuche fur die Identitat des kolorimetrisch bestimmten 
Korpers mit dem Citrullin. 

G l u t a m i n  wurde nach den Angaben von Leuthardt und Bujard3) bestimmt, wo- 
nach die Losung niit Permutit vorbehandelt und bei pH 6,5 wahrend 2 Stunden im sieden- 
den Wasserbad erhitzt wird. Das A m m o n i a k wurde naeh Sobel und Mitarbeitern4) 
im Luftstrom destilliert und in Borsaure aufgefangen. 

B. Ergebnissc. 

1. Vergleich v o n  Glu taminsaure  u n d  Glutamin .  
Gohen und Haynlzo haben festgestellt, dass Zusatz von Hydrogen- 

earbonat- und Ammoniumionen nicht genugt, um im zentrifugierten 
Homogenat Ornithin in Citrullin uberzufuhren ; es muss Glutamin- 
saure zugegen sein. Wir konnen die Angaben der genannten Autoren 
in allen Teilen bestatigen. Die Cit,rullinsynthese kann also nicht wie 
die R,eaktion von Borsook und D.ubn.off a,uf einer einfachen Umaminie- 
rung beruhen, an der die Glutaminsaure beteiligt ist. 

Die weitere Verfolgung der Resktion zeigte, dass man das 
Ammoniumglutamat durch Glutamin ersetzen kann. Typische Ver- 
suche sind in Fig. 1 und 4 dargestellt. Man erhalt dasselbe Resultat, 
sowohl mit dem mehrfach ausgewachsenen Homogenat (Fig. 4) wie 
auch mit reinen Mit~chondrien~) (Fig. I). Aus den Kurven ist ersicht- 
lich, dass bei den hoheren Substratkonzentrationen sowohl das 
Glutamin allein als auch Glutamin mit Zusatz von Ammoniumionen 
bedeutend mehr Citrullin liefern als die Glutaminsaure. Bei Abnahme 
der Substratkonzentration sinkt aber die Wirksamkeit des Glutamins 
rasch ab und bei sehr kleiner Konzentration ist die Glutaminsaure 
immer uberlegen. Asparagin, an Stelle des Glutamins zugesetzt, ist ganz 
unwirksa'm. 

I )  H .  A .  Krebs und K.  Henseleit, Z. physiol. Ch. 210, 33 (1932). 
2, W .  R. Fearon, Biochem. J. 33,902 (1939); A .  G.  Gornall und A .  Hunter, Biochem. 

3, F .  Leuthardt und E. Bujard, Helv. med. acta 14, 274 (1947). 
4, A .  E. Sobel, M .  Mnyer und S. P .  Gottfried, J .  Biol. Chem. 156, 355 (1944). 
5 ,  F.  Leuthardt und A .  F.  Muller, Exper. 4, 478 (1948). 

J. 35, 650 (1941). 
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Beim mehrfachen Auswaschen des Homogenats nimmt seine 
Aktivitat gegeniiber Ammoniumglutania t allmghlich ah ; dagegen 
bleibt die Aktivitiit gegeniiber Glutamin :I nnahernd lzonstant. Dieses 
Verhalten wird durch Fig. 2 belegt. Mit dtbm Auswsschen nimmt aber 
aueh der K-Gehalt des Homogenats ab uncl es zeigt sich, (lass die auf 
den Stickstoffgehalt bezogene Aktivitat gegeniiber Ammonium- 
glutamat wahrend der ersten Auswaschnrig tats9chlich ziinimmt. 

Y 
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I 
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Fig. 1. 
C i t r u l l i n s y n t h e s e  bei  G e g e n w a r t  Ton G l u t a  rninsaurc oder  G l u t a m i n .  Alle 
Ansatze (Gesamtvolumen 3 em3) enthalten Ornithin (0.0033-in .), KaH(’0, (0,0135-m.), 
Adenosintriphosphat (O,OOl-ni.), MgSO, (0,Ol-m.), 0,X emJ Pvlitoch(iridr1ensuspension 
(= O,85 mg N). Gasatmosphare Sauerstoff + 5  Vol.o/,,, COz. Versuchsdawr 30 %fin., Tem- 
peratur 38O. Abszisse: Konzentration der Glutaminsa tire oder des Glutdinins in pMol pro 
Ansatz. Ordinate: Citrullinsynthese in y. bei Gegcbnnart von Glutaniinsaure + KH,CI 
(0,0067-ni. bzw. 0,0033-m. bei der kleinsten Glutamiiisaurekonzentration) ; o Glutamin 

(ohne Zusatz); o Glutamin + KH,Cl (Konzentrat ion nie bei drr (~lutarrtinsaure). 

Nach unseren Erfahrungen ist aber auch &Lr N - Gehalt lzeine sichere 
Vergleichsbasis fur die Aktivitat der Prliparate, da diesrlben ausser 
dem N der Mitochondrien noch Sticks1 ofkerbindungen enthalten, 
die nicht zum Fermentkomplex gehoren. JVii* kiirinen daher aueh nicht 
mit Sicherheit angeben, ob die allmiihlichc~ Versehiebung tier Aktivitat 
zugunsten des Glutamins im Verlauf des Auswasehens a u f  der Ent- 
fernung von Faktoren beruht, welche die IZesktion der Glutamin- 
saure begiinstigen, oder von solchen, welcdhe die Reaktion ties Glut- 
amins hemmen. 

Die Konzentration, bei der das (il1ttihmin rbensoviel Citrullin 
liefert wie das Ammoniumglutamat, ist hei verschioden~n Ferment- 
praparaten etwas verschieden. Sie liegt f u r  Glutamin - Ammoniak 
meist zwischen 3-6 ,u Mol/cm3, fur Glutamin o h m  Ammoniak- 
zusstz bei 10-15p Mol/cm3. 
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Die geringe Wirksamkeit des Glutamins bei kleinen Konzen- 
trationen konnte darauf beruhen, dass das Amid, im Gegensatz zur 
Glutaminsaure, durch eine sekundare Reaktion rasch verbraucht 
wurde. Dies ist aber nicht der Fall. Die direkte Best'immung des am 

I I000 il 
I I I m l z  I 

Fig. 2.  
Auswasche f fek t .  Homogenat mit isot. KCl+0,017-m. Yhosphatpuffer vom pH 6,i  
bereitet; 0,5 om3 in 3 cm3 Gesamtvolumcn. Ornithin, XaHCO,, Adenosintriphosphat, 
MgSO, wie im Vers. Fig. 1. Glutaminsaure, Glutamin 0,0166-m.; P;H,C10,0033-m. Citrul- 
linbildung in y ; schwarze Saulen: in Gegenwart von Glutaminsaure+ NH,CI; weisse 
Saulen: in Gegenwart von Glutamin (ohne NH,Cl). I ,  11,111, IV: das Homogenat wurde 

1 mal, 2ma1, 3ma1, 4mal ausgewaschen. (Vgl. S. 745.) 

Versuchsende noch vorhandenen Glutamins zeigt, dass die ver- 
schwundene Menge von derselben Grossenordnung ist wie die ent- 
standene Menge Citrullin. In  anderen Versuchen haben wir Glutamin 
und Glutaminsaure allmahlich in kleinen Anteilen zugesetzt. Diese 
Versuche, die wir nicht einzeln mitteilen wollen, bestatigen, dass eine 
bestimmte minimale Konzentration des Glutamins vorhanden sein 
muss, damit es wirksam wird. 

Abhang igke i t  v o n  Rdenos in t r iphospha t .  
Wir konnten die Befunde von Cohen iind Hayano bestatigen, wo- 

nach die Citrullinsynthese von der Konzentration des zugesetzten 
A.T.P. abhangig ist. Bis zu etwa 0,3 ,U Mol A.T.P./cm3 steigt die Um- 
satzgeschwindigkeit proportional der A.T. P.-Konzentration an. Von 
etwa 0,6 p Mol/cm3 an nimmt sie nur noch wenig zu. 

E i n  f 1 u s s T- o n D i c a r b o n s a u r e n u n d K e t o s a u  r e n. 
a-Ketoglutarsaure in Gegenwart von Ammoniumsalzen kann die 

Glutaminsaure teilweise ersetzen; das ausgewaschene Homogenat ent- 
halt also die Glutaminsauredehydrase, welche die reduktive Aminie- 
rung der Ketoglutarsaure zur Glutaminsaure ermiiglicht. 
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Zusatz von Fumarat ist fur die Synt Iiese nicht niit ig. I)ie Glut - 
aminsaure liefert jedenfalls nach ihrer I)cwminierung gcnugend Di- 
carbonsaure, um die oxydative Phosphor) licbrung- sufrc.chtzut~rhalt~n. 
Rorsook und Dubnoff 1) setzen dem nati17c.11 1Eomogen:bt l+’uniarat oder 
Oxalacetat zu, um bei Gegenwart yon Ortiif hin msxinxde Werte der 
Arginin-(Hamstoff)-Synthese zu erhalteii. Es ist miigliclh, dass im 
kompletten Homogenat die Verhaltnisse ot was anders liego11 a18 in  
unseren im wesentlichen aus der Mitochoiid rienfraktion t w h t  ehentlen 
Fermentpraparaten. 

13ei Gegenwart von Oxalacetat habt.n wir eine Hcmmung tkr 
Synthese beobachtet, die beim Glutamin starker ist als bei der 
Glutaminsaure (6,6 p Mol Glutamin, 6,6- 13.3 ,LA Mol Ox;hcctat/em3). 
Fumarat (in Xengen von 13,3 p Mol/cm 3, ist 1)ei k1eiiit.n Substrat- 
konzentrationen (6,6 p Mol/cm3) indiffrwn t ; bei h o h t ~ r c ~ n  Konzen- 
trationen von Glutamin oder Glutarninsiii~rcfi ( I 7  Mol mi3) tlagegen 
hemmt es deutlich. Pyruvat (13 p Mol/cni3) fortlert 1)ei klcincn Sub- 
stratkonzentrationen. cis-Aconitsaure Iic.nimt die (’itiwlliiibildung 
bei Gegenwart von Glutaminsaure starLc>r als lwi (kgenwart yon 
Glutamin. Wir verziehteri darauf, diesc Vthrhuche tlinzeln anzufiihren. 
Die Resultate sind nicht ganz regelmassig i i i i ~ l  kcinnen nocall nicht inter- 
pretiert werden. Sie zeigen, dass ein selir komplcxcs Sybt e m  vorliegt. 

E in f lus s  d e r  NH,-Kon/,ctitr;Lt ion .  
Ohne NH,+-Ionen gibt die G1utamitih;bure kcinc nenn(1nswertc~ 

Menge Citrullin (Gohen und Ha yano). Mi f Glutnniin ci;qegc~n erhalt 
man von 10-13 p Mol/c.m3 an ebensoricll wie mit dclr aquivalentrw 
Menge Glutaminsaure und Ammoniumionm. Wir ha lwn hei den 

200 

20 40 SOpMolNH,’ 
Fig. 3. 

A b h a ng i g ke  i t d e r  C i t r ull ins  y n t  he se vo n t l c a  I’ Am m o n 1 a k I, ( I  n z (1 n t i a t i o 11. 

Mitochondriensuspension 0,5 em3 in 3 cm3 Gesamtvohiinrn. 01 nithin, KaHCIO,, Adcnosin- 
triphosphat, MgSO, wie im Vers. Fig. 1. Glutamiric.iuie, Glutamin fl.Ol3-ni. Abszisse: 
pMol NH,Cl in 3 emd; Ordinate: Citrullihbildung in y. o 111 GegenR ai t V ~ I I  (:lut,Lminsaure; 

o in Gegenwart yon Glirtaiiiin. 

l) H .  Rorsook und J .  14‘. Dubnoff, J. Biol. Chciii. 169, 461 (1947). 
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meisten Versuchen eine Ammoniumchlorid-Konzentration von 3,3 p 
Mol/cm3 verwendet. Bei hoheren Konzentrationen als cat. 13 ,U Mol 
NH,+ sinken, wie Fig. 3 zeigt, die Umsatze ab. Ammoniak wirkt 
also bei hoheren Konzentrationen hemmend. Eine Lhnliche Hem- 
mung durch Ammoniak findet man bei der Harnstoffbildung in 
Leberschnitten. Moglicherweise verdrangt das Ammoniak das basische 
Ornithin von einem Fermentprotein (vgl. Lezcthardt l)). 

H e m m u n g  d u r c h  Malonat .  
Die Citrullinsynthese wird, wie Fig. 4 zeigt, durch Malonat ge- 

hemmt, und zwar ist die Verminderung der Umsatzgrosse fur Glut- 
aminsaure etwas starker als fur Glutamin. Nach friiheren Erfahrungen 
durfte die Malonathemmung dadurch zustande kommen, dass die Succi- 
natoxydation und damit die oxydative Resynthese des Adenosintriphos- 
phats verhindert ist (vgl. Pahrlander und Mitarbeiter2)). Die Malonat- 
hemmung wird durch Fumarat aufgehoben oder wenigstens vermindert. 

ID  10 30 40 56 

Fig. 4. 

!l Mot 

H e m m u n g  d c r  C i t r u l l i n s y n t h e s e  d u r c h  Malonat .  Alle Ansatze (Gesamtvolumen 
3 cm3) enthalten Ornithin, NaHCO,, Adenosintriphosphat, MgSO, wie Vers. Fig. 1, sowie 
0,3 cm3 Homogenat. Malonat 0,0025-m. Abszisse : Konzentration der Glutaminsaure oder 
des Glutamins in pMol pro 3 om3. Ordinate: Citrullinbildung in y. o bei Gegenwart yon 
Glutaminsaure + NH,C1 (0,0033-m.), o bei Gegenwart von Glutamin allein, bei 
Gegznwart von Glutamin + NH,CI (0,0033-m.). Ausgezogene Kurven: Werte ohne Malo- 

natzusatz; gestrichelte Kurven: Werte mit Malonat. 

U r e i d o g l u t a r s a u r e  u n d  Ci t ru l l insynthese .  
Wir haben in friiheren Arbeiten uber die Harnstoffsynthese auf die Moglichkeit 

hingewiesen, dass bei der Bildung des Citrullins aus dem Ornithin zunachst an einem 
,,Trager" eine Carbamylgruppe (-CONH,) aufgebaut und nachtraglich auf die &Amino- 
gruppe des Ornithins ubertragen wird, in Analogie zur Amidiniibertragung bei der Kreatin- 

l) F.  Leuthardt, Expos& Ann. Biochimie Mkdicale, publ. p. M. Polonovski 8, 7 (1948). 
2, H.Fahrlander, P. Facarger und F.  Leuthardt, Helv. 31, 942 (1948). 
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synthese. Die primare Bildung einer Xieqfried'schen Ciirbitminosaure mit CO,, wie Krebsl) 
sie ursprunglich angenommen hatte, ist nicht moglic 11, weil dam eincl nicht ionisierte 
NH,-Gruppe mit CO, reagieren muss. Unter physiologibchen Vcrhaltnissen 1st aber die 
6-Aminogruppe des Ornithins vollstandig ionisiertl). 

Wir haben von diesem Gedankengmg ausgchend als Modell- 
substanz die a-Ureidoglutarsaure (N-Carl~~rnylglutaminsaurc.) unter- 
sucht und dabei gefunden, dass bei Gegeliwiirt ron NH4--1onen und 
Fumarat Ureidoglutarsaure Citrullin liefvrl . (Die I":tr~)c.nt\~ricklung 
mit Diacetylmonoxim ist bei der a-Ureidoglul arshure im Vergleich zum 
Citrullin so gering, dass bei der Citrullinbclst imniiirig kein Fdiler ent- 
steht.) Ohne Fumarat ist die Substanz iinwirkssm. Seithcr haben, 
wie erwahnt, Cohen und GrisoZia3) uber Vvrsuche mit tler gleichen 
Substanz berichtet. Sie fanden, dass Tirei(log1ut:Lrsiiure ill Gcgenwart 
von NH,+-Ionen, aber in Abwesenheil von Hydrogericm-bonat 
10-15 ma1 mehr Citrullin bildet als die gl~~iclie Blerige Glataminsaure. 
Bei Gegenwart von Hydrogencarbonat i \ t  sie immer ]loch 2-3 ma1 
aktiver als die Glutaminsaure. Wir habell tliew Xehultat e l)estatigt, 
fanden aber im Hydrogencarbonatmilieu die Ureidosaure niir wenig 
aktiver als die Glutaminsaure. Bei R1)wc.senlieit von Hydrogen- 

ri-,sche- 
~~ 

D mmmmrm 1 7  
a-I reido- Glutaminsiiurs 1 : I ~ ~ t a i i ~ i ~ i  

gliitarsiure 
Fig. 5 .  

C i t r u l l i n s y n t h e s e  a u s  a - U r e i d o g l u t a r s a u r c .  11.5 cnia 33"; H~itiii)g~~iiat in 3 cm3 
Gesamtvolumen. Ornithin, XaHCO,, Adenosintriplil)sl,hat,, hlgN )4 11 ie 1.1.r~. Fig. 1. 
a-Ureidoglutarsaure 0,0033-m., Glutaminsgure, Gliitatnin, PITH,( '1 iibt.mIl 0,0066-m. ; 
Fumarat 0,0166-m. Versuchsdauer 25 Min. Citrullinl~iltiung in ;'. J>ie Iinke Saule eincs 
jedcn Paares gibt den Wert ohne NaHCO, (in Luft gwvliiittelt), die rerlite twi Gcgenwart 
von XaI-ICO,. Gruppe links: Homog ( hen; Grupl)e r(.cxltts: Homogcnst 

I )  H .  A .  Krebs, Ann. Rev. Biochem. 5, 261 (1936). 
2) F.  Leuthardt und R. Brunner, Helv. 30, 95'3 i l 9 4 i ) .  
3, P. P. Gohen und S.  Grisolia, J. Biol. Cheni. 174, 389 ( l !M) .  
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carbonat bet,rug in unseren Versuchen der maximale Untersehied 
etwa das 4-faehe. Die Aktivitat des Fermentpraparat'es gegeniiber 
Ureidoglutarsiiure nimmt beim Ruswaschen stark ab, wahrend die Ak- 
tivitiit gegeniiber Glutaminsaure kaum verandert wird. Im  Versuch, 
der in Fig. 5 dargestellt wird, gibt das 3 ma1 ausgewaschene Homogenat, 
ini hydrogenearbonatfreien Milieu mit Tireidoglutarsaure nicht mehr 
Cit.rullin als mit Glutaminsaure ; bei Gegenwart \Ton NaHCO, erhalt 
man aus der Ureidosaure sogar weniger als aus der Glutaminsaure. 

Ein beqonders interessantes Resultat von Cohen und Grisoliu ist das folgende: ,,In the 
presence of ammonia, incubation of carbampl-L-glutamic acid with the enzyme system 
aerobically followed by the addition of ornithine on anaerobic incubation results in citrul- 
line synthesis. All efforts to date to make the over-all reaction ornithim+ citrulline pro- 
cwd anaerobically have been unsuccessful." Es scheint demnach, dass wahrend der ersten 
Phase in Bbwesenheit von Ornithin ein Zw-ischenprodukt gebildet wird, das in der folgen- 
den anaeroben Phase mit Ornithin reagiert und Citrullin liefert. 

Tn der Weiterverfolgung dieser Versuche, wobei Nitochondriensus- 
pension verwendet wurde, haben wir die folgenden Feststellungen ge- 
macht : Man erhalt bedeutend mehr Cit,rullin, wenn man wahrend der er- 
sten Phase ausser Ureidoglutarsaure und Ammoniaksalz noch Glutamin- 
saure zusetzt' (Fig. 6).  Ammoniumglutamat lasst sich durch Glutamin er- 
setzen. Bei Gegenwart von Glutaminsaure kann man die Konzentration 
der Ureidoglutarsaure bedeutend herabsetzen, ohne die Citrullinausbeute 
entsprechend zu verringern (Fig. 6). Ureidoglutarsaure ist unwirksam, 
wenn dem Milieu nkht  Fumarat zugesetzt wird. Dagegen ist bei Ge- 
genwart von GlutaminsDure Fumaratzusatz iiberfliissig. Fumarat hat 
dann sogar eher eine hemmende Wirkung auf die Citrullinsynthese. 

Y 

I0 20 /4 Mffl 
Fig. 6. 

Ci t r  u l l ins  y n t hese in] z wei p has i sc  he n Versuc h. Mitochondriensuspension, 0,s cm3 
in 3 cm3 Gesamtvolumen. Ornithin, KaHCO,, Adenosintriphosphat, MgSO, wie Vers. 
Fig. 1. Glutaminsaure 0,013 m., P\'H,CI 0,0033-m. Die Ansatze wurden in Warburg- 
Gefasschen zuerst 30 Min. unter zeroben Bedingungen ohne Ornithin geschiittelt, dann der 
Sauerstoff durch Stickstoff (5% CO, enthaltend) verdrangt, das Ornithin aus dem Anhang 
eingekippt und 30 Min. weiter geschuttclt. Abszisse: Konzentration der a-Ureidoglutar- 
saure in pMol pro 3 cm3. Ordinate: Citrullinbildung in y ;  o bei Gegenwart von Ureido- 
glutarsaure, SH,CI und Fumarat (0,0166-m.), bei Gegenwart von Ureidoglutarsaure, 

Glutaminsaure und XH,Cl. 
48 
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Diskuss ion  
Bus den beschriebenen Versuchen ergibt sich in erhtcr Linie (lie 

Frage, welche Rolle das Glutamin bei der ('it rullinsynthese spielt. Im 
Hereich hoher Substratkonzentrationen (1 gl. Fig. I, 4) rrgibt Glut- 
amin mit und ohne Zusatz von Ammoniuinsalzen hohere Susbeuten 
an Citrullin als Glutaminsaure. Diese Uberlegenheit des Amicls iibrr 
die Saure kann nicht durch Hydrolyse crklart werden, sonst wiirde 
Glutamin hiichstens so vie1 Citrullin liefern als die Glut aminsaure. 
Bs ware zwar denkhr ,  dass ein Ubersclr uss \-on Ammoniiimionen 
den Vorgang hemmt nnd dass das Glutaniin tleshalh wirkssmer er- 
scheint, weil die Saureamidgruppe das Amitioniak riirr allniahlich ah- 
gibt. Diese Annahme trifft aber nicht zu, tlenn tlic n'irkmiikeit deb 
Glutamins bleibt je nach seiner Konzentixtion bei %us 
moniumionen entweder unverandert oder wird st a 
(Fig. 1, 4). Unsere Beobachtungen musstin also ilahin in  teiyretierl 
werden, dass die Saureamidgruppe des GI ntamins bci tlrr H,mthesr 
eino spezifische Funktion hat. 

Andererseits lassen es die bisherigen \'wsucaht. :ils n enig wahr- 
scheinlich erscheinen, dass das Glutamin chine direktc Zwisclienstufe 
der Synthese darstellt. Gegen eine solche ,\nnahme spriclit st~ine Un- 
wirksamkeit in kleinen Konzentrationri I. Unt erhalb vinrr Kon- 
zentration Tron etwa 3 ,u IVlol/cm3 liefert i h s  System Ghit aminsaure- 
Ammoniumionen unter allen Bedingungcii mchr Citrullin a18 tlas 
Glutamin, und diese Konzentration ist inimer novh 1)rtr:ichtlich 
hoher als die in den Geweben durch dirvkle Ness img  
Menge (vgl. HamQZto.nl), Perdman und Mitiwl)eiterz)). Die 
heit des Glutamins gegenuber der Glutaniinsaure bei hohcren Kon- 
zentrationen lasst aber den Schluss zu, (lass ilas 
Zwischenprodukt der Synthese in enger Ikziehung 

Ebenso schwierig ist die Rolle der cc-1 ~rc.idoglull;irsjiire ZII hew- 
teilen. Die Substanz ist bisher nicht a h  riaturliches Protliikt deh 
Stoffwechsels nachgewiesen worden. Es is1 iniiglich, dass tlic Carb- 
amylgruppe ( -CONH,) der Ureidosaure :LU f irgendeirie n'ciise auf 
die 8-Aminogruppe des Orriithins ubertraqeri wmlen kanii, ahnlkli 
wie bei der Kreatinsynthese die Amidingr~ippe ties ,Argiriins auf (lie 
Aminogruppe des Glykokolls iibertragen i i d .  Xit clieser Annahnic 
ist die Tatsache vereinbar (Cohcrz und 01 i s d i a ) ,  (lass I 
saure auch ohnc Hydrogencarbonat Citrulliii bildct. Dagcycn iht riicht 
verstandlich, warum ohne Ammoniumionc~n kein Citriillin entsteht. 
>Ian musste annehmen, dass das Ammoniunis:dz indirekt bvirkt, int1c.m 
es in einem Gleichgewicht teilnimmt und in diescr \l*eiho tlrn Berfall 
eines Zwischeriproduktes verhindert. 

l) P. H. Hamilton, J. Biol. Chem. 158, 397 (1945). 
2, D. L.Ferdman, 8. R. Frenkel und L. I. S t l u k o i ~ ,  Biolihinria 7, 43 (1942) ( c i t .  11. 

Jf. Archibald, Chcm. Rev. 37, 161 (1945)). 
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Wie im experimentellen Teil mitgeteilt wurde, erhalt man be- 
deutend erhohte Ausbeuten an Citrullin, wenn im zweiphasischen 
Versuch das Milieu neben Ureidoglutarsaure und Ammoniumionen 
noch Glutaminsaure enthalt. Die Ammoniumionen sind auch bei 
Gegenwart von Glutaminsaure unentbehrlich, doch kann das Am- 
moniumglutamat durch Glutamin ersetzt werden. Es ist aber in 
diesem Fall nicht moglich zu entscheiden, ob das Amid in spezifischer 
Weise reagiert oder einfach durch Hydrolyse Ammoniumionen und 
Glutaminsaure liefert. Versuche iiber den Abbau der Ureidoglutar- 
saure in Leberhomogenaten, iiber die wir spater berichten werden, 
haben gezeigt, dass die Ureidosaure zum Teil in Glutaminsaure iiber- 
geht. Erst eine genauere Analyse der Reaktion wird daruber Auf- 
schluss bringen, ob unter allen Umstanden wahrend der ersten 
(aeroben) Phase der Reaktion neben der Ureidosaure auch Glutamin- 
saure vorhanden sein muss. 

Die Notwendigkeit, der Ureidoglutarsaure noch Fumarat zuzu- 
setzen (vgl. S. 752), erklart sich wahrscheinlich durch die mangelnde 
oxydative Resynthese des Adenosintriphosphats, wenn ausser der 
IJreidosaure kein anderes Substrat zugegen ist. Wie in friiheren 
Untersuchungen gezeigt wurde, liefert die Glutaminsaure geniigend 
Fumarat, um die Phosphorylierung aufrechtzuerhalten, so dass sich 
in diesem Fall der Fumaratzusatz eriibrigt. 

Die Fixierung der Kohlensaure bei der Synthese des Citrullins 
aus dem Ornithin ist somit ein noch nicht gelostes Problem. Die Ver- 
suche von Gohen und Mitarbeitern zeigen aber, dass die Glutamin- 
sQure daran beteiligt ist. Wie schon erwahnt, ist die primare Bildung 
einer Xiegfried’schen Carbaminosaure mit der Aminogruppe des Orni- 
thins nicht moglich, weil sich die Carbaminosauren nur aus einer nicht 
ionisierten Aminogruppe und Kohlendioxyd bilden konnen, die 
8-Aminogruppe des Ornithins dazu aber zu basisch istl). Um dieser 
Schwierigkeit auszuweichen, haben wir friiher die Ansicht entwickelt, 
dass das CO, zuerst als Carboxyl in 8-Stellung zu einer Carbonylgruppe 
fixiert und darauf in ein Saureamid iibergefuhrt wird ; darauf sollte 
eine Ubertragung der gebildeten --CONH- Gruppe auf das Ornithin 
erfolgen2). Versuchsdaten, die seither bekannt geworden sind, zeigen, 
dass eine derartige Annahme aber wenig wahrscheinlich ist. Xackenxie 
und Du Vigneaud3) haben nach Verfutterung von Methionin, das in 
der labilen Methylgruppe mit radioaktivem Kohlenstoff markiert war, 
den Isotopengehalt der Atmungskohlensaure und des Harnstoffs ver- 
glichen und identische Werte gefunden. Wiirde, wie oben angenom- 
men, das C-Atom des Harnstoffs aus einer Carboxylgruppe stammen, 
die auch durch direkte Oxydation einer Kohlenstoffkette entstehen 

l) F.  Leuthardt und R. Brunner, Helv. 30, 958 (1947). 
2, F. Leutlmrdt und B. Glasson, Helv. physiol. pharmacol. acta 2, 549 (1944). 
”) C. G. Mackenzie und V .  D u  Vigneuud, J. Biol. Chem. 172, 353 (1948). 
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kann (,B-Carboxyl der Oxalessigsaure oder tler Osal~)ertistc~insaure), 
so miisste der Harnstoff weniger lac en1 1i;dteii iblh die ,\tmungs- 
kohlensaure. Die Befunde der genannten Autoren sprivahen dafiir, 
dass die Kohlensaure die einzige Quelle deh ( ’-Atonis irn ITfmstoff ist. 
In einer vor kurzeni erschienenen hrbeit habcn :iiic*h Grisolia untt 
Cohen l) den Nachweis geleistet, dass das C’i  tiullin, wel(~1ics im Leber- 
homogenat gebildet m;ird, gleich riel 14C (.tit hWt \vie das  zugesetzte 
Hydrogencarhonat . 

Die zuerat VOIL Zeuthccrdt und Glnssoqir2j rntwickclte .\nskht, das2: 
bei der Citrullinsynthese die Kohlenslure uiid tlas hmnioniak nicht 
direkt auf der Ornithinmolekel, sondern huvrst auf cLinrni ,,Tr%ger‘‘ 
fixiert werden, der erst sekundar mit tl(1ni Oimithin rragiert, hat 
(lurch alle neuern Untersuchungen an Wali~scheinlichkcit gewonnen. 
Aber dsr urspriinglich angenommene Mec11;~~iismus drr Xc.:tktion ent- 
spricht jedenfalls nicht der Wirklichkeit. I l k  stark(> Ifrhiihung der 
Harnstoffbildung in der Leber durch Pyru\ :tt, (lie zu  jcrirr. Aimahme 
gefuhrt hatte, erklart sich durch die Verwanilhmg tles l’yrnvats in Glu- 
tamins5iure3). Die letztere erscheint bei Scliiiitt\.’crsnclieu unwirksam, 
weil sie 1-icl schlechter in das intakte Gewehi1 eindringt a l x  tlas I’yruvat. 

Zusammenfassu  11:: 
1. Wir haben die Synthese des Citrullins aus Orriithin tliirch die 

Mitochondrienfraktion der Leber (Ratte) hili Gcgenwart  on Glut- 
amin untersucht. Bei Glutaminkonzentratiomn voii 20--:30 [ I  JLollcm3 
ist das Amid mit oder ohne Zusatz von ~~trirnoniumsalzc~i tier Glut- 
aminsaiure plus Ammoniumsalz stark iiberlrgen. Bei kleinen Iionzen- 
trationen, unter 3 ,u Mol/cm3 liefert al>er* die Glut:tmins&iir.c unter 
allen Umstanden mehr Citrullin als das Glutamin. E s  i h t  a h  wenig 
wahrscheinlic.h, dass das Glutamin eine clir.ekttb Bn.ischcnhtufc der 
Synthese ist. Die Wirksamkeit des Amids labst sich andercmchits aber 
nicht einfach durch die Hydrolyse der ~;Ritreamidgrupp~~ vrklaren. 
Dieselbe scheint eine spezifische Funktion zu hiiben. Das Glutamin 
steht offenbar zu einem Zwischenglied (lei, (’itrulliris~ntlir~sir in enger 
Beziehung. 

2. Die cc-Ureidoglutarsaure liefert h i  (iegenwart yon blurriarat 
und von Rmmoniumsalzen ebenfalls Citriillrn. Wir haloeii das  Ver- 
helten der Ureidoglutarsaure unter verschicd(Anen Bedingungm unter- 
sucht unci konnen die Ergebnisse Iron ( ‘ o h ~ n  and Grisoliu, die zu 
unserer Kenntnis gelangt sind, wahrend ili(w- Untei*siichiiiig i r i i  Gang 
war, im wesentlichen bestatigen. 

Ziirich, Physiologisch-Cliemisches 1 iihtitut tler l’iiivwsititt. 

l) S.  Grisolia und P. P. Cohen, J. Biol. C’hem. 176, 929 (t91X). 
2, F .  Leuthardt und B. G ~ W S O T L ,  Helv. physiol. ph.mriaco1. acta 2, 519 (1944), 
3, H .  Fahrlander, H .  Nielsen undF. Leuthardt, Hi.I\ .  31, 9.57 (1948). 


