744 HELVETICA CHIMICA ACTA.

98. Biologische Citrullinsynthese, Glutamin
und a-Ureidoglutarsiure®)
von F. Leuthardt, A. F. Miiller und H. Nielsen.
(28. XIL. 48.)

Die Synthese des Citrullins aus Ornithin, Ammoniak und Kohlen-
saure geht, wie Cohen und Hayano?) sowie Borsook und Dubnoff®)
gezeigt haben, nicht nur im intakten Gewebe, sondern auch in der
homogenisierten Leber vonstatten, wenn man das Homogenat durch
Glutaminsiure und A.T.P. (Adenosintriphosphat) ergiinzt. Cohen und
Mitarbeiter haben auch gefunden, dass das Fermentsystem, welches
die Synthese bewirkt, in der abzentrifugierbaren Fraktion des Homo-
genats enthalten ist. Wir konnten den Nachweis leisten, dass es in den
Mitochondrien lokalisiert ist (Leuthardt und _Miiller?)). Wenn man mit
ausgewaschenem Homogenat oder mit reinen Mitochondrien arbeitet,
bleibt die Reaktion beim Citrullin stehcn. Zur Tberfithrung des
Citrullins in Arginin durch die Glutaminsiure (Reaktion von Borsook
und Dubnoff) ist das komplette Homogenat notig.

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, dass zur Citrullin-
synthese aus Ornithin ausser Kohlensdure wuch Glutaminsiure und
Ammoniak unentbehrlich sind. Auf Grund dieser Tatsache und
fritherer Versuche iiber den Einfluss des Glutamins auf die Harnstoff-
synthese haben wir die Frage untersucht, ob Glutamin in irgendeiner
Weise an der Reaktion teilnimmt. Diese Untersuchung bildet den
Hauptgegenstand der vorliegenden Arbeit. 1is zeigt sich, dass Gluta-
min die Glutaminsiure ersetzen kann und dass unter geeigneten Be-
dingungen die Citrullinsynthese in Gegenwart von Glutamin, auch
bei Abwesenheit von Ammoniak, bedeutend hohere Ausbeuten gibt
als in Gegenwart von Glutaminsidure und Ammoniak. Wahrschein-
lich kann aber das Amid trotzdem nicht als Zwischenstufe der Syn-
these angesehen werden.

Ein Hauptproblem der Citrullinsynthese ist die Fixierung der
Kohlensdure. Wir haben a. a. Ort?) die Griinde angefiihrt, die eine
sukzessive Addition von CO, und Ammonink an das Ornithin unter
intermedidrer Bildung einer Siegfried’schen Carbaminsiure als un-

1) Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz Hoffinann-La Roche-Stiftung zur For-
derung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz ausgefiihrt, der wir fiir ihre
Unterstiitzung den besten Dank aussprechen.

2y P. P.Cohen und M. Hayano, J. Biol. Chem. 170, 687 (1947).

8) H. Borsook und J. W. Dubnoff, J. Biol. Chem. 169, 461 (1947).

4) F. Leuthardt und A. F. Miller, Exper. 4, 475 (1948).

5) F. Leuthardt und R. Brunner, Helv. 30, 958 (1947).
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wahrscheinlich erscheinen lassen. Vom Gedanken ausgehend, dass
eventuell das Citrullin durch die Ubertragung einer vorgebildeten
Carbamylgruppe — dhnlich der Amidinverschiebung bei der Kreatin-
synthese — entstehen kénnte, haben wir das Verhalten der «-Ureido-
glutarsdure untersucht. Es hat sich gezeigt, dass in der Tat aus
Ureidoglutarsiure, Ammoniumsalz und Ornithin Citrullin gebildet
wird, aber nur, wenn gleichzeitig Fumarat zugegen ist. Vor Abschluss
dieser Versuche erschien eine Mitteilung von Cohen und Grisolial), in
welcher, offenbar von #hnlichen Uberlegungen ausgehend, das Verhalten
der Ureidoglutarsidure eingehend untersucht wird. Wir werden im fol-
genden auch unsere Versuche mit der Ureidosiure kurz bechreiben und
dabei auf die Resultate von Cohen und Grisolia zu sprechen kommen.

Experimenteller Teil.
A. Material und Methoden.

Tiermaterial. Es wurden optimal ernahrte Albinoratten hauptsichlich ménnlichen
Geschlechts im Gewicht von 150—200 g verwendet. Vor dem Versuch wurden die Tiere
48 Stunden auf Hunger gesetzt.

Herstellung des Homogenats. Alle im folgenden beschriebenen Prozeduren
wurden bei 0° (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 Elvehjem?) gewdhnlich in 3 Teilen des Salzgemisches (isotonische
KCl-Losung oder isotonisches Gemisch von KCl und 0,017-m. Phosphatpuffer p;; 6,7)
homogenisiert. Das Homogenat wurde dann durch zwei Schichten Gaze koliert.

Wir haben festgestellt, dass bei Verwendung von nicht gepufferter isotonischer KCl-
Lésung wihrend der Herstellung py-Anderungen eintreten, die in verschiedenen Homo-
genaten betriachtliche Schwankungen aufweisen (Messung mit der Glaselektrode). Wir
haben daher, wie angegeben, in einigen Versuchen der KCl-Losung schon beim Homo-
genisieren Phosphatpuffer zugesetzt; der pg-Wert der Fermentpriparate bleibt unter
diesen Bedingungen konstant. Da eine Erhshung der Phosphatkonzentration eine Hem-
mung der Citrullingynthese bewirkt, wurde bei diesen Versuchen darauf geachtet, dass
der Gesamtgehalt der Ansétze an Phosphat nicht erh6ht wurde.

Herstellung des Fermentpraparates. Das Homogenat wurde nach den An-
gaben von Coken und Hayano 10 Minuten bei ca. 2000 g (Zentrifugalbeschleunigung =
2000 x Erdbeschleunigung) zentrifugiert, das Uberstehende verworfen und der Riick-
stand mit isotonischer KCl-Lésung oder isotonischem Gemisch von KCl und 0,017-m.
Phosphatpuffer aufgenommen und zum urspriinglichen Volumen erginzt. 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-mal gewaschenem Ferment die Rede ist,
50 bedeutet dies, dass die eben beschriebene Prozedur des 5 Minuten langen Auszentrifu-
gierens bei 2000 g und das Wiederaufnehmen im urspriinglichen Volumen Salzlgsung
n-mal wiederholt wurde. Die Anzahl der Auswaschungen, die von verschiedenen Praparaten
ohne wesentliche Abnahme der Aktivitit ertragen werden, ist starken individuellen
Schwankungen unterworfen. Im Verlauf mehrerer Zentrifugierungen 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 Aktivitit der Praparate rasch abnahm.

1y P. P. Coken und 8. Grisolia, J. Biol. Chem. 174, 389 (1948).
2) V. R. Potter und A. Elvehjem, J. Biol. Chem. 114, 195 (1936).
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Herstellung der Mitochondriensuspension. Im spatern Verlauf unserer
Untersuchungen gelang es uns nachzuweisen, dass der wirksame Bestandteil unserer
Priparate die Mitochondrien sind. Wir haben bei ihrer Abtrennung von den iibrigen Zell-
bestandteilen uns an die Angaben von Hogeboom und Mitarheitern!) gehalten, die
Saccharose aber durch Mannit ersetzt, weil im saccharosehaltigen Milieu die kolori-
metrische Citrullinbestimmung undurchfiihrbar ist. Die Einzelheiten sind a. a. Ort be-
schrieben (Leuthardt und Miiller?)). Da uns zum Auswaschen der reinen Mitochondrien-
suspension keine geniigend schnelle Kiltezentrifuge zur Verfiigung stand, haben wir zur
Entfernung der 15slichen Zcllbestandteile das mit dem gewohnlich verwendeten KCI-
Milieu hergestellte Homogenat einmal auszentrifugiert. [n Elektrolytlosungen agglutinieren
die Mitochondrien und sedimentieren leicht bei 2000 g. Das Uberstehende wird wieder
verworfen. Nimmt man nun den Niederschlag in einer isotonischen Mannitlosung aunf, so
konnen die Kerne und Zelltriimmer bei 2000 g leicht auszentrifugiert werden, wahrend
die Mitochondrien in Suspension bleiben. Das Sediment ist inaktiv. Das Uberstehende,
das die ganze Aktivitit enthalt, erweist sich im Phasenmikroskop als reine Mitochondrien-
suspension mit nur ganz wenigen andersartigen Elementen, hauptsichlich Fettropfehen.
Morphologisch prisentieren sich die Mitochondrien als Kiigelchen, was als Zeichen be-
ginnender Wasseraufnahmne (,,Potocytose‘‘) gedeutet werden kann. In der unverdnderten
Zelle zeigen sie mehr lingliche Formen. Wir fiihren diese Andeutung einer heginnenden
Schadigung auf die Verwendung von isotonischen Elcktrolyten wahrend der ersten Phase
der Darstellung zuriick. Nach der urspriinglichen Methode von Hogeboom und Mitarbeitern
bereitet, d. h. bei Vermeidung von Elektrolyten und bei Verwendung reiner, hyper-
tonischer Saccharoselosung, behalten die Mitochondrien ihre urspringliche Form bei. Eine
Reihe von Kontrollversuchen hat uns gezeigt, das< man mit reinen Mitochondrien-
suspensionen die gleichen Resultate erhilt wie mit den oben heschrichenen, mehrfach
ausgewaschenen Homogenaten. Die Aktivitat pro mg N ist stark gesteigert. Wir missen
also annehmen, dass diesc geformten Elemente die gesamten fiir die Ctirullinsynthese not-
wendigen Fermente enthalten.

Milieu und Versuchsdauer. Als Milieu dientc, wenn nichts anderes bemerkt ist,
0,017-m. Phosphatpuffer und KCl, das bis zur Isotonic der Gesamtlosung zugesctzt wurde,
Gesamtvolumen 3,0 em?®, Gasatmosphare 959% O, + 5°, CO,, wenn nichts anderes be-
merkt ist. Die Ansidtze wurden in 25 cm3-Erlenmeyer-Kolbchen wihrend 30 Minuten im
Wasserbad bei 38° geschiittelt.

Substanzen. Die meisten verwendeten Produkte wurden von £. Hojfmenn-La Roche,
Basel, bezogen. Oxalacetat wurde aus dem Na-Salz des Didthvlesters nach Krempitz und
Werkman®) bereitet, a-Ketoglutarsiure nach Wislicer s und Waldmiillert), (lutamin aus
Riibensaft nach Vickery und Mitarbeitern®). a-Ureiodoglutarsidure wurde aus 1.(+ )-Gluta-
minsdure und Kaliumeyanat nach bekannten Methoden dargestellt. Cvtochrom C wurde
aus Herzmuskel naeh Keilin und Hartree) gewonnen.

Analytische Methoden.

Citrullinbestimmung nach Archibald?): Kolovimetrische Ablesung im Zeiss-
Photometer (Filter S 50) nach 15 Minuten Erhitzen im sicdenden Wasserbad und 10 Minu-
ten Abkiihlen im kalten Wasser, beides unter Lichtabschluss. Es wurden jedesmal 4 be-
kannte Citrullinkonzentrationen mitgefiihrt. Durch gecignete Verdiinnung wurde erreicht,
dass in den zur Bestimmung verwendeten Volumen Lisung immer zwischen 15 und 35 y
Citrullin vorhanden waren.

Y Q. H. Hogeboom, W. C. Schneider und G. E. Pallade, J. Biol. Chem. 172,619 (1948).
2) F. Leuthardt und A.F. Miller, Exper. 4, 478 (1948).

3y L.O. Krampitz und C. H. Werkman, Biochem. J. 35, 595 (1941).

8) W. Wislicenus und M. Waldmiiller, B. 44, 1564 (1911).

%) H. B. Vickery, G. W. Pucher und H. E. Clark, J. Biol. Chem. 109, 39 (1935).
8) D. Keilin und E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. Ser. B 122, 298 (1937).

") R. M. Archibald, J. Biol. Chem. 156, 121 (1944).
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Argininbestimmung: Wegen des hohen Arginasegehaltes des Leberhomogenats
wird Arginin rasch zu Harnstoff und Ornithin gespalten. Der Harnstoff wurde mano-
metrisch nach Krebs und Henseleit!) mittels ,,Arlco*“-Urease bestimmt.

Die Reaktion von Fearon?) (Bildung eines gelbroten Farbstoffs mit Diacetyl-
monoxim), die der Citrullinbestimmung von Gornall und Hunter und von Archibald zu
Grunde liegt, gibt zwar unter den bekannten, im tierischen Gewebe vorkommenden
Stoffen nur bei Citrullin und beim Harnstoff eine hohe Farbintensitit; sie ist aber keines-
wegs eine spezifische Reaktion fiir das Citrullin. Wir haben deshalb in einigen Versuchen
das gebildete Citrullin noch auf biochemischem Weg zu identifizieren versucht, indem wir
am Versuchsende frisches, vollstindiges Leberhomogenat und Glutaminsiure zusetzten.
Unter diesen Bedingungen wird das angehéufte Citrullin durch die Reaktion von Borsook
und Dubnoff in Arginin und weiter in Harnstoff iibergefiihrt. Die erhaltenen Mengen Harn-
stoff waren innerhalb der Fehlergrenze der kolorimetrisch bestimmten Menge ,,Citrullin®
dquivalent. Wenn man nicht annehmen will, dass ein unbekannter Korper gebildet wird,
der sowohl die Farbreaktion des Citrullins gibt, als auch in Gegenwart von Glutaminsaure
Arginin bildet, sprechen diese Versuche fiir die Identitit des kolorimetriseh bestimmten
Korpers mit dem Citrullin.

Glutamin wurde nach den Angaben von Leuthardt und Bujard?®) bestimmt, wo-
nach die Losung mit Permutit vorbehandelt und bei py 6,5 wahrend 2 Stunden im sieden-
den Wasserbad erhitzt wird. Das Ammoniak wurde nach Sobel und Mitarbeitern?)
im Luftstrom destilliert und in Borsadure aufgefangen.

B. Ergebnisse.
1. Vergleich von Glutaminsiure und Glutamin.

Cohen und Hayano haben festgestellt, dass Zusatz von Hydrogen-
carbonat- und Ammoniumionen nicht geniigt, um im zentrifugierten
Homogenat Ornithin in Citrullin iiberzufiihren; es muss Glutamin-
siure zugegen sein. Wir kénnen die Angaben der genannten Autoren
in allen Teilen bestidtigen. Die Citrullinsynthese kann also nicht wie
die Reaktion von Borsook und Dubnoff auf einer einfachen Umaminie-
rung beruhen, an der die Glutaminsiure beteiligt ist.

Die weitere Verfolgung der Reaktion zeigte, dass man das
Ammoniumglutamat durch Glutamin ersetzen kann. Typische Ver-
suche sind in Fig. 1 und 4 dargestellt. Man erhilt dasselbe Resultat
sowohl mit dem mehrfach ausgewachsenen Homogenat (Fig. 4) wie
auch mit reinen Mitochondrien®) (Fig. 1). 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 Glutaminsdure. Bei Abnahme
der Substratkonzentration sinkt aber die Wirksamkeit des Glutamins
rasch ab und bei sehr kleiner Konzentration ist die Glutaminsdure
immer iiberlegen. Asparagin, an Stelle des Glutamins zugesetzt, ist ganz
unwirksam.

1y H. A. Krebs und K. Henseleit, Z. physiol. Ch. 210, 33 (1932).
2y W. R. Fearon, Biochem. J. 33, 902 (1939); 4. G. Gornall und 4. Hunter, Biochem.
J. 35, 650 (1941).
3) F. Leuthardt und E. Bujard, Helv. med. acta 14, 274 (1947).
A. E. Sobel, M. Mayer und S. P. Gotifried, J. Biol. Chem. 156, 355 (1944).
F. Leuthardt und A4. F. Miller, Exper. 4, 478 (1948).
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Beim mehrfachen Auswaschen des Homogenats nimmt seine
Aktivitit gegeniiber Ammoniumglutamat allméhlich ab; dagegen
bleibt die Aktivitit gegeniiber Glutamin anndhernd konstant. Dieses
Verhalten wird durch Fig. 2 belegt. Mit dem Auswaschen nimmt aber
auch der N-Gehalt des Homogenats ab und es zeigt sich, dass die auf
den Stickstoffgehalt bezogene Aktivitit gegeniiber Ammonium-
glutamat wihrend der ersten Auswaschung tatsichlich zunimmt.
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Fig. 1.

Citrullinsynthese bei Gegenwart von Glutaminsiure oder Glutamin. Alle
Ansiitze (Gesamtvolumen 3 em?) enthalten Ornithin (0,0033-m.), NaHCO; (0,0135-m.),
Adenosintriphosphat (0,001-m.), MgS80, (0,01-m.), 0,3 em?® Mitochondriensuspension
(= 0,85 mg N). Gasatmosphire Sauerstoff+5 Vol.%, C0,. Versuchsdauer 30 Min., Tem-
peratur 38°. Abszisse: Konzentration der Glutaminsiure oder des Glutamins in uMol pro
Ansatz. Ordinate: Citrullingynthese in . e bei Gegenwart von Glutaminsiure + NH,Cl
(0,0067-m. bzw. 0,0033-m. bei der kleinsten Glutaminsiurekonzentration); o Glutamin
(ohne Zusatz); o Glutamin + NH,Cl (Konzentration wie bei der Glutaminséiure).

Nach unseren Erfahrungen ist aber auch der N-Gehalt keine sichere
Vergleichsbasis fiir die Aktivitit der Priiparate, da dieselben ausser
dem N der Mitochondrien noch Stickstoffverbindungen enthalten,
die nicht zum Fermentkomplex gehoren. Wir kénnen daher auch nicht
mit Sicherheit angeben, ob die allméhliche Verschiebung der Aktivitit
zugunsten des Glutamins im Verlauf des Auswaschens auf der Ent-
fernung von Faktoren beruht, welche die Reaktion der Glutamin-
siure begiinstigen, oder von solchen, welche die Reaktion des Glut-
amins hemmen.

Die Konzentration, bei der das Glutamin ebensoviel Citrullin
liefert wie das Ammoniumglutamat, ist bei verschiedenen Ferment-
praparaten etwas verschieden. Sie liegt fiir Glutamin - Ammoniak
meist zwischen 3—6 g Mol/em3, fir Glutamin ohne Ammoniak-
zusatz bei 10—15u Mol/em3.
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Die geringe Wirksamkeit des Glutamins bei kleinen Konzen-
trationen konnte darauf beruhen, dass das Amid, im Gegensatz zur
Glutaminsdure, durch eine sekundire Reaktion rasch verbraucht
wiirde. Dies ist aber nicht der Fall. Die direkte Bestimmung des am
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Auswascheffekt. Homogenat mit isot. KCl+0,017-m. Phosphatpuffer vom pyg 6,7

bereitet; 0,5 cm® in 3 cm?® Gesamtvolumen. Ornithin, NaHCO,, Adenosintriphosphat,

MgSO, wie im Vers. Fig. 1. Glutaminsédure, Glutamin 0,0166-m.; NH,C1 0,0033-m. Citrul-

linbildung in y; schwarze Siulen: in Gegenwart von Glutaminsiure+ NH,Cl; weisse

Saulen: in Gegenwart von Glutamin (ochne NH,Cl). I, II, III, IV: das Homogenat wurde
1mal, 2mal, 3mal, 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 Glutaminsidure allméhlich in kleinen Anteilen zugesetzt. Diese
Versuche, die wir nicht einzeln mitteilen wollen, bestitigen, dass eine
bestimmte minimale Konzentration des Glutamins vorhanden sein
muss, damit es wirksam wird.

Abhingigkeit von Adenosintriphosphat.

Wir konnten die Befunde von Cohen und Hayano bestitigen, wo-
nach die Citrullinsynthese von der Konzentration des zugesetzten
A.T.P. abhingig ist. Bis zu etwa 0,3 u Mol A.T.P./em3 steigt die Um-
satzgeschwindigkeit proportional der A.T.P.-Konzentration an. Von
etwa 0,6 u Mol/em® an nimmt sie nur noch wenig zu.

Einfluss von Dicarbonsiuren und Ketosiduren.

a-Ketoglutarsdure in Gegenwart von Ammoniumsalzen kann die
Glutaminsiure teilweise ersetzen; das ausgewaschene Homogenat ent-
hilt also die Glutaminsduredehydrase, welche die reduktive Aminie-
rung der Ketoglutarsiure zur Glutaminsiure ermdoglicht.
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Zusatz von Fumarat ist fir die Synthese nicht nétig. Die Glut-
aminsidure liefert jedenfalls nach ihrer Desaminierung gentigend Di-
carbonsiure, um die oxydative Phosphorylicrung aufrechtzuerhalten.
Borsook und Dubnoff!) setzen dem nativen Homogenat Fumarat oder
Oxalacetat zu, um bei Gegenwart von Ornithin maximale Werte der
Arginin-(Harnstoff)-Synthese zu erhalten. Es ist moglich, dass im
kompletten Homogenat die Verhiltnisse etwas anders liegen als in
unseren im wesentlichen aus der Mitochondrienfraktion bestehenden
Fermentpriaparaten.

Bei Gegenwart von Oxalacetat haben wir eine Hemmung der
Synthese beobachtet, die beim Glutamin stdrker ist als bei der
Glutaminsiure (6,6 x Mol Glutamin, 6,6—13,3 x Mol Oxalacetat/em3).
Fumarat (in Mengen von 13,3 ¢ Mol/em?) ist bei kleinen Substrat-
konzentrationen (6,6 p Mol/em?) indifferent; bei hisheren Konzen-
trationen von Glutamin oder Glutaminsidure (17 p Mol cm?) dagegen
hemmt es deutlich. Pyruvat (13 g Mol/cm3) fordert bei kleinen Sub-
stratkonzentrationen. ecis-Aconitsdure hemmt die Citrullinbildung
bei Gegenwart von Glutaminsidure stirker als bei Gegenwart von
Glutamin. Wir verzichten darauf, diese Versuche einzeln anzufiihren.
Die Resulfate sind nicht ganz regelmissig und kénnen noch nicht inter-
pretiert werden. Sie zeigen, dass ein sehr komplexes System vorliegt.

Einfluss der NHg-Konzentration.

Ohne NH,*-Ionen gibt die Glutaminsiiure keine nennenswerte
Menge Citrullin (Cohen und Hayano). Mit Glutamin dagegen erhilt
man von 1013 x4 Mol/em?® an ebensoviel wie mit der dquivalenten
Menge Glutaminsiure und Ammoniumionen. Wir haben bei den
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Fig. 3.
Abhéangigkeit der Citrullinsynthese von der Ammoniakkonzentration.
Mitochondriensuspension 0,5 cm? in 3 cm?® Gesamtvolumen. Ornithin, NaHCO,, Adenosin-
triphosphat, MgSO, wie im Vers. Fig. 1. Glutaminsiure, Glutamin 0.013-m. Abszisse:
#Mol NH,Clin 3 cm?; Ordinate: Citrullinbildung in y. o in Gegenwart von Glutaminsiure;
o in Gegenwart von Glutamin.

1y H. Borsook und J. W. Dubnoff, J. Biol. Chem. 169, 461 (1947).
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meisten Versuchen eine Ammoniumechlorid-Konzentration von 3,3 u
Mol/em?® verwendet. Bei hoheren Konzentrationen als ca. 13 u Mol
NH,* sinken, wie Fig. 3 zeigt, die Umsitze ab. Ammoniak wirkt
also bei héheren Konzentrationen hemmend. Eine dhnliche Hem-
mung durch Ammoniak findet man bei der Harnstoffbildung in
Leberschnitten. Moglicherweise verdringt das Ammoniak das basische
Ornithin von einem Fermentprotein (vgl. Leuthardil)).

Hemmung durch Malonat.

Die Citrulinsynthese wird, wie Fig. 4 zeigt, durch Malonat ge-
hemmt, und zwar ist die Verminderung der Umsatzgrosse fiir Glut-
amingsdure etwas stdrker als fiir Glutamin. Nach fritheren Erfahrungen
diirfte die Malonathemmung dadurch zustande kommen, dass die Sucei-
natoxydationund damit die oxydative Resynthese des Adenosintriphos-
phats verhindert ist (vgl. Fahrldnder und Mitarbeiter2)). Die Malonat-
hemmung wird durch Fumarat aufgehoben oder wenigstens vermindert.
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Fig. 4.
Hemmung der Citrullinsynthese durch Malonat. Alle Ansitze (Gesamtvolumen
3 cm3) enthalten Ornithin, NaHCO;, Adenosintriphosphat, MgS80O, wie Vers. Fig. 1, sowie
0,3 cm?® Homogenat. Malonat 0,0025-m. Abszisse: Konzentration der Glutaminsiure oder
des Glutamins in gMol pro 3 em®. Ordinate: Citrullinbildung in y. o bei Gegenwart von
Glutaminsidure + NH,Cl (0,0033-m.), o bei Gegenwart von Glutamin allein, e bei
Gegenwart von Glutamin + NH,C] (0,0033-m.). Ausgezogene Kurven: Werte ohne Malo-
natzusatz; gestrichelte Kurven: Werte mit Malonat.

Ureidoglutarsiure und Citrullinsynthese.

Wir haben in frilheren Arbeiten liber die Harnstoffsynthese auf die Moglichkeit
hingewiesen, dass bei der Bildung des Citrullins aus dem Ornithin zunéchst an einem
,»Triager* eine Carbamylgruppe (——CONH,) aufgebaut und nachtriglich auf die 6-Amino-
gruppe des Ornithins tibertragen wird, in Analogie zur Amidiniibertragung bei der Kreatin-

Yy F. Leuthardt, Exposés Ann. Biochimie Médicale, publ. p. M. Polonovsk: 8, 7 (1948).
2y H. Fahrlinder, P. Favarger und F. Leuthardt, Helv. 31, 942 (1948).
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synthese. Die primire Bildung einer Siegfried’schen Carbaminosaure mit CO,, wie Krebsl)
sie urspriinglich angenommen hatte, ist nicht mdoglich, weil dazu einc nicht ionisierte
NH,-Gruppe mit CO, reagieren muss. Unter physiologischen Verhéltnissen ist aber die
&-Aminogruppe des Ornithins vollstandig ionisiert?).

Wir haben von diesem Gedankengung ausgehend als Modell-
substanz die «-Ureidoglutarsiure (N-Carbarylglutaminsiure) unter-
sucht und dabei gefunden, dass bei Gegenwart von NH,*-Ionen und
Fumarat Ureidoglutarsiure Citrullin liefert. (Die Farbentwicklung
mit Diacetylmonoxim ist bei der «-Ureidoglutarsiure im Vergleich zum
Citrullin so gering, dass bei der Citrullinbestimmung kein Fehler ent-
steht.) Ohne Fumarat ist die Substanz unwirksam. Seither haben,
wie erwihnt, Cohen und Grisolia®) iiber Versuche rmit der gleichen
Substanz berichtet. Sie fanden, dass Ureidoglutarsiure in Gegenwart
von NH,*-Ionen, aber in Abwesenheit von Hydrogenecarbonat
10—15mal mehr Citrullin bildet als die gleiche Menge Glutaminsiure.
Bei Gegenwart von Hydrogencarbonat ist sie immer noch 2—3mal
aktiver als die Glutaminsdure. Wir haben ddiese Resultate bestitigt,
fanden aber im Hydrogencarbonatmilien die Ureidosidure nur wenig
aktiver als die Glutaminsidure. Bei Abwesenheit von Hydrogen-
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Citrullinsynthese aus o-Ureidoglutarsaurc. 0,5 em® 33°, Homogenat in 3 cm?

Gesamtvolumen. Ornithin, NaHCO,, Adenosintriphosphat, MgSO; wie Vers. Fig. 1.

a-Ureidoglutarsaure 0,0033-m., Glutaminsdure, Glutamin, NH,('l {iberall 0,0066-m.;

Fumarat 0,0166-m. Versuchsdauer 25 Min. Citrullinbildung in y. Die linke Saule eines

jeden Paares gibt den Wert ohne NaHCO; (in Luft geschittelt), die rechte bei Gegenwart

von NaHCO;,. Gruppe links: Homogenat 1 mal ausgewaschen; Gruppe rechts: Homogenat
3mal ausgewaschen.

Yy H. A. Krebs, Ann. Rev. Biochem. 5, 261 (1936).
2y F. Leuthardt und E. Brunner, Helv. 30, 958 (1947).
3) P. P.Cohen und 8. Grisolia, J. Biol. Chem. 174, 389 (1948).
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carbonat betrug in unseren Versuchen der maximale Unterschied
etwa das 4-fache. Die Aktivitit des Fermentpriparates gegeniiber
Ureidoglutarséiure nimmt beim Auswaschen stark ab, wihrend die Ak-
tivitit gegeniiber Glutaminsiure kaum verdndert wird. Im Versuch,
derin Fig. 5 dargestellt wird, gibt das 3 mal ausgewaschene Homogenat
im hydrogencarbonatfreien Milieu mit Ureidoglutarsiure nicht mehr
Citrullin als mit Glutaminsdure; bei Gegenwart von NaHCO, erhilt
man aus der Ureidosdure sogar weniger als aus der Glutaminsiure.

Ein besonders interessantes Resultat von Coken und Grisolia ist das folgende: ,,In the
presence of ammonia, incubation of carbamyl-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 ornithine—- citrulline pro-
ceed anaerobically have been unsuecessful.* Es scheint demnach, dass wahrend der ersten
Phase in Abwesenheit von Ornithin ein Zwischenprodukt gebildet wird, das in der folgen-
den anaeroben Phase mit Ornithin reagiert und Citrullin liefert.

In der Weiterverfolgung dieser Versuche, wobei Mitochondriensus-
pension verwendet wurde, haben wir die folgenden Feststellungen ge-
macht: Man erhiillt bedeutend mehr Citrullin, wenn man wahrend der er-
sten Phase ausser Ureidoglutarsiure und Ammoniaksalznoch Glutamin-
saure zusetzt (Fig.6). Ammoniumglutamatlidsst sich durch Glutamin er-
setzen. Bei Gegenwart von Glutaminsidure kann man die Konzentration
der Ureidoglutarsiurebedeutend herabsetzen,ohnedie Citrullinausbeute
entsprechend zu verringern (Fig. 6). Ureidoglutarsiure ist unwirksam,
wenn dem Milieu nicht Fumarat zugesetzt wird. Dagegen ist bei Ge-
genwart von Glutaminsiure Fumaratzusatz iiberfliissig. Fumarat hat
dann sogar eher eine hemmende Wirkung auf die Citrullinsynthese.

7
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Fig. 6.

Citrullinsynthese im zweiphasischen Versuch. Mitochondriensuspension, 0,5 cm?®
in 3 ecm® Gesamtvolumen. Ornithin, NaHCO,, Adenosintriphosphat, MgSO, wie Vers.
Fig. 1. Glutaminsaure 0,013 m., NH,Cl 0,0033-m. Die Ansitze wurden in Warburg-
Gefasschen zuerst 30 Min. unter zroben Bedingungen ohne Ornithin geschiittelt, dann der
Sauerstoff durch Stickstoff (59, CO, enthaltend) verdringt, das Ornithin aus dem Anhang
eingekippt und 30 Min. weiter geschiittelt. Abszisse: Konzentration der a-Ureidoglutar-
sdure in uMol pro 3 em?. Ordinate: Citrullinbildung in ¢; o bei Gegenwart von Ureido-
glutarsaure, NH,Cl und Fumarat (0,0166-m.), e bei Gegenwart von Ureidoglutarsiure,
Glutaminsdure und NH,CL

48
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Diskussion

Aus den beschriebenen Versuchen ergibl sich in erster Linie die
Frage, welche Rolle das Glutamin bei der (titrullingynthese spielt. Im
Bereich hoher Substratkonzentrationen (vgl. Fig. 1, 4) ergibt Glut-
amin mit und ohne Zusatz von Ammoniumsalzen hiohere Ausbeuten
an Citrullin als Glutaminsiure. Diese Uberlegenheit des Amids iiber
die Sadure kann nicht durch Hydrolyse erklirt werden, sonst wiirde
Glutamin héchstens so viel Citrullin liefern als die Glutaminsiure.
Es wire zwar denkbar, dass ein Uberschuss von Ammoniumionen
den Vorgang hemmt und dass das Glutamin deshalb wirksamer er-
scheint, weil die Sdureamidgruppe das Ammoniak nur allméihlich ab-
gibt. Diese Annahme trifft aber nicht zu, denn die Wirksamkeit des
Glutamins bleibt je nach seiner Konzentration bei Zusatz von Am-
moniumionen entweder unveridndert oder wird stark gesteigert
(Fig. 1, 4). Unsere Beobachtungen miisscn also dahin interpretiert
werden, dass die Siureamidgruppe des Glutamins bei der Synthese
eine spezifische Funktion hat.

Andererseits lassen es die bisherigen Versuche als wenig wahr-
scheinlich erscheinen, dass das Glutamin cine direkte Zwischenstufe
der Synthese darstellt. Gegen eine solche Annahme spricht seine Un-
wirksamkeit in kleinen Konzentrationen. Unterhalb ciner Kon-
zentration von etwa 3 p Mol/em3 liefert das System GIntaminsiure-
Ammoniumionen unter allen Bedingungen mehr Citrullin als das
Glutamin, und diese Konzentration ist immer noch betrichtlich
hoher als die in den Geweben durch direkte Messung festgestellte
Menge (vgl. Hamilton), Ferdman und Mitarheiter?)). Die Uberlegen-
heit des Glutamins gegeniiber der Glutaminsiure bei hoheren Kon-
zentrationen lidsst aber den Schluss zu, dass das Amid zu einem
Zwischenprodukt der Synthese in enger Beziehung steht.

Ebenso schwierig ist die Rolle der «-Ureidoglutarsiure zu beur-
teilen. Die Substanz ist bisher nicht als natiirliches Produkt des
Stoffwechsels nachgewiesen worden. Es ist moglich, dass die Carb-
amylgruppe (—CONH,) der Ureidosdure auf irgendcine Weise auf
die d-Aminogruppe des Ornithins iibertragen werden kann, dhnlich
wie bei der Kreatinsynthese die Amidingruppe des Arginins auf die
Aminogruppe des Glykokolls iibertragen wird. Mit dieser Annahme
ist die Tatsache vereinbar (Cohen und (risolia), dass Ureidoglutar-
sidure auch ohne Hydrogencarbonat Citrullin bildet. Dagegen ist nicht
verstindlich, warum ohne Ammoniumionen kein Citrullin entsteht.
Man miisste annehmen, dass das Ammoniumsalz indirekt wirkt, indem
es in einem Gleichgewicht teilnimmt und in dieser Weise den Zerfall
eines Zwischenproduktes verhindert.

1y P. B. Hamilton, J. Biol. Chem. 158, 397 (1945).

2) D. L. Ferdman, S. R. Frenkel und L. I. Silakorn, Biokhimia 7, 43 (1942) (cit. n.
M. drchibald, Chem. Rev. 37, 161 (1945)).
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Wie im experimentellen Teil mitgeteilt wurde, erhidlt man be-
deutend erhohte Ausbeuten an Citrullin, wenn im zweiphasischen
Versuch das Milieu neben Ureidoglutarsiure und Ammoniumionen
noch Glutaminsidure enthilt. Die Ammoniumionen sind auch bei
Gegenwart von Glutaminsdure 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
Glutaminsiure liefert. Versuche iiber den Abbau der Ureidoglutar-
sdure in Leberhomogenaten, iiber die wir spiter berichten werden,
haben gezeigt, dass die Ureidosdure zum Teil in Glutaminsiure itber-
geht. Erst eine genauere Analyse der Reaktion wird dariiber Auf-
schlugs bringen, ob unter allen Umstidnden wihrend der ersten
(aeroben) Phase der Reaktion neben der Ureidosiure auch Glutamin-
sdure vorhanden sein muss.

Die Notwendigkeit, der Ureidoglutarsiure noch Fumarat zuzu-
setzen (vgl. 8. 752), erklirt sich wahrscheinlich durch die mangelnde
oxydative Resynthese des Adenosintriphosphats, wenn ausser der
Ureidosdure kein anderes Substrat zugegen ist. Wie in fritheren
Untersuchungen gezeigt wurde, liefert die Glutaminsidure geniigend
Fumarat, um die Phosphorylierung aufrechtzuerhalten, so dass sich
in diesem Fall der Fumaratzusatz eriibrigt.

Die Fixierung der Kohlensidure bei der Synthese des Citrullins
aus dem Ornithin ist somit ein noch nicht gelostes Problem. Die Ver-
suche von Cohen und Mitarbeitern zeigen aber, dass die Glutamin-
siure daran beteiligt ist. Wie schon erwihnt, ist die primére Bildung
einer Siegfried’schen Carbaminosdure mit der Aminogruppe des Orni-
thins nicht moglich, weil sich die Carbaminosduren nur aus einer nicht
ionisierten Aminogruppe und Kohlendioxyd bilden kénnen, die
d-Aminogruppe des Ornithins dazu aber zu basisch ist'). Um dieser
Schwierigkeit auszuweichen, haben wir frither die Ansicht entwickelt,
dass das CO, zuerst als Carboxylin 8-Stellung zu einer Carbonylgruppe
fixiert und darauf in ein Siureamid iibergefithrt wird; darauf sollte
eine Ubertragung der gebildeten —CONH-Gruppe auf das Ornithin
erfolgen?). Versuchsdaten, die seither bekannt geworden sind, zeigen,
dass eine derartige Annahme aber wenig wahrscheinlich ist. Mackenzie
und Du Vigneaud®) haben nach Verfiitterung von Methionin, das in
der labilen Methylgruppe mit radioaktivem Kohlenstoff markiert war,
den Isotopengehalt der Atmungskohlensidure und des Harnstoffs ver-
glichen und identische Werte gefunden. Wiirde, wie oben angenom-
men, das C-Atom des Harnstoffs aus einer Carboxylgruppe stammen,

1)y F. Leuthardt und R. Brunner, Helv. 30, 958 (1947).
2) F. Leuthardt und B.Glasson, Helv. physiol. pharmacol. acta 2, 549 (1944).
%) C. Q. Mackenzie und V. Du Vigneaud, J. Biol. Chem. 172, 353 (1948).
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kann (g-Carboxyl der Oxalessigsiure oder der Oxalbernsteinsdure),
s0 miisste der Harnstoff weniger 4C enthalten als die Atmungs-
kohlensdure. Die Befunde der genannten Autoren sprechen dafiir,
dass die Kohlensdure die einzige Quelle des ("-Atoms im Harnstoff ist.
In einer vor kurzem erschienenen Arbeit haben auch Grisolia und
Oohen') den Nachweis geleistet, dass das Citrullin, welches im Leber-
homogenat gebildet wird, gleich viel 4! enthilt wie das zugesetzte
Hydrogencarbonat.

Die zuerst von Leuthardt und Glasson?) entwickelte Ansicht, dass
bei der Citrullinsynthese die Kohlensdure und das Ammoniak nicht
direkt auf der Ornithinmolekel, sondern zuerst auf cinem ,,Triger*
fixiert werden, der erst sekundidr mit dem Ornithin reagiert, hat
durch alle nenern Untersuchungen an Wahrscheinlichkeit gewonnen.
Aber der urspriinglich angenommene Mechanismus der Reaktion ent-
spricht jedenfalls nicht der Wirklichkeit. Die starke Lrhdhung der
Harnstoffbildung in der Leber durch Pyruvat, die zu jener Annahme
gefiihrt hatte, erklirt sich durch die Verwandlung des Pyruvats in Glu-
taminsidure?). Die letztere erscheint bei Schnittversuchen unwirksam,
weil sie viel schlechter in das intakte Gewebe eindringt als das Pyruvat.

Zusammenfassung

1. Wir haben die Synthese des Citrulling aus Ornithin durch die
Mitochondrienfraktion der Leber (Ratte) bei Gegenwart von Glut-
amin untersucht. Bei Glutaminkonzentrationen von 20—30 ¢ Mol/cm?
ist das Amid mit oder ohne Zusatz von Ammoniumsalzen der Glut-
aminsdure plus Ammoniumsalz stark iiberlegen. Bei kleinen Konzen-
trationen, unter 3 w Mol/em? liefert aber die Glutaminséure unter
allen Umstinden mehr Citrullin als das Glutamin. I&s ist also wenig
wahrscheinlich, dass das Glutamin eine direkte Zwischenstufe der
Synthese ist. Die Wirksamkeit des Amids lisst sich andererseits aber
nicht einfach durch die Hydrolyse der Siureamidgruppe erkliren.
Dieselbe scheint eine spezifische Funktion zu haben. Das Glutamin
steht offenbar zu einem Zwischenglied der Citrullinsynthese in enger
Beziehung.

2. Die a-Ureidoglutarsiure liefert bei (regenwart von Fumarat
und von Ammoniumsalzen ebenfalls Citrullin. Wir haben das Ver-
halten der Ureidoglutarsdure unter verschicdenen Bedingungen unter-
sucht und konnen die Ergebnisse von C‘ohen nnd Grisolia, die zu
unserer Kenntnis gelangt sind, wihrend dicse Untersuchung im Gang
war, im wesentlichen bestéitigen.

Ziirich, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitit.
1) 8. Grisolia und P. P. Cohen, J. Biol. Chem. 176, 929 (1948).

)
2y F. Leuthardt und B. Glasson, Helv. physiol. pharmacol. acta 2, 549 (1944).
3y H. Fahrlinder, H. Nielsen und F. Leuthardt, Helv. 31, 957 (1948).



