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Uber die EnteiweiBung von Organextrakten
und Prefsiften fiir Harnséure~
und Purinbestimmungen.

Von €. Heidermanns.

(Aus dem Zoologischen Institut der Universitit Bonn.)

Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaift.

Unsere quantitativen Harnsiiure- und Purinbestimmungsmetho-
den sind fiir Verhiiltnisse ausgearbeitet worden, wie sie im Serum,
im Harn und in den Organen der Wirbeltiere, inshesondere der
Siiugetiere vorliegen In der |':\|:\r'1'i[r|r|-\|:}|_\'sitrln;_':fl- der Everte-
braten, die in neuerer Zeit vielfach bearbeitet worden ist, liegen
teilweise ganz andere Bedingungen vor, sowohl was Concentration
der genannten Stloffe wie auch die Substanzen anbelangt, die sich
mit ihnen vergesellschaltet finden. Fiir eine quantitative Bestim-
mung ist die I’N'I‘iill\'«i{'ll”\'—'{ll\l,‘_" der Concentration der Purine des-
wegen von grolter Bedeufung, weil infolge ihrer Schwerlislichkeit
bei hohen Concentrationen Verluste durch Nichtlosen oder durch
Ausfliillen eintreten. Die Begleitstoffe beeinflussen den Gang der
Bestimmung insofern, als sie mehr oder weniger leicht durch Ent-
eiweillung zu beseitigen sind und in verschiedenem MaBe Purine
bei der Ausfillung adsorbieren. Wie verschiedenartiz z. B. die
Harnsiiureconcentration in den Organen der einzelnen Evertebraten

ist, zeigt nachstehende Zusammenstellung (Tab. 1).
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Tabelle 1. Harnsdureconcentrationen in den Organen
verschiedener Evertebraten.

e | ”.Jrn.\;lnr\'!
lierart Urgan achalt Autor

Cancer | | 0,002 Delaunay 1927
[
Helix pomatia i 0,008 : - 1927
Antheraea pernyi ! % ' 0,19 l H. Leifert 1935
Helix pomatia | Mitteldarmdr. 0,35 G. Wolf 1933
Maja squinado | 0,85 Delaunay 1927
|
Paludina | - 2,98 J Spitzer 1937
Antheraea pernyi Puppen, frisch 3,95 H. Leifert 1035
" P ,s Uberwintert 19,6 - 1935
Helix pomatia | Nephridien 7,78 G. Wolf 1933
Helix aspersa o | 29,0 | J. Needham 1935

H\}illulpfhll:.:r-—' I 248,06 H. Leifert 1935
exkret

Antheraea pernyi

Bei unseren Untersuchungen fiel auf, daB dem Organbrei zuge-
setzte Harnsiiure nicht quantitativ wiedergewonnen werden konnte.
und dal} der Verlust nach Tierart und nach der Art der ange-
wandten EnteiweiBung konstant verschieden war. So konnte z B.
Harnsiure, die der Mitteldarmdriise von Arion empericorum zuge-
setzt worden war, bei EnteiweiBung mit Sulfosalicylsiure nur zu
50 %, bei Helix pomatia aber zu 90 % und bei Rana temporaria zu
95 % wiedergewonnen werden. Das veranlaBte zu einer Unter-
suchung, unter welchen Bedingungen eine miglichst gute und
gleichmiiBige Wiedergewinnung zugesetzter Purinsubstanzen erfolgt.

Bislang hat man bei der Harnsiurebestimmung im Blutserum
oder in (:‘]'_!;illn'\[I'alLIl‘Il fiir die I.II]I’E\\I'ilE_lIIII'_: vornehmlich zwei
Methoden fiir geeignet gehalten. Die erste beruht auf der Entei-
weillung mit Na-wolframat-Schweflelsiure, die cestatiet. mit Alka-
lien den Eiweillniederschlag aufzulésen und damit gleichzeitig die
an den Niederschlag adsorbierte Harnsiure wieder in Lisung zu
bringen. Durch mehrmaliges Umfillen im Centrifugenglas zieht
man so 1n stets wachsendem Malie die Harnsiure heraus. Die
andere Methode besteht darin, bei moglichst alkalischer Reaktion
zu enteiweillen. So gibt neuerdings Stransk v (1937) an, daB sich

die Uranylacetat-Methode fiir Serum der Siuger sehr gut bewiihrt
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labe. Ich hatie jedoch mit dieser Methode bei vielen Evertebraten,
vor allem bei Mollusken und Wiirmern, schlechte Resultate. wohl

deswegen. weil hier Mucinsubstanzen die EnteiweiBung storen.

Methodik. Mitteldarmdriise wurde mit Seesand im Mirser
zerrichen und mit kleinen Portionen Wasser .\trinrr;‘l' verrieben und
ausgelaugt, bis das Gesamtvolum das 10 fache des Ausgangs-
materials betrug. Zu 25 cem dieser Eiweilllosung wurde 2,5 cem
einer Losung von bekanntem Puringehalt zugesetzt, sodaB die Ge-
samtverdiinnung 1 :20 betrug. Der Gehalt der Zusatzlosung an
Purinen wurde durch N-Bestimmung gepriift. Es wurde davon Ab-
stand genommen die Purinlésung dem Seesand-Zellbrei direkt zuzu-
setzen, um VYerluste beim Auslaugen zu verhindern. Um etwa mit-
dekantierte Zellteilchen aus der EiweiBlosung zu beseitigen, wurde
vor dem Zusatz der Purinlésung scharf abeentrifugiert. Im entei-
weillien Filtrat dieser Losung wurde der Gesamt-N bestimmt und
verglichen mit dem Gesamt-N eines anderen Teiles der Eiweil3-
lisung, der anstatt einer Purinlésung die gleiche Menge Wasser zu-
gesetzt worden waren. Die Differenz der Total-N-Werte beider
Bestimmungen entspricht der Menge an Purin, die aus der eiweiB-
haltigen in die enteiweiBte Liosung iiberfiihrt worden war. Eine
direkte Bestimmung der einzelnen Purine wurde nicht vorge-
nommen, weil sie mit der notwendigen Genauigkeit in Reihenver-
suchen zu langwierig und schwierig ist, andererseits der Zuwachs
an N nur von dem Purin-N herriihren kann, welcher der Eiweil-
losung zugesetzt worden war.

Beispiel: 4 g Froschleber wurden mit 40 cem Wasser ver-
ricben und die dekantierten Portionen scharf abeentrifugiert.
\nsatz a: Zu 5,00 cem dieser Losung wurden 2,50 cem Purinlosung
1,00 cem %4 n Schwefelsiure - 0,75 cem Wasser
0.75 cem 10 % Na-wolframat zugegeben 10,00 cem Ge-
samtlosung.

Ansatz b: Zu 5.00 cem Eiweilosung wurden 3,25 cem Wasser
1,00 cem % n Schwefelsidure 4 0.75 cem 10 % Na-wolfra-
mat zugesetzt 10,00 cem Gesamtlosung.

Bei PreBsiften erwies es sich als notwendig die Gesamtverdiin-

nung statt anf 1:20 auf 1 :40 zu steigern, weil die Eiweiiconcen-

fration sonst zu groB und die Niederschlagsmenge im Verhiltnis zu
der abgieffbaren Fliissigkeitsmenge in zu krassem Millverhiltnis
stand. Im Centrifugat der enteiweilften Liosungen wurden Gesamt-
N-bestimmungen vorgenominen.

Bei den in Tabelle 2 angefiihrten Versuchen wurde zu den Ei-
weiBlosungen aus Leber bezw. Mitteldarmdriise soviel Harnsiure
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zugefiigt, dal in der eiweiBhaltigen Lisung vor der Fiillung 25 me

Harnsidure vorhanden war, eine ( oncentration. die in der R 11

Organextrakten nicht erreicht wird.

Tabelle 2. Wiedergefundene Harnsdure aus EiweiBlésungen
nach EnteiweiBung in 7 der zugesetzten Menge.
| Jais )

|Frosch | 4, | Helix | | |.\!I\‘il
0/ O |

Enteiweibungs-

mittel ph ‘ | ph ph
|
| | | |
Alkalisches - '
Zinksulfat 6,0 ‘ 8:8] 6,2 [12,3] 7,7
| |
Uranylacetat | 58 |782] 57 (449 6,1
[
4,1 299] 52

Eisenhydroxyd 3,6 ‘

Molybdinsiure | 4,1 4,2 (66,2| 4.
Phosphor=

wolframsiure | 2,5 [76,0] 3,0 (71,00 4,1 [46,7 2.4 |79,5 3.2 |708
Sulfosalicylsdure | 2,4 ‘45..“ 2,8 190,5| 39 |50,1] 2.3 ! 89,3 2,5 87,6
Lltrafiltration | 67 |96.1] 6,8 | 03,8] 7,6 |91,0] 6,4 |97,2| 6,9 |94,5

Ils zeigt sich, daB bei EnteiweiBung mit alkalischem Zinksulfat

in allen Fillen fast die gesamte Harnsidure verloren geht, d. h. bei
der Fillung mitgerissen wird. Auch die anderen EnteiweiBungs

mittel geben sehr schwankende Werte bis auf die Sulfosalicylsiure

die Ultrafiliration: erstere gibt aber auch bei Arion schlechie
Werte. Bei der Ultrafiltration werden d

97 %

LLTLC

11 I|IIII'|F\\

zugesetzten Harnsiiure wiedergefunden. Bei der Ultra
liltration mufl mit Uberdruck ;_'l'.|||u'lli'1 werden, um eine Verdun-

stung und damit eine Coneentrationsanreicherung zu ven
Zudem hat ihre Anwendung den groBen Vorteil. daB man ein ei-
weillifreies Filtrat ohne jedwede sonstige Zusiitze erhill, dem aller
ings der Nachteil g

ein kleines Filter immerhin eine betriichtliche Zeit verstreicht., ehe

di geniiber steht, dall bei der Filtration durch

man  zu l'illl'l IIIII.'H&III‘I] \ll-il\"" l':-'lll‘ |Ii|’|ll‘i(||l‘||f|!' I1i‘l“!'_'|*\l':|'~-

menge filtriert hat. Andererseits kann man sich mit einei seringen

Verdiinnung begniigen, so bei Blutplasma z B. mit einer Verdiin
! |

nung 1 :3, wodurch man in kiirzerer Zeit eine grillere Harnsinre
menge filtriert. Bei den in Tab. 2 angefiihrten Versuchen wurde

bei einer Verdiinnung 1 :20 filtriert.

Ultrafiltration ist eine EnteiweiBungsart, die m. E. heut noch

g in vielen

viel zu wenig angewandt wird und die den Analyseng;
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Fillen sehr vereinfacht. Ieider ist sie oft bei Fermentversuchen
nicht anwendbar, wenn die Fermentw irkung pliétzlich unterbrochen
werden mull. Vielfach liBt sich dies Jedoch durch Zusatz von
Stollen erreichen. die den ]I]I-\\t'l'l in einen J'II'!'""J']I verschieben,

der die Fermentwirkung aufhebt,

Tabelle 3 gibt iiber die Verwendbarkeit dex Enteiweilung mit
Na-wolframat-Schwefelsiure bei Zusatz verschiedener Purine Aus
kunft,

Tabelle 3. EnteiweiBung mit Na-wolframat-Schwefelsiure
bei ph 2,5 bei Zusatz der einzelnen Purine zur Froschieber.

Xans Ades | Hypo- ‘ Giua- ‘ | Harn-
thin 0/p nin 0o |\;m||:m 0/g nin 0fo | saure | 0/
| mg ‘ ‘ mg mg | | mg mg
. 5| |
| IRy g
1. Fallung 1,76 ! 70,4 1,51 60,4 1,58 | 63,2 1,58 ‘ 63,4 1,82 | 2,7
|
; Jub ; ol B Fos (1 ud : b
2, - 0,43 | 17 0,48 | 19.8| 0,38 | 15.4 0,54 | 21,7 0,54 | 21,2
| | | |
A i 0,18 [ 69| 0,50 | 120| 0,15 | 60| 0,20 | 7.9 0.05 [ 1,8
4. 003 | 1,2| 011 | 44| 001] 05| 005| 1,9 ‘
S ‘ | 0,02 | 0,8 ‘ ‘ ‘
|
[ | | .
| | |
[ I [ I [
241 | 957 2,42 | 9,9 2,13 | 85,1 ‘ 2,37 | 94,9| 2,48 | 95,7

Der EiweiBlésune wurde soviel Schwefelsiure zugesetzt (in der
Regel 23-n-H.SO,), daB der ph-Wert zwischen 2,2 und 2,4 lag und

sodann Na-wolframat zugeseben. bis alles Fiweil ausgefillt war.

wozn im vorliegcenden Falle 0.75 cem geniigten. Die Menge der
bendtigten Siure ist bhei verschiecdenen Organen und Tieren sehr
verschieden und mufRl daher empirisch festgelegt werden. Fin ph
Wert iiber 2,5 ist zn vermeiden, weil alsdann nicht die Gewiihr
gegeben, daft alles Eiweill ausgefillt wird. Bei der ersten Fillung
wird bei allen Purinen ein erheblicher Teil im Niederschlag zuriiek
gehalten. Zur Umfillung im Centrifugenglas wurde der Niedes
schlag mit 80 cem Wasser auflgeriihrt, mit 0.60 cem n-NaOIl aulf-
gelost und mit einer entsprechenden Menge n-HoSO, wieder ausge-
fillt. Nach dreimaligem Umfillen ist das Optimum der Ausbeute
in der Regel erreicht. Auch diese Methode liefert gute Ergebnisse.
I's sei hierzu aber noch bemerkt, dal namentlich die erste Ausbeute
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sich vermindert, wenn der Niederschlag lingere Zeit stehen bleibt,
da dann offenbar bei der sauren Reaktion die Purine wieder aus
zufallen beginnen.

Ahnlich verhilt es sich auch mit der Sulfosalicylsiure, die im
Vorversuch gute Resultate ergeben hatte. Hier bewirkt lingeres
Stehenlassen der nicht abeentrifugierten Losung mit dem Eiweil}
niederschlag einen betriichtlichen Verlust, der nicht wieder zuriick-

zugewinnen ist (Tab. 4).

Tabelle 4. Enteiweifiung mit Sulfosalicylsdure,

Eiweib- zugesetzie Harnsaure- y [ \'."i\'d\'[:,_“I'r.l.IHdVHC
concentration Zeitdauer | Harnsaure
losung in mg Yo | in %o
16,2 10’ 06,3
Frosch- 49,0 [ 10 73
leber= 81,3 10 68
brei 325,0 10° 41
20 - ' 16,2 1 Stde. 95
verd. 16,2 Aol 93
16,2 £ SR | a0
49,0 125 ' 53
325,0 2 | 20
| i
Tabelle 5.
| Im Ultrafiltrat wiedergefunden bei
Lis Purinconcentration |[—— =y =
O3Ung ol Rana | Arion | Helix |Antheraea
mg Y oo o % o
I.eberbrei . 16,2 Harnsaure | 96,1 91,2 o7.1 Q4.5
20 X 49,0 o 95,4 93,4 95,0 96,2
verdiinnt 81,3 W 93,3 95,1 Q2,2 ar.6
2436 5 | 93,8 06,7 94,6 91,2
PrebBsaft I 22,6 v 08,7 07,6 05,3 i 04.9
20 > verd. 58.5 e 97.0 ! 05,1
[eberbrei 15,0 Xanthin 96,4 ‘ 06,7 03,8 94,6
20 X verd. | 14,8 | [_\.[.”k‘K-IIlHliu 05.3 ; 07.4 93,2
10,0 Guuanin 97,0 | 96,5 | 946 | 94,8
17,6 Adenin
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Vor allem bei hohen Concentrationen fiillt in der sauren Losung

der griofite Teil der Harnséure aus, um so mehr, je langer man mit
der Trennung wartet. Sulfesalicylsiure ist daher nur unter Beriick-
sichtigung dieser Tatsache zu verwenden,

Die allgemeine Anwendbarkeit der | Itrafiltration zeigt die
vorstehende Tabelle 5. Bei Antheraea-Puppen wurden ganze Tiere
verwandt, Hieraus ergibt sich, daB auch die anderen Purine bei der

Ultraliltration hinreichend genau w iedergewonnen werden kinnen,

Zusammenfassung, Als |':m'i\\r-fl!un;.:a.-rri von Gewebe-
extrakten bei Purinbestimmungen eignet sich in erster Linie die
Ultrafiltration und EnteiweiBung mit Na-wollramat-Schwefelsiure
bei mehrmaliger Umfillung des FiweiBlniederschlages. Ferner kann
in manchen Fillen die Enteiweillung mit Sulfosalicylsiure vorge-
nommen werden. Bei chemischer EnteiweiBlung ist Jedoch stets zu

priifen, ob die optimalen Bedingungen zur Fillung erreicht sind.
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