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VERSUCH 4: HARNSTOFFZYKLUS

. VERSUCHSINHALT UND THEORETISCHE VORBEREITUNG

A. Versuchsinhalt und Versuchsziel

Im Versuch soll untersucht werden, welche Edukte bzw. Eduktkombinationen in verschiedenen
Reaktionsansatzen von einem Enzymextrakt aus Schweineleber zu Harnstoff umgesetzt werden
konnen. Dazu werden die Reaktionsansidtze auf gebildeten Harnstoff anhand von
NAD*/NADH-Umsatz durch einen gekoppelten optischen Test untersucht. Um die katalytische
Aktivitat des verwendeten Enzymextrakts zu bestimmen, wird sein Proteingehalt mit Hilfe der
Biuret-Methode bestimmt.
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Abbildung I-1: Der Harnstoffzyklus und wichtige assoziierte Reaktionen (grau)
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B. Theoretische Vorbereitung

Gegenstand der Untersuchung ist der oben abgebildete Harnstoffzyklus, dieser Kreisprozess ist
der erste zyklisch verlaufende Stoffwechselweg, der beschrieben werden konnte (1932 durch
Krebs und Henseleit). Im Organismus der meisten Landwirbeltiere sorgt der Harnstoffzyklus
fur die Umwandlung des vor allem aus dem Abbau von Proteinen bzw. Aminosduren stam-
menden Ammoniaks in Harnstoff und wandelt damit einen essentiellen, jedoch in hohen Kon-
zentrationen toxischen Metaboliten in ein gut I6sliches, ungefahrliches Ausscheidungsprodukt
um.

Aminosauren kénnen nicht wie Glucose oder Fette gespeichert werden, der Abbau von Amino-
séuren ist daher notwendig, wenn einerseits aus dem Abbau zelluldrer Proteine entstandene
Aminosauren nicht fir Neusynthesen direkt wiederverwertet konnen oder andererseits durch
aufgenommene Nahrung eine Ubervorsorgung an Aminosauren vorliegt. Auch eine Unterver-
sorgung mit Kohlenhydraten oder deren ungeniigende Umsetzung (Diabetes mellitus) beguns-
tigt den Abbau von zelluléren Proteinen, da diese dann als Brennstoff dienen. Unter den ge-
nannten Stoffwechselbedingungen werden die Aminoséuren oxidativ abgebaut; die von den
Aminogruppen getrennten Kohlenstoffskelette liegen als o-Ketoséuren vor, die entweder in die
Gluconeogenese eingehen oder zu CO, und H,O unter Energiegewinn umgesetzt werden.

Die Entfernung der Aminogruppen findet auf unterschiedlichen Wegen statt, der wichtigste ist
die Transaminierung: Die Aminogruppe der Aminosdure (Donator) wird hierbei auf o-
Ketoglutarat (Acceptor) ibertragen, wobei die der Aminosdure entsprechende a-Ketosdure so-
wie Glutamat entsteht. Auf diese Weise werden die Aminogruppen der abgebauten Aminosau-
ren in einem Glutamat-Pool gesammelt, dass dann fur Biosynthesen oder die Harnstoffbildung
genutzt werden kann. Die durch Transaminasen katalysierten Reaktionen sind vollstandig re-
versibel (K ~ 1), a-Ketoglutarat ist dabei meistens der einzig verwendete Aminosauren-
Acceptor, es existieren aber unterschiedliche Enzyme, die sich in ihrer Spezifitat fir die Dona-
tor-Aminosdure unterscheiden; alle Transaminasen besitzen den gleichen Reaktionsmechanis-
mus mit dem Coenzym Pyridoxalphosphat (PLP), dem Derivat von Vitamin Bgs. Unter Umge-
hung der Transaminierung auf Glutamat kénnen Aminosduren auch direkt oxidativ desaminiert
werden und so Ammoniak freisetzen.

Die Konzentration an freiem Ammoniak ist in der Pfortader (V. portae hepatica) am hdchsten,
wéhrend die anderen Blutgefalie einen wesentlich geringeren Ammoniakgehalt aufweisen. Der
freie Ammoniak in der Pfortader stammt aus dem Abbau von Aminoséuren der Nahrung durch
Mikroorganismen und dem Abbau von in Sekreten vorhandenem Harnstoff durch Mikroorga-
nismen (durch Urease) im Magen-Darm-Trakt.

Dieser freie Ammoniak wird in den Mitochondrien der Leber durch Glutamatdehydrogenase
und Glutaminsynthetase gebunden; zwar kénnen auch andere Organe Ammoniak mit Hilfe
dieser Enzyme binden, jedoch kann nur die Leber daraus Harnstoff bilden, aus diesem Grund
muss der im Organismus anfallende Ammoniak gebunden (da toxisch) in die Leber transpor-
tiert werden. Aus den Muskeln wird Ammoniak auf Glutamat und dann auf Pyruvat unter Bil-
dung von Alanin tbertragen und uber den Blutkreislauf in die Leber transportiert. Dort wird die
Aminogruppe unter Freisetzung von Pyruvat wieder auf Glutamat Ubertragen, das angefallene
Pyruvat wird zur Gluconeogenese genutzt, die so gewonnene Glucose wird wieder in extrahe-
patische Organe transportiert (Glucose-Alanin-Zyklus). Der in anderen Geweben (aber auch
Muskeln) anfallende Ammoniak wird in Glutamin gebunden und in die Leber zur Ausschei-
dung oder zu anderen Stellen fiir Biosynthesen transportiert (aber auch in Niere und Darm). In
der Leber wird analog zu Alanin die Aminogruppe von Glutamin auf a-Ketoglutarat Gbertra-
gen. Der im Glutamat gebundene Ammoniak kann nun schlie8lich dem Harnstoffzyklus zuge-
fuhrt werden, dazu wird er entweder auf Oxalacetat unter Bildung von Aspartat ibertragen oder
durch Glutamat-Dehydrogenase freigesetzt; der freie Ammoniak wird zu Carbamoylphosphat
umgesetzt. Aspartat und Carbamoylphosphat treten in den Harnstoffzyklus ein (siehe Abbil-
dung oben).
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I[I. AUSWERTUNG

1. Proteinbestimmung nach Biuret

Zweck dieses Versuchsteils ist es, die Proteinkonzentration des Enzymextraktes aus Schweine-
leber zu bestimmen. Die in ihm enthaltenen Enzyme sind fur die Bildung von Harnstoff ver-
antwortlich und die im zweiten Versuchsteil eben durch diese Enzyme produzierte Harnstoff-
menge kann so auf die Proteinmasse bezogen werden. Zur Bestimmung wird mit Hilfe eines
Proteinstandards aus Rinderserumalbumin eine Eichgerade ermittelt, anhand derer die Protein-
konzentration des Enzymextraktes bestimmt werden kann. Die Farbung nach Biuret beruht auf
der Bildung eines blauvioletten Kupfertetraaminkomplexes, dessen Absorptionsmaximum bei
560 nm liegt und mit Hilfe der Extinktion bei dieser Wellenlange untersucht werden kann.

Tabelle 1I-1: Ansatze und Ergebnisse der Proteinbestimmung (Volumina in pl)

Ansatz Wasser Standard Enzymex- Biuret- Gesamt- Extinktion
trakt Reagenz volumen

1 100 0 0 1000 1100 0

2 80 20 0 1000 1100 0,19
3 60 40 0 1000 1100 0,355
4 40 60 0 1000 1100 0,579
5 20 80 0 1000 1100 0,764
6 0 100 0 1000 1100 0,847
7 60 0 40 1000 1100 0,156
8 40 0 60 1000 1100 0,254
9 20 0 80 1000 1100 0,327
10 0 0 100 1000 1100 0,404

2. Harnstoffsynthese

Zur Untersuchung der Harnstoffsynthese wurden 8 Anséatze mit verschiedenen Stoffkombinati-
onen (v.a. Edukte, Cofakoren und Intermediate des Harnstoffzyklus) mit dem Enzymextrakt
aus Schweineleber versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Beendigung der Reaktion wurden
die Ansatze anschlieBend 10 min in ein Wasserbad bei 100 °C gestellt und das ausgefallene
Protein durch Zentrifugation abgetrennt. Die Uberstande wurden zur Harnstoffbestimmung
genutzt.

3. Harnstoffbestimmung im gekoppelten optischen Test

Zur Bestimmung des im zweiten Versuchsteil produzierten Harnstoffs in den Ansatzen 1-8 und
dem im Urin vorhandenen Harnstoff bzw. Ammoniak der Ansatze 15 und 16 wurde mit diesen
und mit definierten Harnstoffmengen in den Ansatzen 9-14 ein gekoppelter optischer Test
durchgefiihrt.
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Es wurde jedoch zuerst die Glutamat-Dehydrogenase und anschlieRend die Urease zugegeben,
dabei wurden die Extinktionen bei 340 nm der Ansétze 1-16 vor Zugabe der Glutamat-
Dehydrogenase (E;) gemessen und nach einer Dauer von 18 min vor Zugabe der Urease (E»).
Die resultierenden Extinktionsdifferenzen AE;; beruhen auf dem Umsatz von geldstem freiem
Ammoniak (u.a. aus der Luft). Nach Zugabe der Urease und einer Dauer von 19 min wurden
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die Extinktionen wiederum gemessen (E3), wobei davon auszugehen ist, dass die entsprechen-
den Extinktionsdifferenzen AEs, ausschlieflich aus dem Harnstoffumsatz der Urease resultie-
ren, da evtl. vorhandener anorganischer Ammoniak zuvor schon durch Glutamat-
Dehydrogenase umgesetzt und in AE»; berticksichtigt wurde.

Der Extinktions-Zeit-Verlauf wurde anhand von Probe 2 nach der Zugabe von Glutamat-
Dehydrogenase bestimmt und nach der Zugabe von Urease anhand von Probe 7, um ein Ende

der Reaktionen durch konstante Extinktionswerte erkennen zu kdnnen.

Tabelle 11-2: Verlauf der Extinktionen bei Probe 2 und 7 nach Enzymzugabe

Zeit Zeit Extinktion Zeit Zeit Extinktion
(min) (s) von Probe 2 (min) (s) von Probe 7
0.25 15 1,698 0.25 15 1,718
0,5 30 1,698 0,5 30 1,715
0,75 45 1,696 0,75 45 1,712
1 60 1,692 1 60 1,705
1,25 75 1,689 1,25 75 1,696
1,5 90 1,685 1,5 90 1,689
1,75 105 1,682 1,75 105 1,678
2 120 1,68 2 120 1,668
2,25 135 1,67 2,25 135 1,658
2,5 150 1,675 2,5 150 1,649
2,75 165 1,675 2,75 165 1,638
3 180 1,673 3 180 1,63
3,25 195 1,672 3,25 195 1,62
3,5 210 1,67 3,5 210 1,61
3,75 225 1,668 3,75 225 1,603
4 240 1,667 4 240 1,593
4,25 255 1,667 4,25 255 1,585
45 270 1,665 45 270 1,578
4,75 285 1,665 4,75 285 1,571
5 300 1,665 5 300 1,563
6 360 1,662 5,25 315 1,558
7 420 1,66 5,5 330 1,55
8 480 1,658 5,75 345 1,547
9 540 1,658 6 360 1,542
10 600 1,657 7 420 1,524
11 660 1,657 8 480 1,511
12 720 1,655 9 540 1,503
13 780 1,655 10 600 1,5
14 840 1,655 11 660 1,498
15 900 1,653 12 720 1,494
16 960 1,653 13 780 1,491
17 1020 1,653 14 840 1,488
18 1080 1,653 15 900 1,487
19 1140 1,653 16 960 1,485
20 1200 1,653 17 1020 1,484
18 1080 1,483
19 1140 1,483
20 1200
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Zur Verdeutlichung des Extinktion-Zeit-Verlaufs und der auftretenden Extinktionsdifferenzen
wurde das folgende Diagramm erstellt.
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Diagramm Il-1: Extinktions-Zeit-Verlauf des gekoppelten optischen Tests

Die aus der Bildung von Harnstoff resultierende und fur die Auswertung damit bedeutende
Extinktionsdifferenz AEs; ist im folgenden Diagramm flr die Ansétze dargestellt.

1,24
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Diagramm |1-2: AE3, der Ansatze 1-16 (1-8: Zentrifugate aus Versuchsteil 2, 9-14
Harnstoffstandard, 15-16 Urin)

In der auf der folgenden Seite dargestellten Tabelle sind die Extinktionsdnderungen aller 16
Ansatze sowie ihre Zusammensetzungen aufgefiihrt.
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Tabelle 11-3: Ansatze und gemessene Extinktionen (Harnstoffbestimmung)
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B. Extinktionskoeffizient fir NADH

Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten von NADH werden die Ansatze 9-14 mit defi-
nierten Harnstoffkonzentrationen verwendet.

Tabelle 11-4: Extinktionsdnderungen der Anséatze 9-14 (Harnstoffstandard)

Harnstoff- Vor Zugabe Vor Zugabe
Standard Glutamat-DH Urease AE>; Versuchsende AEg,
Ansatz (ImM) E, E, E>-E; Es Es-E,

ul

9 10 1,701 1,705 -0,004 1,108 0,597
10 20 1,698 1,624 0,074 1,294 0,330
11 40 1,698 1,602 0,096 1,146 0,456
12 60 1,692 1,655 0,037 0,632 1,023
13 80 1,696 1,662 0,034 0,604 1,058
14 100 1,696 1,642 0,054 0,435 1,207

Ausgehend von der Annahme, dass am Ende der ersten Versuchsphase kein freier Ammoniak
mehr in den Lésungen vorhanden war und am Ende der zweiten Versuchsphase der gesamte
vorhandene Harnstoff umgesetzt wurde, kénnen wir unter der Berlicksichtigung, dass bei einem
Mol Harnstoff zwei Mol NH3 bzw. NADH umgesetzt werden, aus dem Lambert-Beerschen
Gesetz ableiten, dass die Extinktionsdifferenz AEj; fir die entsprechende Konzentrationsdiffe-
renz Harnstoff der doppelten Konzentrationsdifferenz NH; bzw. NADH entspricht und wir er-
halten die folgende Gleichung fiir den molaren Extinktionskoeffizienten.

ACNADH = 2ACHarnstoff
AE = gd ACyupy,
AE
q = EACyapH (11-2)
AE
E = gACHarnstoff

Aus dem zugegebenen Volumen der Harnstofflosung (c = 1 mM) und dem Volumen der Ki-
vette (1000 pl) konnen nun die umgesetzten Harnstoff- bzw. NADH-Mengen und -
Konzentrationen abgeleitet werden:

ZACHarnstoff = ACNADH

— CStandardVStandard

CO, Harnstoff — V.
Kiivette
AC _ CStandardVStandard _ 0 =C
Harnstoff — V ~ ~0, Harnstoff

Kivette (11-3)

Harnstoff — CO, HamstoffVKﬂvette

An

ACNADH = 2Co, Harnstoff
AnNADH = 2C0, Hamstoffv

Kuvette
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Tabelle 11-5: Stoffmengen-, Konzentrations- und Extinktionsédnderungen

Vv An An Ac Ac
Ansatz | (Harnstoff) (Harnstoff) (NADH) (Harnstoff) (NADH) AE3,/d
L nmol nmol mM mM cm™
9 10 1 2 0,01 0,02 0,597
10 20 2 4 0,02 0,04 0,330
11 40 4 8 0,04 0,08 0,456
12 60 6 12 0,06 0,12 1,023
13 80 8 16 0,08 0,16 1,058
14 100 10 20 0,1 0,2 1,207

Wird nun anhand der obigen Gleichung nach Lambert-Beer die Extinktionsdifferenz AEs, ge-
teilt durch die Schichtdicke gegen die Konzentrationsdnderung von NADH der jeweiligen An-
sétze aufgetragen, erhalten wir aus der Steigung der ermittelten Ausgleichsgeraden direkt den
molaren Extinktionskoeffizienten von NADH.

-1
AE_/d [em™]

ACHarnstoff [mM]
0,00 001 002 003 004 005 0,06 0,07 0,08 0,09 0,0 0,11
T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I
1,2 [ |
1 | ]
1,0 4 .
0,8 4
0,6 4 ]
1 | |
0,4
| | |
0,2 4
0,0 T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I
0,00 0,02 0,04 006 0,08 0,10 0,12 0,24 0,06 0,18 0,20 0,22
ACon [MmM]
Y=B*X
Parameter Value Error
A 0 --
B 6,25489 0,2477
R SD N P
0,99039 0,0672 4 0,00158

Diagramm 11-3: Eichdiagramm zur Bestimmung von Harnstoff

Anhand der Steigung finden wir einen molaren Extinktionskoeffizient flir NADH von &5 =
6,255 mM-cm™. Im Vergleich zum Literaturwert von e405 = 6,22 mM-cm™ finden wir eine Ab-

weichung von 0,56 %.
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C. Harnstoffausbeute Ansatze 1 bis 8

1. Bestimmung der Proteinmenge in den Anséatzen 1 bis 8

Zur Ermittlung der Enzymkonzentration im Rinderextrakt gehen wir von dem verwendeten
Rinderserumalbumin mit definierter Konzentration aus und erstellen eine Eichgerade, worin die
in der Kivette vorhandene Proteinkonzentration gegen die Extinktion aufgetragen wird. Die
Proteinmasse und -konzentration ergibt sich nach folgender Rechnung:

CProtein = 50 mg/ml = 0'05 mg/lul
m = CproroirV, :0,05mg/yl-v{

Protein * {Standard}

Morotein _ CProteinV{Standard} _ 0,05 mg/yl

V 1100

Protein Standard }

(I1-4)
C

Protein{Proteintest} = V {Standard}

{Proteintest} {Proteintest}

Tabelle 11-6: Proteinmassen/-konzentrationen und gemessene Extinktionen der
Standardlésungen
Rinderserum- Extinktion Proteinkonzent-
Ansatz Wasser albumin Eseo Proteinmasse ration
pl pl mg mg/ml
1 100 0 0 0 0
2 80 20 0,19 1,00 0,909
3 60 40 0,355 2,00 1,818
4 40 60 0,579 3,00 2,727
5 20 80 0,764 4,00 3,636
6 0 100 0,847 5,00 4,545
Anhand der berechneten Proteinmassen kann nun die Eichgerade erstellt werden.
0,9 1
1 |
0,8
0,7
0,6
§ °°
£ |
£ 04+
L|>j ] (]
0,3
0,2
0,1
o777 T 7T T T T
00 05 10 15 20 25 35 40 45
Proteinkonzentration [mg / ml]
Y=B*X
Parameter Value Error
A 0 --
B 0,20874 0,00311
R SD N P
0,99847 | 0,0155 4 <0.0001

Diagramm |1-4: Eichdiagramm zur Proteinbestimmung nach Biuret




Biochemischer Grundkurs (ASG) WS 200372004
Thunemann, Leiprecht, Barth Platznummer 26

Aus der Steigung der Eichgeraden lasst sich anhand der Extinktionen der Ldsungen mit En-
zymextrakt die Proteinkonzentration bestimmen:

E=B- mProtein = % ) mProtein
C = E = —E mg
Protein B O, 20874
[l-
mProtein = CProteinV{Test} ( 5)
c — Mo rotein — CProteinV{Test} — V{Test} E mg
Protein{Extrakt} V \Vj V 01 20874

{Extrakt} {Extrakt} {Extrakt}

Tabelle 1I-7: Extinktion und Proteinmassen/-konzentrationen des Enzymextraktes

Volumen Extinktion | Proteinkonzentra- Proteinkonzentration
Ansatz | Wasser Enzymextrakt Eseo tion im Proteintest im Enzymextrakt
ul ul mg/ml mg/ml
7 60 40 0,156 0,82 20,55
8 40 60 0,254 1,34 22,31
9 20 80 0,327 1,72 21,54
10 0 100 0,404 2,13 21,29

Der Enzymextrakt enthielt also durchschnittlich 21,4225 mg/ml Protein.

2. Bestimmung des Harnstoffumsatzes

Aus der in Auswertung 2 gewonnenen Eichgeraden lasst sich die gebildete Harnstoffmenge der
Ansétze 1-8 ermitteln. Dabei ist wiederum zu berlcksichtigen, dass die Steigung auf den
NADH-Umsatz bezogen wurde, welcher dem halben Harnstoffumsatz entspricht.

AEy, = BACy o = ZBACHarnstoff{Test}
_AEy, AE,, (11-6)

AC = =
Harnstoff { Test} 2B 2-6,25489 L/mmol

Fur die Harnstoffbestimmung wurden 100 pl vom Reaktionsansatz (1000 ul) abgenommen,
einige Ansdtze wurden dartber hinaus verdinnt (Verdunnungsfaktor f = 1 : x), was in die Be-
rechnung der tatsachlichen produzierten Harnstoffmenge eingehen muss.

AnHarnstoff{Test} = ACHarnstoff{Test}V{Test} = A(’\Harnstoff{Test} -1000 ﬂl
1000 zl
_ 100 'AnHarnstoff{Test} _ %'1000 w
AnHamstoff{Ansatz} - f - f ) ACHarnstoff{Test}
1000 zl 1000 ul
AC _ 100:I 'AnHarnstof‘f{Test} _ 100:I -1000 /Jl 'ACHarnstoﬁ{Test} (”-7)
Harnstoff { Ansatz} — -
arnstoff { Ansatz} f 'V{Ansatz} f .1000 ,Lll
10
= T ’ ACHalrnstoff{Test}

Tabelle 11-8: Bestimmter Umsatz in den Ansatzen 1-8
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Ac (Harn- An (Harn- Verdin- Ac (Harn- An (Harn-
An- stoff) stoff) nungsfaktor stoff) stoff)
satz AE3, im Test im Test f im Ansatz im Ansatz
mM mM mM pmol
1 0,290 0,023 0,023 1,00 0,232 0,232
2 0,438 0,035 0,035 0,10 3,501 3,501
3 0,177 0,014 0,014 1,00 0,141 0,141
4 0,142 0,011 0,011 1,00 0,114 0,114
5 0,143 0,011 0,011 0,10 1,143 1,143
6 0,299 0,024 0,024 0,10 2,390 2,390
7 0,315 0,025 0,025 0,05 5,036 5,036
8 0,095 0,008 0,007 0,20 0,361 0,361

Um die gebildete Harnstoffmenge auf die Proteinmasse zu beziehen, wird die in den Reakti-
onsansatzen vorhandene Proteinmasse aus der mit Hilfe der Eichgeraden bestimmten Protein-
konzentration des Enzymextraktes berechnet, in die Ansatze 1-7 wurden 450 pl Enzymextrakt
zugegeben, in den achten Ansatz wurde kein Extrakt zugegeben.

m }:c \/

Protein * { Extrakt}

=21,4225mg/ml -V,
=9,640125 mg

Protein{ Ansatz

=0,0214225mg/ zl - 450 (11-8)

Extrakt}

Wir erhalten schlie3lich unter der Beriicksichtigung der Tatsache, dass die Inkubationszeit der
Ansatze genau eine Stunde betrug, fiir die Harnstoffausbeute A den folgenden Ausdruck.

An
m

Harnstoff { Ansatz}

}-1h

A= (11-9)

Protein{ Ansatz

Tabelle 11-9: Harnstoffausbeute in den Anséatzen 1-8

Ansatz An (Harnstoff) im Ansatz Harnstoffausbeute A
pmol pmol / (h mg Protein)
1 0,232 0,024
2 3,501 0,363
3 0,141 0,015
4 0,114 0,012
5 1,143 0,119
6 2,390 0,248
7 5,036 0,522
8 0,361 -
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D. Diskussion der Ergebnisse

Tabelle 11-10: Zusammensetzung und Harnstoffausbeute der Ansétze 1-8

b4 ~
= 2 29
E g |, |8 28
; s |§ |4 2
o ) b © = o
© —~~ c c Q — —_ o
o LT3 | o g | Eo g ~| €~ % = E= = b » =
o S|l | g2 22| =3 | 23| 23| 2o 4 " c 35
c oo o O Ao | so Do co 5o om | 2o | 8= =
< <L | =L | wl | oLl <cL|oL|loL | W | oz | =2 I=
1 X - X X - - - X 50 50 0,024
2 X X - X - - - X 50 50 0,363
3 - X - X - - - X 100 | 350 | 0,015
4 X X - - - X - X 50 50 0,012
5 X X - - - - X X 50 50 0,119
6 X X - - - X X X 50 0 0,248
7 X X - - X - - X 50 50 0,522
8 X X - X X X X - 150 200 -
NH,
a) Ansatz 8 coo o
Unter Berlicksichtigung der Tatsa- J|/ HN
che, dass fir die Produktion von ___ /O
Harnstoff (mindestens) die vier in Fumarat g <
der nebenstehenden Abbildung inass Arginase amtoft
dargestellten Enzyme vorhanden ‘0oc
sein mussen, ist die Harnstoffaus- NH;*
beute im 8. Ansatz formal Null, da ©99 Arginin HaN
kein  Enzymextrakt zugegeben > \
wurde. Dass trotzdem Harnstoff im N e °t°°'
Test nachgewiesen werden konnte, Hi Fremnesteena S
arnstoiiz us -
beruht entweder darauf, dass noch Y ooc
. R . NHz*
geldster Ammoniak nachgewiesen Ormithin

wurde oder in der Inkubationszeit

vorhandenes  Arginin  spontan
hydrolysierte.
b) Anséatze 1-3

In den Ansatzen 1-3 wird die von
Argininosuccinat-Synthase kataly-
sierte Reaktion untersucht. Diese
Reaktion benétigt Aspartat, Citrul-
lin und ATP sowie Mg®" als Co-
faktor, um das ATP in der Reakti-
on komplexieren zu kdnnen und so

jolele:

/

HN

Ornithin-Trans-

NH3 carbamoylas

Arginino-
succinat-
Synthase

~

Carbamoylphosphat

AMP + PP; OP032’

HOOC,

“00oC

ATP P

NH5*

*NH3 Ccoo"

Citrullin
Aspartat

Abbildung I1-1: Uberblick zum Harnstoffzyklus

einer Umsetzung zuganglich zu machen. Im 1. Ansatz sind zwar die Edukte sowie ATP vor-
handen, es wird aber kein zusétzliches Mg** zugegeben und evtl. vorhandenes Mg?* mit EDTA
gebunden. Die Reaktion ist daher gehemmt, die Harnstoffausbeute dementsprechend gering. Im
3. Ansatz fehlen Aspartat und ATP, die Reaktion kann ebenfalls nicht ablaufen, die Harnstoff-
ausbeute ist &hnlich gering wie bei Ansatz 1. Der 2. Ansatz enthélt alle zur Reaktion benétigten
Stoffe, die Harnstoffausbeute ist daher hoch (ca. 20-mal groRer als bei 1 und 2). Die minimale
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Ausbeute der Ansatze 1 und 3 kann mit Verunreinigungen an anderen Intermediaten des Harn-
stoffzyklus erklart werden; so wirde evtl. vorhandenes Argininosuccinat oder Arginin auch in
diesen Ansétzen zu Harnstoff umgesetzt werden kénnen.

C) Ansétze 4-6

In diesen Ansatzen wird die von Ornithin-Transcarbamoylase katalysierte Reaktion untersucht,
eventuell gebildetes Citrullin kann mit vorhandenem Aspartat weiterreagieren, also analog zu
den Ansétzen 1-3 zu Harnstoff umgesetzt werden. Im 4. Ansatz ist Ornithin vorhanden, aber
kein Carbamoylphosphat. Aus diesem Grund wird kein Citrullin gebildet, was im Zyklus zu
Harnstoff weiterreagieren konnte, die Ausbeute ist dementsprechend niedrig. Ansatz 5 enthélt
zwar Carbamoylphosphat, jedoch kein Ornithin, die Reaktion kann ebenfalls nicht stattfinden.
Trotzdem ist eine relativ hohe Harnstoffausbeute gemessen worden, die jedoch im Vergleich
zum 6. Ansatz nur halb so grof3 ist; im 6. Ansatz befinden sich nd&mlich Ornithin und Carba-
moylphosphat, sodass die Reaktion unter Citrullinbildung ablaufen kann, dass im Zyklus zu
Harnstoff weiterverarbeitet werden kann (Ausbeute 20-mal hoher als bei Ansatz 4). Eine Erkla-
rungsmaoglichkeit fur die relativ hohe Ausbeute in Ansatz 5 ist das VVorhandensein einer gewis-
sen Minimalmenge Ornithin, die im vorliegenden Reaktionsgemisch zu Harnstoff unter Rege-
nerierung umgesetzt werden kann; die geringe Ausbeute in Ansatz 4 kann wiederum mit Ver-
unreinigungen begriindet werden.

d) Ansatz 7

Im 7. Ansatz ist Arginin vorhanden, was durch Arginase unter Bildung von Ornithin direkt zu
Harnstoff umgesetzt wird. Das gebildete Ornithin kann aufgrund des Fehlens von Carba-
moylphosphat nicht wieder in den Zyklus integriert werden, dennoch liefert die direkte Hydro-
lyse von Arginin die im Versuch hochste Harnstoffausbeute.

e) Zusammenfassung

Die hohen Harnstoffausbeuten der Ansétze 2, 6 und 7 sind unter Bericksichtigung der zuge-
setzten Stoffe und des Reaktionsverlaufs erklarbar, ebenso wie die geringe Harnstoffproduktion
in den Ansatzen 1, 3, 4 und 8. Vergleichbar hoch, jedoch nicht erwartet ist die Harnstoffaus-
beute von Ansatz 5.

E. Harnstoffgehalt im Urin

1. Harnstoffbestimmung

Analog zu Auswertung 3 (Diagramm [1-3) kann mit Hilfe der Harnstoffstandards die umgesetz-
te Harnstoffmenge im Urin bestimmt werden. Die Ansétze wurden unterschiedlich stark ver-
dunnt (Verdinnungsfaktor f = 1 : x), das Volumen des verdiinnten Urins betrug 100 pl.

AE,, = BACypy = 2BAC

Harnstoff { Test}

Ac _AE, AE,,
Hamstoff{Testj = 2B~ 2.6, 25489 L/mmol
AnHarns’[of‘f{Tes’[} = ACHarnstoff{Test}V{Test} = A('.:Harnstof“f{Test} -1000 /Jl (” 10)
_ AnHarnstof‘f{Test} _ ACHarnstof‘f{Test} -1000 IUI
AnHarnstoff{Urin} B f o f
AC _ AnHarnstof“f{Test} _ 1000 Iul ) ACHamstoff{Test} _ 10 . AC
Harnstoff {Urin} — f V{ - f.100 ,Lll _T Harnstoff { Test}

Urin}
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Anhand dieser Gleichungen l&sst sich wiederum die Harnstoffkonzentration im Urin bestim-
men.

Tabelle 11-11: Harnstoffkonzentrationen im Urin (Anséatze 15 & 16)

Verdin-
Ac (Harnstoff) An (Harnstoff) nungs- An (Harnstoff) Ac (Harnstoff)
Ansatz im Test im Test faktor f im Ansatz im Ansatz
mM umol mmol mM
15 0,034 0,034 1/1000 0,336 335,737
16 0,025 0,025 1/3000 0,755 755,409

2.  Ammoniakbestimmung

Die Bestimmung des Ammoniakgehaltes im Urin erfolgt analog zur Harnstoffbestimmung,
jedoch wird hier die einfache Steigung der Eichgeraden aus Diagramm 11-3 verwendet, da diese
auf die Konzentrationsanderung von NADH und damit NH3 bezogen ist. Dariiber hinaus muss
die Extinktionsédnderung AE2; zur Auswertung benutzt werden, da diese auf der Umsetzung von
Ammoniak durch Glutamat-Dehydrogenase beruht. Damit ergibt sich die folgende Berechnung
fir die Harnstoffbestimmung.

AE,, = BAC,py = BAC

Ammoniak { Test}

Ac A% o
Ammoniak{Test} B 6,25489 L/mmOI
AnAmmoniak{Test} - ACAmmoniak{Test}V{TESt} - ACAmmO”iak{TESt} 1000 4 (1-11)
_ AnAmmonialk{Test} _ ACAmmoniak{Test} -1000 /JI
Ar]Ammoniak{Urin} o f N f
Ac _ AnAmmonialk{Test} _ ACAmmoniak{Test} -1000 /UI _ 9
Ammoniak {Urin} f 'V{Urin} f -100 ﬂl f ‘Ammoniak{Test}

Diagramm I1-5: Ammoniakkonzentrationen im Urin (Anséatze 15 & 16)

Verdun-
Ac (Ammoniak) An (Ammoniak) nungs- An (Ammoniak) | Ac (Ammoniak)
Ansatz im Test im Test faktor f im Ansatz im Ansatz
mM pmol mmol mM
15 0,021 0,021 1/1000 0,021 211,035
16 0,013 0,013 1/3000 0,040 402,885

3. Urinausscheidung in 24 h

Werden diese Konzentrationen auf ein Volumen von 1,5 | (fiir 24 h) bezogen und mit den mo-
laren Massen flr Harnstoff (60 g / mol) und Ammoniak (17 g / mol) multipliziert, ergeben sich
die in 24 h ausgeschiedenen Harnstoff- bzw. Ammoniakmassen.

Diagramm 11-6: Ermittelte Ausscheidungen von Harnstoff und Ammoniak

Ac Harnstoff- Harnstoff- Ac Ammoniak- | Ammoniak-
(Harnstoff) ausschei- ausschei- | (Ammoniak) | ausschei- ausschei-
Ansatz | im Ansatz dung dung im Ansatz dung dung
mM mmol / 24h g/24h mM mmol / 24 h g/24h
15 335,737 503,60 30,22 211,035 316,55 5,38
16 755,409 1133,11 67,99 402,885 604,33 10,27
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Der ermittelte Wert fur die Harnstoffausscheidung im Ansatz 5 (Verdiunnung 1: 1000) stimmt
mit dem Normalwert von 27 g Harnstoff relativ gut Gberein, bei Ansatz 16 wurde offensichtlich
ein Verdunnungsfehler gemacht, da die entsprechende Harnstoffausscheidung viel zu hoch ist.
Dementsprechend lasst sich nur die Ammoniakausscheidung von Ansatz 15 mit dem Normal-
wert vergleichen, dennoch wurde ein ca. um den Faktor 6 zu hoher Wert ermittelt. Diese Ursa-
che hierflr liegt entweder in einem Messfehler oder der Tatsache, dass in der Probe zusatzlich
Ammoniak gelost war, der die Messung verfalschte. Eine ungewdéhnlich hohe Harnstoffaus-
scheidung ware durch Vergleich mit den Ergebnissen der anderen Gruppen, die die entspre-
chende Probe zum Versuch verwendet haben, zu ermitteln.

Tibingen, am 10.11.2003

(Martin Thunemann) (Torsten Barth) (Natali Leiprecht)
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