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Vetbesserte Methode zur Bestimmung der Serumarginaseaktivitit
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Nach einer kurzen Ubersicht iiber das Vorkommen der Arginase und der klinischen Bedeutung der Anderungen
ihrer Aktivitit im Blut wird ein Verfahren zur Bestimmung der Serum-Arginase-Aktivitit angegeben. Gegeniiber
zahlreichen bisher durchgefiihrten Verfahren zu ihrer Bestimmung erwies sich die hier erstmalig angewandte
Kombination der enzymatischen Zersetzung des wihtrend der Inkubation entstaridenen Harnstoffes mit der Am-
moniakbestimmungsmethode nach E. J. CoNnway als spezifischer und fiir Routinebestimmungen in der Klinik als

handlicher bei gleich grofer Genauigkeit.

The occurrence of arginase and the clinical significance of changes in its level in the blood ate briefly reviewed.
A method for the determination of serum arginase activity is then given. The present method is the first to combine
the enzymic decomposition of the urea, which is formed during the incubation, with the method of E. J. Conway
for the determination of ammonia. Compared with the numerous other methods, shich have been so fat ttied, it
is more specific, more convenient for routine clinical determinations and equally accurate.

Die von Kosser und DAxkmN 1904 entdeckte Arginase
(L-Argininureohydrolase 3. 5. 3. 1) ist im Tier- (1) und
Pflanzenreich (2) weit verbreitet. Insbesondere die
Untersuchungen von S. EprBacHER und ROTHLER (1)
lassen erkennen, dal das Enzym nicht nur in der Leber
der Mammalia als dem Ort der Harnstoffsynthese
lokalisiert, sondern auch in Niere, Hoden und Plazenta
zu finden ist. Dariiber hinaus zeigen Leber und Niere
von Hithnern (3) einen relativ hohen Arginasegehalt.
Spitere Untersuchungen von KocHAKIAN und Mit-
arbeitern (4) erbrachten im Gegensatz zu den Befunden
von EpLBacHER und R6THLER (1) auch im Serum und
Erythrozyten der Mammalia das Vorhandensein der
Arginase. ‘

Die bisher zur Bestimmung der Arginaseaktivitit an-
gewandten Verfahren schienen uns zu aufwendig oder
zeitraubend, um fiir klinische Routine-Untersuchungen
in Frage zu kommen. Aus zahlreichen Untersuchungen
geht aber hervor, dafl sowohl bei Erkrankungen der
Leber als auch des erythropoetischen Systems Verinde-
rungen der ,,SAR“Y) zu beobachten und somit hiufige
Kontrollen angebracht sind. ManNiNG und GrisoLia
(5) sowie VincenT und Huc (6) fanden bei entziind-
lichen Lebererkrankungen Erhohungen der SAR-
Aktivitit, die besonders kriftig bei akuter Hepatitis
epidemica auftreten sollen (7), wobei jedoch die Ver-
inderungen der SAR und SGOT nicht parallel gehen.
PeLIkAN und Mitarbeiter (8) verglichen die bei Hepatitis
epidemica beobachteten Anderungen der Arginaseaktivi-
tit im Plasma mit der in den Erythrozyten. Wihrend die
Plasmaarginaseaktivitit die entziindlichen Verinderun-
gen widerspiegelt, 148t die Untersuchung der Erythro-
zytenarginase keine diagnostischen Schliisse auf akute
Lebererkrankungen zu. Von ReyNoLDs und Mitatbeitern
(9) werden auffillige Erh6hungen der Arginaseaktivitit
in den Erythrozyten bei perniciéser Animie sowie bei
) Abkiirzungen: SAR: Serumarginase; L-. Argmmurcohydrolase

3.5.3.1

SGOT: Serum-L-Aspartat: 2-Oxoglutarat-Ami-
notransferase (2. 6. 1. 1)

makrozytiren Animien beschrieben. Fiir wiederholte
Untersuchungen der SAR ist jedoch eid handliches
Verfahren notwendig. Ein solches haben wir fiir unsere
Untersuchungen der Leberarginase von Ratten aus-
gearbeitet?). Uber die Bestimmung der SAR mit dieser
Methode soll im folgenden berichtet werden.

Methodik

Zur Bestimmung der SAR pipettierten wir zu 0,4 m/ eines 0,1 =
Glycinpuffers pH 9,0 und 0,1 m/ einer Mangansulfat-(4.10—2u)-
Malatlésung (1.10-2 7) 0,2 m/ Serum und priinkubierten 30 Min.
bei 38°. Dann fligten wir 0,1 m/ einer 0,15 » L-(+)-Argininldsung
(pH 9,0) hinzu und inkubierten 24 Stdn. bei 38°. AnschlieBend
wurde die Arginasé dutch Zugabe von 0,04 m/ 2 #» HC! und Inku-
bation iiber 30 Min. bei gleicher Temperatur inaktiviert. Danach
gaben wir 0,35 m/ 0,5 » Phosphatpuffer pH 7,3 hinzu, der 4 mg
Utease/m/ enthielt und inkubierten nochmals 30 Min. bei 38°. In
einem aliquoten Teil der Inkubationsfliissigkeit wurde mittels der
Mikrodiffusionsmethode nach Conway und Marrey (10) der
Ammoniak bestimmt. Dieser wurde mit Kaliumkarbonat ver-
dringt und im zentralen GefiBteil in 2 m/ 0,5-proz. alkoholischer
Borsiure aufgefangen. Als VerschluBmittel der Conway-Schilchen
verwandten wir mit gutem Erfolg reines Paraffin (Fp. 55°).
Die Titration etfolgte mit 0,005 # Schwefelsiure.

Um den priformierten Harnstoff im Serum zu bestim-
men, liefen jeweils zwei Serumkontrollen parallel,
indem vor Argininzusatz durch Zugabe von HCI die
Atrginase inaktiviert worden war. Die Differenz der
Haupt- zu den Kontrollwerten ergibt die Menge des
auf Grund der Arginasewirkung gebildeten Harnstofls,
die — auf 24 Stunden und 100 m/ Serum bezogen —
ein MaB fiir die Arginaseaktivitit darstellt.

Bei 10 Versuchspersonen betrug die SAR-Aktivitit
44,5 4 22,3 mg Harastoff/24 Stdn. und 100 m/ Serum.
Die Standardabweichung fiir 10 Dreifachbestimmungen
belief sich auf 1,7 mg Harnstoff pro 100 m/ Serum. —
Die Versuchspersonen stammten aus dem Patientengut
einer chirurgischen Klinik. Sie zeigten keinerlei klinisch
nachweisbare Stoffwechselstérungen.

2) Teilweise vorgetragen auf dem 4. JahreskongreB der Arbeits-

gemeinschaft Klinische Pathologie und Klinische Chemie in der
Gesellschaft fiir experimentelle Medizin, Erfurt 1965. -
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Diskussion

Die Arginaseaktivitit kann einerseits durch die Be-
stimmung des pro Zeiteinheit zersetzten Arginins (11),
andererseits mittels des wihrend der Inkubation ent-
standenen Harnstoffs erfolgen (1,3, 7, 8). Bei Anwendung
des letzteren Prinzips erweisen sich die Ureasemethoden
gegeniiber zahlreichen anderen Harnstoffbestimmungs-
methoden als weitaus spezifischer, da lediglich Harnstoff
erfaBt wird und andere im Serum vorhandene Stoffe
keine Storungen verursachen. Bei der Harnstoff-
bestimmung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd dagegen
stort Arginin, das ebenso wie Harnstoff ein Konden-
sationsprodukt mit dem Aldehyd gibt, dessen Absorp-
tionsbanden gleichfalls bei 415 my und 440 my liegen
(12). Die Reaktion nach FEARON mit Diacetylmonoxim
und Isonitrosopropiophenon folgt nicht dem Lambert-
Beerschen Gesetzt (5), ist photosensibel (13) und wird
durch Medikamente gestort (14). Eine umfangreiche
Darstellung tiber den Einflu zahlreicher, gleichfalls
mit Isonitrosopropiophenon reagierender Substanzen
gibt ArcHiBaLD (15).

Die mit der enzymatischen Harnstoffzersetzung kombi-
nierten Ammoniakbestimmungsmethoden waren zu
aufwendig, wie etwa das manometrische (16), das
konduktometrische (17) oder das elektrometrische (18)
Verfahren. Die enzymatisché Bestimmung des Ammo-

niaks mittels Glutaminsiuredehydrogenase (19) ist fiir
Routineuntersuchungen zu zeitraubend; fiir die neBlero-
metrische NH;-Bestimmung gibt MAssMANN (20) zahl-
reiche Fehlerméglichkeiten an. Wit haben aus diesem
Grunde das Mikrodiffusionsverfahren gewihlt, fiir das
E. ]. Conway eine Empfindlichkeit von 0,15 mg
Harnstoff/100 m/ Blut angab. Neben dem geringen
apparativen Aufwand dieses Verfahrens ist von Vorteil,
daB lediglich die NHj-haltige Fliissigkeit exakt ein-
pipettiert werden muB, wihrend geringe Schwankungen
der Borsiure- und Kaliumkarbonatmengen keine Fehler
verursachen. Die Genauigkeit des angewandten Ver-
fahrens liegt im Bereich anderer Ammoniakbestimmun-
gen (16, 20, 21).

Damit erweist sich die von uns durchgefiihrte Methode
gegeniiber zahlreichen anderen Methoden zur Bestim-
mung der Arginaseaktivitit (11, 12, 22, 23) als spezifi-
scher, weniger storanfillig und weitaus handlicher, was
ihre Anwendung als Routinemethode wesentlich be-
glinstigt. Ein Vergleich der von uns gefundenen SAR-
Werte mit denen anderer Autoren ist nicht méglich, da
letztere z. T. ohne Mn-Aktivierung oder unter anderen
Inkubationsbedingungen gearbeitet haben. Es wire
niitzlich, auch hier Standardbedingungen ecinzufiihren,
damit Vergleiche der Arginaseaktivititen mdglich
werden.
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