Uber einen im normalen menschlichen Harn vorkommenden,
schwer dialysierbaren Eiweillabkémmling.
Von

Emil Abderhalden und Fritz Pregl, Graz.

(Aus dem I. Chemischen Institut der Universitat Berlin.)
(Der Redaktion zugegangen am 2. August lIttof» )

Es ist schon lange bekannt, dal im menschlichen Harn
auller den bekannten kristallinischen Harnbestandteilen sich
noch kolloidale stickstoffhaltige Substanzen vorfinden. Ihre Menge
Ist so grof3, dal durch ihr Vorkommen der scheinbare Wider-
spruch, der zwischen dem auf direktem Wege ermittelten Ver-
héltnis \ on Kohlenstoff zu Stickstoff und dem aus den isolierten,
kristallinischen Bestandteilen berechneten besteht, befriedigend
aufgeklart wird.l) Uber die Natur dieser Harnbestandteile°war
bis heute so gut wie nichts bekannt, und ebenso fehlt irgend
ein haltbarer Beweis fur ihre Einheitlichkeit.

Im zu prifen, ob sich Beziehungen zwischen diesen
stickstoffhaltigen Harnbestandteilen und den Eiweil3korpern fest-
stellen lassen, wurde eine Hydrolyse derselben durchgefihrt,
und tatsachlich gelang es, nach der Estermethode Leucin,
Alanin, Glycocoll und Glutaminsaure zu isolieren und
die Anwesenheit von Phenylalanin durch die Reaktion mit
Schwefelsaure und Kaliumdichromat festzustellen. Auch Aspara-
ginsédure durfte vorhanden sein.

Experimenteller Teil.

\ eiwendet wurde ein Praparat, das der eine von uns
Nehdn vor Jahren in nachstehender Weise hergestellt hatte. Der
Iroekenrtickstand von menschlichem Harn, in dem weder mit
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Esbachschem Reagens, noch mit konzentrierter Salpetersdure
Ei\v(‘iff nachgewiesen werden konnte, wurde mit absolutem
Alkohol extrahiert, und aus dieser LoOsung durch Eintragen
von gepulverter Oxalsdure die Hauptmenge des Harnstoffs ent-
fernt. Aus dem Filtrat vom Harnstoffoxalat wurde die Uber-
schissige Oxalsaure mit Baryt, und aus dem neuerlichen Filtrat
der Baryt mit Schwefelsaure entfernt. Durch mehrtégige Dialyse
des Filtrates vom Baryumsulfat wurden die letzten Reste kristal-
linischer Substanzen moglichst entfernt. Nach dem Einengen
der dialvsierten Flussigkeit auf ein kleines Volumen stellt
dieses Praparat eine durchsichtige, braunliche, siruptse Flissig-
keit dar.

Durch Schuitteln der alkalischen Losung mit [3-Xaplitalin-
sulfochlorid konnten wir uns Uberzeugen, dald das Praparat
keine freien Aminosauren enthielt. Eine Menge desselben, die
etwa 30 Litern Harn entsprach, wurde mit einem Liter konzen-
trierter Salzsaure wahrend 6Stunden am Ruckflul3kiihler gekocht.
Dabei entwickelte sich ein hochst unangenehmer, penetranter
Geruch, und reichliche Mengen eines schwarzen, unldslichen
«Melanins> schieden sich aus. Die Hydrolysenfllssigkeit wurde
hierauf mehrere Stunden lang der Dampfstromdestillation unter-
worfen, wobei die Riechstoffe ins Destillat tbergingen. Durch
Ausschutteln des Destillates mit Ather und Abdestillieren des-
selben war ein sofort Kristallinisch erstarrender, penetrant
riechender RuUckstand zu erhalten, der noch weiter getrennt
werden konnte. Beim Ausschutteln seiner atherischen Lodsung
mit ammoniakalischem \\ asser blieb im Ather ein stark riechendes
01 zurick, welches seiner geringen Menge wegen nicht weiter
untersucht werden konnte. Die ammoniakalische wasserige
Losung wurde hierauf angesauert und mit Ather ausgeschittelt.
Der Destillationsriickstand erstarrte sofort kristallinisch; nach
einmaligem | inkristallisieren aus Alkohol wurden perimutter-
glanzende Schuppchen einer bei 117° schmelzenden S&ure
erhalten, deren Analysenwerte und Verhalten auf Benzoesaure
schlieRen lassen. Ihre Menge betrug 0,3 (.

Die salzsaure HydrolysenflUssigkeit wurde hierauf ein-
geengt, mit Wasser verdunnt und filtriert. Die Menge des
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Filterrickstandes betrug nach dem Ldsen in Natronlauge und
Wiederausfallen mit Salzsaure 12 g.

Das Filtrat der ausgeschiedenen Massen wurde hierauf
zur Sirupdicke eingeengt, in der ublichen Weise zweimal ver-
eitert, die in Freiheit gesetzten Ester in Ather aufgenommen,
der Ather abdestilliert, und der Ruckstand bei einem Druck
von 0.4 mm der fraktionierten Destillation unterworfen, Die
erste Fraktion wurde bis 107° aufgefangen, die zweite bis 170°.

Die erste Esterfraktion wurde in der tblichen Weise durch
Kochen mit der fachen Wassermenge verseilt und zur Trockene
eingedampft. Durch fraktionierte Kristallisation konnte daraus
als schwerloslicher Anteil Leucin (0,3 g) vom Schmelzpunkt 293°
isoliert werden.

0.1*200 g Substanz gaben 0,2115 g (10» und 0,1002 g 11,0

Berechnet flr C61113NO. . Gefunden:
51.90' . C und 9,92% H. 51.9V» C und 9,8'»,.« H.

Das Filtrat davon zur Trockene verdampft und mit
Alkohol und Salzsaure neuerlich verestert, schied beim Stehen
im Eisschrank Glycocollesterchlorhydrat (1,1 g) aus.

0.1550 g Substanz lieferten 0.0908 g 1L0 und 0,1908 g C.O#
Berechnet fiir C4H,INO2CI: Gefunden:
81.1°0 C und 7,17°/0 H. 31,19% C und 0,90% II.

Aus den Mutterlaugen vom Glycocollesterchlorhydrat.wurde
die Salzsdure durch Kochen mit Bleioxyd entfernt, und die
Losung mich der Behandlung mit Schwefelwasserstoff eingeengt.
Aus dem Ruckstand konnte durch Umkristallisieren Alanin
(E =294) (0,5 g) isoliert werden.

0,1007 g Substanz lieferten 0.2353 g GO* und 0,1101 g 11,0

Berechnet fir CIJLNO*: Gefunden:
10.12% C und 7,92% H. 39,93°/« C und 8.10°« H.

Die zweite Fraktion, die voraussichtlich die Ester des
Phenylalanins, der Glutaminsdure und der Asparaginsdure ent-
hielt, wurde in der bekannten Weise zur Abseheidung des
Phenylalaninester mit dem finffachen Volumen Wasser (ber-
lassen und dann mit Ather ausgeschiittelt. Nachdem der Ather
zur Abtrennung von mitgelostem Glutaminsdure-™ und Aspara-
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ginstureoster mehrere Male mil Wasser ausgewaschen worden
war. wurde er mit Natriumsulfat getrocknet und dann abdestilliert.
Der Rlckstand wurde, wie Ublich, mit konzentrierter Salzsaure
eingedampft, das salzsaure Salz durch Abdampfen mit Am-
moniak zerlegt, und fias gebildete Chlorammon mit kaltem
Wasser ausgelaugt. Leider reichte die isolierte reine Saure zu
einer Analyse nicht aus. Sie zeigte alle Eigenschaften des Phe-
nylalanins und entwickelte namentlich beim Kochen mit 2f)0/.>iger
Schwefelsaure und einem Koérnchen Kaliumbiehromat deutlich
Phenylacetaldehyd.

Die vereinigten waésserigen Extrakte wurden mit Barvt
gekocht. Nach dem Abkihlen und langerem Stehen schied
sich am Boden des (iefales ein schwerlGsliches Barytsalz in
Kristalldrusen aus, das abfiltriert und mit Schwefelsaure zer-
legt wurde. Nach der quantitativen Entfernung der Schwetel-
saure wurde die Ldsung eingedampft. Es kristallisierte eine
sauer schmeckende Verbindung aus, die offenbar Asparagin-
saure war. Leider reichte die isolierte Menge zur Analyse nicht
aus. Aus dem Filtrat dieses Barytsalzes wurde der Barvt mit
Schwefelsdure quantitativ ausgefallt, das Filtrat vom schwefel-
sauren Baryt stark eingeengt, mit gasformiger Salzsaure ge-
sattigt und in die Kalte gestellt. Es erfolgte bald reichliche
Kristallisation von (ilutaminsaurechlorhydrat i0,8 g).

0,1835 g Substanz gaben 0.2178 g GO, und 0,0020 g H,0

berechnet fir G6I]IINO4GI: Gefunden:
02.08°%0 C und 5.40% H. 32,37°0 G und 5,02° 0 H.

Der vorliegende Befund beweist, dal} im normalen mensch-
lichen Harn Verbindungen Vorkommen, welche bei ihrer Hydro-
lyse durch Sauren wenigstens einen Teil der im Eiweilmolekil
vorhandenen Bausteine ergeben. DaRR die isolierten Amino-
sauren in fester Bindung vorhanden waren und nicht einzeln,
beweist einmal der Umstand, dafl das Produkt dialysiert worden
war, und ferner durch Schitteln mit R-Naphtalinsulfochlorid
keine Aminosauren direkt nachgewiesen werden konnten. Wir
haben den Basengehalt und die schwefelhaltigen Produkte
noch nicht bestimmt und auch eine wahrscheinlich vorhandene
Kohlehydratgruppe vorlaufig unbertcksichtigt gelassen. Was die
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Deutung des Befundes anbetrifft, so liegt offenbar ein eiweil3-
.utiger AbkOmmling vor, der dem totalen Abbau entgangen ist.
Auffallend ist vor allem, dall von den Abbauproduklen der,
wir oben beschrieben, isolierten Substanz das Glycoeoll an
Menge alle anderen Aminosduren bei weitem Ubertraf. Aller-
dings haben wir zu gleicher Zeit Benzoesdure nachgewiesen.
Man konnte deshalb ‘daran denken, dal3 trotz der sorgféltigen
Dialyse Hippursaure dein isolierten Produkte beigemengt war,
und diese die Quelle des Glyeoctlls sein koénnte. Gegen diese
Auflassung ist anzufiihren, dall Benzoesdure nur in verschwin-
dend kleiner Menge isoliert werden konnte, und daher sicher
nur der allerkleinste Teil des gewonnenen Glycocolls auf Hippur-
rilure zurlckgefuhrt werden darf. Der auffallend hohe Gehalt
ui Glycoeoll, ferner der Gehalt an Phenylalanin (auf Prolin
ist nicht gepruft worden) legen uns den Gedanken nahe, dal}
dein isolierten EiweiRabkdmmling eine analoge Bedeutung zu-
k<»Hirmen konnte, wie dem von E. Fischer und E. Abder-
halden!) bei der kunstlichen und von E. Abderhalden?)
Isci der natirlichen Verdauung beobachteten sog. * Polypeptid».

\\ (dtere Untersuchungen missen ergeben, ein wie grolier
feil des auf die beschriebene Art isolierten Produktes aus diesen
\ erbindungen besteht, und ob diese regelmafRig im menschlichen
Harn Vorkommen. Eine weitere Entscheidung Uber die Natur
dieser Verbindungen erwarten wir von der biologischen Methode.

*) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber die Verdauung
einiger EiweiBkdrper durch Pankreasfermente, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX,
H 1 S. 81, 1903, und Uber die Verdauung des Caseins durch Pepsin-
sui/.sdure und Pankreasfermente, Ebenda, Bd. XL, S. 215, 1903.

v Emil Abderhalden, Abbau und Aufbau der Eiweillkérper im
tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 17, 1905. 1



