Weitere Studien Uber den Abbau einiger Polypeptide durch die
roten Blutkdrperchen und die Blutplattchen des Pferdeblutes.

Von
Emil Abderhalden und H. Deetjen.

(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.)
(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1907.)

In einer friheren Abhandlungl) ist gezeigt worden, dald
der vom Plasma moglichst sorgfaltig befreite Blutkorperchenbrel
Polypeptide spaltet. Wir haben die Frage offen gelassen, ob
das bei der beobachteten Hydrolyse wirksame Ferment den
roten Blutkorperchen zukommt, oder aber den wenigen dem
Blutkdrperchenbrei noch anhaftenden weilen Blutkorperchen
und den Blutplattchen. Wir haben diese Frage weiter verfolgt
und uns bemiuht, einesteils rote Blutkorperchen darzustellen,
denen weder weille Blutkorperchen noch Blutplattchen beige-
mischt waren, und andernteils von roten und weilen Blutkorper-
chen freie Blutplattchen zu gewinnen, um so das gestellte Pro-
blem einwandsfrel zu entscheiden. Nach verschiedenen Ver-
suchen iIst es uns geglickt, die roten BlutkGrperchen aus
Ammoniumoxalatblut nach Abtrennung des Plasmas durch Zen-
trifugieren rein zu gewinnen, indem wir sie durch eine Filz-
schicht oder noch besser durch eine langere, nicht zu fest ge-
prel3te Watteschicht filtrierten. Leukocyten und Blutplattchen
filtrieren langsamer als die roten Blutkorperchen, da sie von
den Filz- resp. Wattefasern zurtickgehalten werden. Das erste
Filtrat enthalt meist nur rote Blutkorperchen. Notigenfalls
muf} die Filtration wiederholt werden. Die Blutplattchen lassen
sich aus Ammoniumoxalatblut leicht in groRerer Menge durch
fraktioniertes Zentrifugieren (Morawitz) ganz rein gewinnen,
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und zwar verfahren wir so, dal wir das abgehobene Plasma
zunachst 15 Minuten beil 1500 Umdrehungen zentrifugierten,
dann das Plasma abhoben, und es nun noch 30 Minuten bel
3000 Umdrehungen abschleuderten. Wahrend das bei 1500 Um-
drehungen erhaltene Sediment immer noch einige rote und haupt-
sachlich weil’e Blutkorperchen enthalt, ist das beim zweiten
Zentrifugieren erhaltene Sediment ganz frei von diesen.

Wir haben zunachst die Frage zu entscheiden gesucht,
ob die so gewonnenen roten BlutkOrperchen Polypeptide
und vor allem Glycyl-I-tyrosin spalten. Sie kann ohne weiteres
bejaht werden, denn es gelang uns unter denselben Bedingungen
stets, eine deutliche Hydrolyse des zugesetzten Polypeptids nach-
zuweisen. Auch rote Blutkorperchen, die aus defibriniertem Blute
In gleicher Weise, wie angegeben, gewonnen worden waren,
spalteten Polypeptide. Wir haben bei diesen Versuchen meh-
rere Beobachtungen gemacht, die darauf hindeuten, dal} das
In den roten Blutkorperchen enthaltene Ferment in gewisser
Hinsicht recht empfindlich ist. Werden die roten Blutkorper-
chen nicht sofort verarbeitet, sondern ihre Losung langere Zeit
(Tage) aufbewahrt oder alteres Blut zu ihrer Darstellung ver-
wendet, so zeigt sich eine deutliche Abschwachung der Fer-
mentwirkung, ja sie kann ganz aufgehoben sein. Erwahnenswert
Ist auch die Beobachtung, dal® Plasma und Serum die Ferment-
wirkung offenbar begtnstigen, obwohl beiden das z. B. Glycyl-
1-tyrosin spaltende Ferment, wie Kontrollen zeigten, fehlt. Wir
konnen einstweilen nichts Sicheres tber die Rolle des Plasmas
resp. Serums bei diesen Prozessen aussagen und begnigen uns
vorlaufig mit der Mitteilung der gemachten Beobachtungen.

Von grofdtem Interesse ist die Tatsache, dal} auch den
Blutplattchen peptolytische Fermente zukommen, und zwar
spalten sie Glycyl-I-tyrosin aulerordentlich rasch und in sehr
groBem Umfange. Wir haben diese Versuche so oft wieder-
holt, dal ein Zweifel nach dieser Richtung nicht mehr mdoglich
Ist. Dieser Befund scheint uns in Hinsicht auf die Stellung
der Blutplattchen zu den anderen Blutelementen von grof3ter
Bedeutung. Ganz besonders beachtenswert ist der Umstand,
dal} kleine Mengen von Blutplattchen Glycyl-I-tyrosin viel inten-
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siver und rascher anzugreifen scheinen als viel groere Mengen
von roten Blutkorperchen. Diese Beobachtung darf wohl mit als
ein Bewelis fur die selbstandige Zellnatur der Blutplattchen an-
gefihrt werden. Das den Blutplattchen eigene Ferment wird offen-
bar sehr leicht durch 0,9°/oige Kochsalzlosung alteriert. Wascht
man sie mit 0,9°/oiger Kochsalzlosung, so verlieren sie bald
Ihre Fahigkeit, Glycyl-I-tyrosin zu spalten. Es ist moglich, dal? die
Kochsalzldsung das Ferment direkt schadigt oder aber durch Aus-
fullung von Proteinen mechanisch behindert. Diese Beobachtung
erinnert an das Verhalten des Gerinnungsfermentes. Nach dieser
Hinsicht Ist es von Bedeutung, dal} das peptolytische Ferment
auch bei Abwesenheit von Kalk wirksam ist. Plasma, auch
erhitztes, scheint auch hier den Fermentprozeld zu begtnstigen.
Wir sind auch hier trotz mehrfacher Versuche noch zu keiner
eindeutigen Erklarung der Plasmawirkung gekommen und wollen
vorlaufig von jeder Spekulation absehen, bis wir Uber weitere
Versuche nach dieser Richtung verflgen.

Die Tatsache, dall den roten Blutkérperchen und den
Blutplattchen ein Ferment zukommt, das der Gruppe der pro-
teolytischen angehort, scheint uns von grofem Interesse. EsS
ergeben sich aus diesem Resultate eine Menge neuer Frage-
stellungen und manche Befunde auf dem Gebiete der Blut-
forschung (Hamolyse usw.) erfahren vielleicht eine neue Be-
leuchtung. Auch auf andere Probleme der Pathologie wirft das
Ergebnis dieser Untersuchung vielleicht manches neue Licht,
wir erinnern an die auffallende Giftwirkung fremden, In die
Blutbahn gebrachten Blutes, an die schweren Folgen ausge-
dehnterer Verbrennung, kurz und gut an alle jene Prozesse,
bel denen es zur Auflosung von roten Blutkorperchen und zum
Zerfall von Blutplattchen in der Blutbahn kommt.

Es bleibt noch manches Problem zu l6sen. Einmal inter-
essiert es uns, ob die roten Blutkorperchen und die Blut-
plattchen auch hohere Polypeptide und schlieldlich auch Eiweil3
abbauen. Erst, wenn wir diese Fragen gel6st haben, werden
wir die physiologische Bedeutung der aufgefundenen Fermente
Im ganzen Umfange erkennen konnen. Vorlaufig liegt die An-
nahme am nachsten, dall es sich um Fermente handelt, die im
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Haushalte der betreffenden Formelemente eine Rolle spielen.
Unter normalen Verhaltnissen scheinen sie die Zellen nicht zu
verlassen, wenigstens enthalt das Plasma im allgemeinen keine
Glycyl-I-tyrosin spaltende Fermente. Es muB ferner unser Be-
streben sein, die aufgefundenen Fermente zu isolieren, d. h. das
wirksame Prinzip aus den Zellen abzutrennen. Wir haben nach
dieser Richtung bereits Versuche gemacht und solche in Arbeit.
Es ist uns vorlaufig gelungen, durch Auslaugen von bel niederer
Temperatur eingetrockneten Blutkérperchen mit Wasser ein
wirksames Extrakt zu erhalten.

Es sel noch ganz besonders hervorgehoben, dall durch
diese Untersuchungen zum ersten Male der scharfe Nachweis
gefuhrt worden ist, dal3 bestimmte Zellen peptolytische Fermente
enthalten. Alle Versuche nach dieser Richtung sind bis jetzt
stets mit Organextrakten resp. Organprel3saften ausgefuhrt wor-
den, wobei natirlich keine bestimmten Zelltypen ausschlie3lich
zur Untersuchung kamen.

Selbstverstandlich interessierte uns auch das Verhalten
der Leukocyten zu Polypeptiden lebhaft. Es ist uns bis jetzt
nicht geglickt, aus Blut absolut reine weil3e Blutkorperchen zu
gewinnen, dagegen besitzen wir einige Erfahrung Uber das Ver-
halten von Lymphe und von sterilem Eiter. Die Lymphe stammte
von einem Hunde, der eine Fistel am Ductus thoracicus besald. Die
Lymphe war wahrend etwa 6 Stunden nach Fleischfltterung auf-
gefangen worden. Wir verdanken ithre Gewinnung der Gute des
Herrn Prof. London, St. Petersburg. Die Lymphe war vor
Ihrem Gebrauch durch eine Chamberlandkerze filtriert worden.
Wir haben zwei Versuchsreihen ausgefihrt, einmal eine mit
Lymphe und Wasser ohne weiteren Zusatz und eine mit Lymphe
und Plasma resp. Serum. Es erfolgte erst nach langerer Zeit
(4 Tagen) Abscheidung von Tyrosin. Seine Menge war auch
nach 6 Tagen noch gering. Da die Mdglichkeit vorliegt, dal
auf dem etwa 8 Tage dauernden Transport der Lymphe eine
Schadigung der Fermente eingetreten war, so kénnen wir ein
bestimmtes Urteil nicht abgeben. Wir hatten auch ein Pra-
parat zur Verfligung, das durch Eintrocknen der Lymphe unter
vermindertem Druck gewonnen war. ES erwies sich als ganz
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Inaktiv, d. h. eine Spaltung von Glycyl-I-tyrosin trat mit dem
wasserigen Auszug der fein gepulverten Lymphe nicht ein. Auch
die Versuche mit sterilem, durch subkutane Injektion von 1 ccm
Terpentin bel einem Hunde erzeugtem Eiter fihrten noch zu
keinem eindeutigen Resultate. Eine Spaltung von Glycyl-I-tyrosin
trat auch nach Zusatz von Serum nicht ein. Da jedoch der
Eiter erst 6 Tage nach der Injektion des Terpentiné entnommen
war und die Leukocyten eine Bewegung unter dem Mikroskop
nicht mehr erkennen lielien, so liegt auch hier die Moglichkeit
vor, dall bereits eine Schadigung der Fermente eingetreten
war. Dieser Einwurf ist um so naheliegender, als wir ja auch
bei den roten Blutkdrperchen und den Blutplattchen die Be-
obachtung gemacht haben, dal} langes Stehen und auch langeres
Waschen mit 0,9°/oiger Kochsalzlosung ein deutliches Zurtick-
gehen der Fermentwirkung verursacht, ja es kann schliel3lich
jede Spaltung ausbleiben.

Endlich sei noch kurz erwahnt, dal} wir auch tber einige
Versuche mit roten Blutkorperchen von Hunden verfiigen und
gefunden haben, daR auch diese Glycyl-I-tyrosin spalten. Auch
Hammel- und Kaninchenblutkdrperchen greifen dieses Dipeptid
energisch an. Es wird verlockend sein, diese Untersuchungen auf
eine grollere Zahl verschiedenartiger Tierspezies auszudehnen,
um festzustellen, ob wir es, was ja sehr wahrscheinlich ist,
mit einer den roten Blutkorperchen und den Blutplattchen ganz
allgemein zukommenden Eigenschaft zu tun haben.

Was die zu den unten mitgeteilten Versuchen angewandte
Methode anbetrifft, so konnen wir uns auf die friheren Unter-
suchungen berufen. Da die Isolierung des gesamten Tyrosins,
des Glykokolls und des unangegriffen gebliebenen Glycyl-I-tyrosins
viel Mihe verursacht, haben wir uns schlieldlich meist damit
begnigt, das ausgefallene Tyrosin durch Zentrifugieren abzu-
trennen, und es dann aus heillem Wasser umzukrystallisieren.
Fand keine Abscheidung von Tyrosin statt, so wurde in der
ublichen Weise nach Entfernung des Eiweil3es durch Einengen
des Filtrates auf Tyrosin gefahndet, um etwa in LOsung ge-
bliebenes Tyrosin nachzuweisen.
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1. Serie.

Versuche mit roten Blutkodrperchen aus Pferdeblut.

Zur Gewinnung von roten Blutkorperchen, denen weder
Blutplattchen noch Leukocyten beigemischt waren, wurde Pferde-
blut mit 0,15°/0 Ammonoxalat ungerinnbar gemacht und zen-
trifugiert. Das Plasma wurde abgegossen und die oberste an
Leukocyten reiche Schicht abgehoben. Das Ubrige Sediment
vermischten wir mit einer Lo6sung von 0,9°/0 Kochsalz und
0,1 °/o0 Ammonoxalat. Das Gemisch zentrifugierten wir und fil-
trierten nun nach dem Abheben der Flussigkeitsschicht das
Gemisch der roten Blutkorperchen, Blutplattchen und noch vor-
handenen Leukocyten durch eine mehrfache Lage von Filz auf
einer Nutsche. Die Filzschicht war vorher mit Plasma, das
durch Zusatz einiger Tropfen CaCl2-Losung zur Gerinnung ge-
bracht war, durchtrankt worden. Blutplattchen und weilie Blut-
korperchen wurden vollstandig zurtickgehalten. Das Filtrat be-
stand nur aus roten Blutkorperchen, wie die eingehende mikro-
skopische Untersuchung ergab. Sie wurden noch dreimal mit
0,9°/oiger Kochsalzlésung verrihrt und zentrifugiert.

Mit den so gewonnenen roten Blutkorperchen sind fol-
gende Versuche ausgefihrt worden:

a) 2 g dl-Alanyl-glycin in 10 ccm Wasser gelost
-|~ 10 ccm Blutkorperchenbrel -|- Toluol. Dauer des Versuches
8 Tage. Isoliert 0,3 g Glykokollesterchlorhydrat (F. 144°),
0,53 g salzsaures d-Alanin ([a]gl0 = -+ 7,9°). An Anhydrid
wurden zwel Fraktionen gewonnen, von denen die erste [a]™ =
-]- 5,4° zeigte und 0,4 g wog. Das Produkt schmolz gegen 239°.
Eine zweite unreinere Fraktion wog 0,6 g.

b) 1 g GVycyl-l-tyrosin -J- 10 ccm Blutkorperchenbrel
-f- Toluol. Dauer des Versuches 8 Tage. Nach 4 Tagen war
betrachtliche Tyrosinabscheidung bemerkbar. Isoliert worden
sind 0,15 g Tyrosin (F. 296°), 0,08 g Glycyl-tyrosinanhydrid
(F. 280°). Glykokoll wurde nicht mit Sicherheit nachgewiesen.
Bel diesem Versuche sind Verluste bei der Enteiweil3ung ein-
getreten und die Ausbeuten aus diesem Grunde ungenau.
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2. Serie.

1. Versuche mit roten BlutkOrperchen aus Pferdeblut.

Auch hier wurde das Blut mit Ammoniumoxalat (0,15°/0)
ungerinnbar gemacht, dann eine Stunde sedimentiert, das Plasma
abgehoben und das Sediment durch eine etwa 30 ccm lange
Schicht méaRig fest in einen Trichter gestopfter'Watte filtriert.
Der vollig von Blutplattchen und Leukocyten freie Brei von
roten Blutkorperchen wurde noch dreimal mit 0,90/oiger Koch-
salzlosung zentrifugiert.

1. 1 g Glycyl-I-tyrosin -f- IOccm Blutkorperchenbrel in
20 ccm Wasser geldst und Toluol zugesetzt. Nach 24 Stunden
war schon Abscheidung von Tyrosin erfolgt. Der Versuch wurde
nach 3 Tagen abgebrochen. Das Tyrosin wurde zunachst ab-
zentrifugiert, und das Sediment aus heillem Wasser umkrystal-
lisiert. Erhalten wurden 0,24 g Tyrosin (F. 296°). Es Ist
dies natdrlich nicht die gesamte Menge des abgespaltenen Tyro-
sins, denn in der LOsung der roten BlutkOrperchen war sicher
noch Tyrosin aufgelost. Wir haben nur das ausgeschiedene
Tyrosin bestimmt und auch auf die Isolierung des Glykokolls
verzichtet, weil es uns nur darauf ankam, den Beweis zu flhren,
dall das verwendete Dipeptid gespalten sei. Nach unseren reichen
Erfahrungen durften wir uns mit dem Nachweis des Tyrosins
begnigen.

2. Hier war der Blutkorperchenbrei nicht durch Watte fil-
triert worden. Er wurde zweimal mit 0,9°/oiger Kochsalzldsung
zentrifugiert, blieb dann 3 Stunden mit der Kochsalzldsung
stchen und wurde dann noch einmal mit Kochsalzlosung ver-
rahrt und zentrifugiert. Mit diesem Praparat setzten wir 1 ¢
Glycyl-I-tyrosin an. Erst nach 48 Stunden bemerkten wir
Abscheidung von Tyrosin. Nach 3 Tagen gewannen wir 0,15 g
Tyrosin (F. 297°).

2. Versuche mit Blutplattchen.

Zur Gewinnung der Blutplattchen verwendeten wir das-
selbe Blut, das zu obigen Versuchen gedient hatte. Abge-
hebertes Plasma wurde bei 1500 Umdrehungen 15 Minuten lang
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zentrifugiert. Das Plasma wurde nun vorsichtig abgehoben und
wieder zentrifugiert und zwar 30 Minuten lang bei 3000 Um-
drehungen. Das Sediment bestand nun aus vollstandig reinen
Blutplattchen. Dieses Sediment wurde zu den folgenden Ver-
suchen verwendet.

1. 0,5 g Glycyl-I-tyrosin  ca. 0,2 ccm Blutplattchen-Sedi-
ment 10 ccm Wasser und 5 ccm blutplattchenfreies Plasma.
Nach 12 Stunden war bereits Abscheidung von Tyrosin erfolgt.
Nach 48 Stunden isolierten wir 0,26 g Tyrosin (F. 300°).

2. Die zu diesen Versuchen verwendeten Blutplattchen
waren dreimal mit 0,9°/oiger Kochsalzlosung gewaschen worden
und zwar In der Art, dall diese wahrend je 5 Minuten mit dem
Sediment stehen blieb und dann abgegossen wurde. Von diesem
Sediment wurden ca. 0,2 ccm mit 10 ccm Wasser Ubergossen
und zu dem Gemisch 0,5g Glycyl-I-tyrosin -f- 5 ccm 0,9°/oiger
Kochsalzlosung und Toluol zugesetzt. Auch nach 6 Tagen war
noch kein Tyrosin zur Abscheidung gelangt, auch liel3 sich kein
solches isolieren. Eine Spaltung war offenbar nicht erfolgt.

3. Zur Kontrolle setzten wir blutplattchenfreies Plasma
mit 0,5 g Glycyl-I-tyrosin an. Zu diesem Gemisch flgten wir
10 ccm Wasser und Toluol. Nach drei Tagen war die LOsung
noch ganz klar, auch lie} sich kein Tyrosin nachweisen.

4. Wir stellten ferner einen Versuch mit dem aus wenig
roten und weil3en Blutkorperchen und Bluttplattchen bestehen-
den Sedimente an, das man erhalt, wenn abgehobenes Plasma beli
1500 Umdrehungen 15 Minuten zentrifugiert wird. Ca. 0,5 ccm
dieses Gemisches wurden mit 10 ccm Wasser (bergossen und
0,5 g Glycyl-l-tyrosin, 5 ccm Plasma und ferner Toluol zu-
gegeben. Nach 12 Stunden war schon starke Abscheidung von
Tyrosin erfolgt. Nach 48 Stunden isolierten wir 0,27 g Tyrosin
(F. 296°).

5. Dasselbe Sediment, wie das zum Versuch 4 verwendete,
verrihrten wir dreimal mit 0,9°/oiger Kochsalzlosung und lie3en
es dann 5 Minuten lang stehen. Die Kochsalzlésung wurde
jedesmal abgegossen. Der Rickstand bestand fast nur aus weifen
Blutkorperchen und Blutplattchen. Rote Blutkorperchen waren
nur wenige vorhanden. 0,5 g Glycyl-l-tyrosin wurden mit
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diesem Gemenge -J- 10 ccm Wasser -{- 5 ccm 0,9°/oiger Koch-
salzlosung, angesetzt. Nach 7 Tagen lie3 sich noch keine Tyrosin-
abscheidung nachweisen.

3. Serie.

Versuche mit roten Blutkorperchen aus#Pferdeblut.

Der Blutkorperchenbrei war, wie zuvor geschildert, von
Plasma befreit und durch Watte filtriert und nachher zur Ent-
fernung von etwa aus anderen Elementen des Blutes heraus-
geldsten und beigemischten Fermenten mit 0,9°/oiger Kochsalz-
l6sung zentrifugiert worden.

1. Angewandt 1 g Glycyl-I-tyrosin, 10 ccm Wasser,
Toluol und 10 ccm dreimal durch Watte filtrierte rote Blut-
korperchen aus Ammoniumoxalatblut -|- 5 ccm Plasma. Unter
dem Mikroskop waren keine weilen Blutkorperchen sichtbar.
Nach 24 standigem Stehen bel 37° zeigte sich bereits Abscheidung
von Krystallen. Der Versuch wurde nach 3 Tagen abgebrochen.
Erhalten wurden 0,35 g Tyrosin und 0,15 g Glykokoll als Glyko-
kollesterchlorhydrat (F. — 144°). Glycyl-I-tyrosinanhydrid ge-
wannen wir 0,20 g.

2. Angewandt 1 g Glycyl-I-tyrosin, 10 ccm Woasser,
Toluol und 10 ccm dreimal durch Watte filtrierte rote Blut-
korperchen aus Ammoniumoxalatblut -(- 5 ccm Serum. Unter
dem Mikroskop waren keine weifen Blutkdrperchen zu sehen.
Der Versuch wurde nach 3 Tagen abgebrochen. Isoliert wurden
0,40 g Tyrosin, 0,38 g Glykokollesterehlorhydrat (F. — 144°)
und 0,18 g Glycyl-I-tyrosinanhydrid.

3. Angewandt 1 g Glycyl-I-tyrosin, 10 ccm Wasser,
Toluol und 5 ccm dreimal durch Watte filtrierte rote Blut-
korperchen aus defibriniertem Blut. Leukocyten waren nicht vor-
handen. Nach 3tagigem Stehen bel 37° wurde der Versuch
unterbrochen. Isoliert 0,25 g Tyrosin und 0,19 g Glykokollester-
chlorhydrat (F. = 144°), ferner 0,35 g Glycyl-I-tyrosinanhydrid.

4. Angewandt 1 g Glycyl-I-tyrosin, 10 ccm Wasser,
Toluol und 10 ccm dreimal durch Watte filtrierte rote Blut-
korperchen aus defibriniertem Blut. Leukocyten waren nicht vor-
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handen. Nach 3tagiger Aufbewahrung im Brutraume lie3en sich
0,26 g Tyrosin und 0,22 g Glykokollesterchlorhydrat (F. = 144°)
nachweisen und ferner 0,40 g Glycyl-I-tyrosinanhydrid.

5. Angewandt 2 g dl-Alanyl-glycin, 25 ccm Wasser und
10 ccm Blutkorperchenbrei aus Ammoniumoxalatblut -f- 5 ccm
Plasma. Die vom Plasma sorgfaltig befreiten Blutkorperchen
waren durch Watte filtriert worden und zwar dreimal. Das Ge-
misch blieb drei Tage im Brutraum. Isoliert wurden 0,56 ¢
Glykokollesterchlorhydrat (F. = 144°), 0,42 g d-Alanin als salz-

saures Salz, [a]*00 = —+ 9,2° ferner 0,95 g Alanyl-glycin-
anhydrid vom Zersetzungspunkt 235° (unkorr.). Die erste Fraktion
(0,25 g) zeigte [<x£00 = —+ 4,2°, die zweite (0,11 g) + 1,2°

die dritte (0,39 g) -f- 0,08° und die vierte (0,20 g) war ganz
Inaktiv.

6. Angewandt 2 g dl-Alanyl-glycin, 25 ccm Wasser
und 10 ccm dreimal durch Watte filtrierter Blutkorperchenbrei
aus defibriniertem Blut -J]- 5 ccm Serum. Nach dreitdgigem
Stehen im Brutranm lie3en sich 0,38 g Glykokollesterchlorhydrat

(F. == 144°), 0,32 g salzsaures d-Alanin (Ja]’N = --- 8,9°) und

1,2 g Alanyl-glycinanhydrid isolieren. Letzteres zersetzte sich
gegen 235° und erwies sich zum groReren Teil als inaktiv.
Nur die beiden ersten Fraktionen (0,28 g und 0,21 g) zeigten

[a]““, = + 3,5» und + 3,2».

7. 2 g Diglycyl-glycin in 10 ccm Wasser gel6st, nach
Zusatz von Toluol und 10 ccm Blutkorperchenbrel aus Ammonium-
oxalatblut, der dreimal durch Watte filtriert und auf die Ab-
wesenheit von Leukocyten gepruft war, drei Tage im Brutraum
aufbewahrt. Erhalten wurden 1,2 g Glykokollesterchlorhydrat
(F. = 144°) und 0,60 g Glycinanhydrid.

8. 2 g'dl-Alanyl-glycyl-glycin in 10 ccm Wasser gelost,
nach Zusatz von 10 ccm dreimal durch Watte filtrierter roten
Blutkorperchen aus Ammoniumoxalatblut und von Toluol drei
Tage bei 370 aufbewahrt. Isoliert 0,55 g Glykokollesterchlor-

hydrat (F. = 144°), 0,45 g salzsaures Alanin ([a]N = -|- 9,7°)
und ferner 0,25 g Glycylalaninanhydrid (F. = 236°). Es hinter-
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blieb aul’erdem ein Sirup, der offenbar noch etwas Anhydrid
und unverandertes Tripeptid enthielt.

4. Serie.

Versuche mit Blutplattchen aus Pferdeblut.

Pferdeblut wurde in Ammoniumoxalat (O,15°70) aufgefangen,
einige Zeit stehen gelassen und das Plasma abgehoben. Dieses
wurde zunachst 15 Minuten bei 1500 Umdrehungen zentrifugiert,
das Plasma abgehoben und nun weiter bei 3000 Umdrehungen
30 Minuten lang zentrifugiert. Das nunmehr erhaltene Sedi-
ment bestand ausschlieRlich aus Blutplattchen. Von ihm wurden
ca. 0,3 ccm dreimal je 1 Minute mit 0,9°/oiger Kochsalzlosung ge-
waschen und dann das Sediment mit 20 ccm Wasser Ubergossen.

1. Zu 4 ccm dieser Blutplattchenemulsion setzten wir 4 ccm
0,9°/oige Kochsalzlosung -f- 0,5 g Glycyl-i-tyrosin -f- 2 ccm
Wasser und Toluol. Nach 12 Stunden begann schon die Ab-
scheidung von Tyrosin. Nach 3 Tagen isolierten wir 0,12 ¢
Tyrosin (F. 296°).

2. 4 ccm Blutplattchenemulsion -f- 4 ccm Plasma 4 0,5 g
Glycyl-l-tyrosin -f- 2 ccm Wasser -f- Toluol. Nach 12 Stunden
war schon Tyrosinabscheidung bemerkbar. Nach 3 Tagen iso-
lierten wir 0,17 g Tyrosin (F. 296°).

3. 4 ccm Blutplattchenemulsion wurden mit 4 ccm Plasma,
das eine Stunde auf 50° erwarmt worden war, versetzt und
das Gemisch nach Zusatz von 0,5 g Glycyl-I-tyrosin -j- 2 ccm
Wasser und Toluol 3 Tage im Brutraum aufbewahrt. Nach
drei Tagen 0,18 g Tyrosin (F. 296°) isoliert.

4. 3 ccm Blutplattchenemulsion mit 4 ccm Plasma, das
6 Minuten auf 70° erhitzt worden war, versetzt und zu dem
Gemisch 0,5 g Glycyl-I-tyrosin, 2 ccm Wasser und Toluol
zugegeben. Nach drei Tagen 0,15 g Tyrosin (F. 298°) isoliert.

5. Zur Kontrolle wurden zu einer Probe des zu den an-
geflihrten Versuchen dieser Serie verwendeten Plasmas 0,5 g
Glycyl-I-tyrosin zugesetzt. Auch nach 14 Tagen war noch kein
Tyrosin abgeschieden. Es war auch nicht nachweisbar.
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5. Serie.

Versuche mit Blutplattchen aus Pferdeblut.

Die Blutplattchen waren in derselben Weise gewonnen
worden, wie es bel Serie 4 geschildert worden ist. Das nur
aus Blutplattchen bestehende Sediment wurde dreimal B Minuten
mit 0,9°/oiger Kochsalzlésung gewaschen. Von dem so vor-
bereiteten Sediment wurden ca. 0,4 ccm in 30 ccm Wasser gelost.
Alle Versuche, die mit dieser Emulsion angestellt wurden, sei
es mit Zusatz von Plasma oder ohne solchen, erwiesen sich bei
Verwendung von je 0,5 g Glycyl-I-tyrosin als negativ. Eine
Spaltung fand nicht statt.

6. Serie.

1. Versuch mit Blutplattchen aus Pferdeblut.

Sie wurden In gleicher Weise wie bisher dargestellt.
Ca. 0,4 ccm Blutplattchenbrei, der nicht mit 0,9°/oiger Koch-
salzlosung gewaschen war, wurden mit 20 ccm Wasser Uber-
gossen. Mit dieser Emulsion haben wir die folgenden Versuche
ausgefihrt:

1. 4 ccm der Emulsion ~J- 4 ccm 0,9°/oige Kochsalzlosung
-f- 0,5 g Glycyl-I-tyrosin -j- 2 ccm Wasser -f- Toluol. Nach
8 Tagen war noch keine Abscheidung von Tyrosin erfolgt.

2. 3 ccm derselben Emulsion -]- 5 ccm Plasma -f- 0,5 g
Glycyl-l-tyrosin -f- 2 ccm Wasser -f- Toluol. Schon nach
4 Stunden reichliche Abscheidung von Tyrosin. Nach 24 Stunden
wurde der Versuch abgebrochen, das ausgeschiedene Tyrosin
abzentrifugiert und aus Wasser umkrystallisiert. Seine Menge
betrug 0,22 g (F. 300°).

3. 1h ccm Blutplattchenemulsion -f- 5 ccm Plasma -}- 0,5 g
Glycyl-I-tyrosin -j- 4l/a ccm Wasser -j- Toluol. Nach 36
Stunden begann Abscheidung von Tyrosin. Nach 6 Tagen iso-
lierten wir 0,04 g Tyrosin (F. 297°).

4. 3 ccm Blutplattchenemulsion -f~ 5 ccm 0,9°/oige Koch-
salzlosung 0,5 g Glycyl-l-tyrosin in 2 ccm Wasser -f- 10
Tropfen einer 5 °/o igen Natriumbicarbonatldsung -f- Toluol. Nach
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24 Stunden war Tyrosin ausgefallen. Seine Menge betrug 0,07 g
(F. 298°). Die vom ausgeschiedenen Tyrosin durch Zentrifu-
gieren Dbefreite Flussigkeit wurde wieder In den Brutraum
gebracht. Bald begann wieder die Abscheidung von Tyrosin.
Nach 24 Stunden isolierten wir wieder 0,04 g Tyrosin. Bel
weiterem Stehen des Gemisches trat immer wieder Abscheidung
von Tyrosin ein.

Eine Reihe weiterer Versuche wurden mit Blutplattchen
angestellt, die mit 0,9°/oiger Kochsalzlosung Uberschichtet und
30 Minuten stehen gelassen worden waren. Die Kochsalzlésung
wurde dann abgegossen und das Sediment noch zweimal kurz
mit Kochsalzlosung gewaschen. Es wurde dann mit 10 ccm
Wasser Ubergossen und diese Emulsion zu den folgenden Ver-
suchen verwendet.

1. 4 ccm der Emulsion wurden mit 4 ccm 0,9°/oiger Koch-
salzlosung -f- 0,5 g Glycyl-I-tyrosin -f- 2 ccm Wasser und
Toluol versetzt. Nach 8 Tagen liel} sich noch keine Tyrosin-
abscheidung feststellen.

2. 10 ccm der zum Waschen der Blutplattchen verwendeten
Kochsalzlésung mit 0,5 ccm Glycyl-I-tyrosin -j- 2 ccm Wasser
und Toluol versetzt. Nach 8 Tagen war noch keine Spaltung
eingetreten.

3. 21/2 ccm der Blutplattchenemulsion -f- 5 ccm Plasma
-f- 0,5 g Glycyl-I-tyrosin -f- 2,5 ccm Wasser -f- Toluol. Nach
8 Tagen war noch keine Hydrolyse nachweisbar.

Zur Kontrolle setzten wir auch hier 5 ccm Plasma von
demselben Blut, aus dem die Blutplattchen gewonnen waren,
mit 0,5 g Glycyl-I-tyrosin an, unter Zusatz von 5 ccm Wasser
und Toluol. Nach 8 Tagen lie sich noch kein Tyrosin nach-
weisen.

Zu einem weliteren Versuche verwendeten wir Plasma, das
wir durch Zentrifugieren von den weif3en und roten Blutkorperchen
befreit hatten, das jedoch noch Blutplattchen enthielt. 5 ccm
dieses Plasmas 10 ccm Wasser -f- 0,5 g Glycyl-I-tyrosin
-f- Toluol. Nach 48 Stunden war Tyrosin abgeschieden. Nach
6 Tagen wurde der Versuch unterbrochen. Isoliert 0,09 g Tyrosin
(F. 300°).
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2. Versuch mit roten Blutkorperchen aus Oxalatplasma.

Sie wurden zweimal mit Plasma zentrifugiert und durch
Watte filtriert.

5 ccm des Blutkorperchenbreis + 0,5 g Glycyl-I-tyrosin
J_ 10 ccm Wasser + Toluol. Nach 3 Tagen gewannen wir
durch Zentrifugieren und Umkrystallisieren des Sedimentes aus
Wasser 0,17 g Tyrosin (F. 297°). Die vom abgeschiedenen
Tyrosin getrennte FlUssigkeit brachten wir wieder in den Brut-
raum. Nach 3 Tagen isolierten wir noch 0,06 g Tyrosin.

3. Versuch mit roten Blutkorperchen aus defibriniertem
Blut.

Der Blutkorperchenbreli wurde durch Watte filtriert und
dann zweimal mit reinem Plasma und einmal mit 0,9°/oiger
Kochsalzlosung zentrifugiert.

5 ccm des so gewonnenen Blutkorperchenbreis - 0,5 g
Gly cyl-I-tyrosin -f- 10 ccm Wasser und Toluol. Nach 3 Tagen
Isolierten wir 0,18 g Tyrosin (F. 300°) und nach weiteren 3
Tagen noch 0,07 g (F. 300°).

Anmerkung: Diese Versuche sind zum Teil mit Hilfe
der Mittel der Grafin Bose-Stiftung ausgefuhrt worden. Der
h. Mediz. Fakultat der Friedrich-Wilhelms-Universitat sei fir
deren Gewahrung auch hier herzlich gedankt. Zu besonderem
Danke sind wir Herrn Prof. Ostertag, Berlin, verpflichtet,
dessen groller Freundlichkeit wir das ganz frische Blut ver-
danken.
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