Studien Uber Leberautolyse.

Von
Emil Abderhalden und O. Prym (Bonn).

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

Bel der Untersuchung des Abbaues von Proteinen durch
Pankreassaft!l) hat es sich herausgestellt, dal die einzelnen
Aminosauren nicht gleich rasch und vollstandig zur Abspaltung
gelangen. Einzelne, wie z. B. Tyrosin und Tryptophan, sind
schon nach kurzer Zeit gquantitativ in freiem Zustande in der
Verdauungsflissigkeit vorhanden und andere, wie Glutaminsaure,
Asparaginsaure, Leucin, Valin, Alanin usw., werden ganz all-
mahlich frel und offenbar nicht vollstandig, und wieder andere,
wie Prolin, Phenylalanin, sind in der Verdauungsflussigkeit Uber-
haupt nicht oder doch nur in Spuren nachweisbar. Es inter-
essierte uns, ob bei der Autolyse ein analoger allmahlicher
Abbau zu verfolgen ist, und ob Uberhaupt die Aufspaltung der
Proteine eine quantitative ist. Um diese Frage zu entscheiden,
verglichen wir die bei der Autolyse von Pferdeleber entstehenden
Mengen an Monoaminosauren nach verschieden langer Dauer der
Autolyse miteinander und ferner mit den aus derselben Leber
durch Hydrolyse mit starker Salzsaure abscheidbaren Mengen
an Monoaminosauren. Zu ihrer Gewinnung verwendeten wir
die Estermethode. Sie gibt bekanntlich keine quantitativen Re-

* Vgl. Emil Abderhalden und BélaReinbold, Die Monoamino-
sauren des «Edestins» aus Sonnenblumensamen und dessen Verhalten
gegen Pankreassaft, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 284, 1905, und Der
Abbau des Edestins aus Baumwollsamen durch Pankreassaft, Ebenda,
Bd. XLVI, S. 159, 1905. — Emil Abderhalden und Carl Vogtlin,

Studien uber den Abbau des Caseins durch Pankreassaft, Ebenda, Bd. LUI,
S. 315, 1907.
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sultate, wohl aber, wie wir nach einer grof3en Erfahrung wissen,
vergleichbare Werte, sofern sie ganz gleichmaiig durchgefihrt
wird. Wir gingen so vor, dall wir Pferdeleber fein zerhackten
und dann in zwei oder mehrere Portionen teilten. Die eine
wurde zur Autolyse angesetzt, die andere zunachst mdglichst
auf dem Wasserbade getrocknet, dann mit viel Alkohol aus-
gekocht und schliellich das wieder getrocknete Produkt im
Soxhlet mit Ather solange extrahiert, bis dieser keinen Riick-
stand mehr hinterlieB. Einen Teil der einige Zeit an der Luft
ausgebreiteten Substanz behielten wir zur Bestimmung des
Wasser-, Asche-und Stickstoffgehaltes zurtick, den Rest hydroly-
sierten wir durch Kochen mit der dreifachen Menge rauchender
Salzsaure (spez. Gew. 1,19) am Ruckflukthler. Die Hydrolysen-
flissigkeit wurde filtriert, unter vermindertem Druck zum Sirup
eingedampft und der Rickstand in der gewohnten Weise mit
Alkohol und Salzsaure verestert. Die Veresterung wurde wieder-
holt und die Ester dann mit der auf den Chlorgehalt berech-
neten Menge Natriumathylat in Freiheit gesetzt. Wir destillierten
dann die vom ausgeschiedenen Kochsalz abfiltrierte alkoholische
Losung der Ester unter vermindertem Druck und zwar in ver-
schiedenen Fraktionen. Die Destillate Ubergossen wir mit
wasseriger Salzsdure und verdampften sie zur Trockene. Die
so gewonnenen salzsauren Salze der Aminosauren trockneten
wir Uber Kalk und Schwefelsaure und bestimmten dann die
Ausbeute. Aus den salzsauren Salzen stellten wir durch Kochen
mit Bleioxyd die freien Aminosauren selbst dar. Die einzelnen
Aminosauren haben wir nicht bestimmt. Wir konnen vorlaufig
nur die Gesamtausbeuten an Monoaminosauren in den einzelnen,
entsprechenden Fraktionen untereinander vergleichen. In ganz
analoger Weise verarbeiteten wir auch die zur Autolyse
angesetzten Portionen. Die Autolysenfllssigkeit wurde nach
dem Neutralisieren mit Soda unter vermindertem Druck zur
Trockene verdampft und der Rickstand zunachst mit Alkohol
und dann mit Ather behandelt. Das entfettete Produkt wurde
dann auf dem Wasserbad getrocknet, eine Probe zur Wasser-,
Asche- und Stickstoffbestimmung zurickbehalten und der Rest
mit Alkohol und Salzsaure verestert. Im dbrigen verfuhren
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wir dann genau so, wie es bel der Hydrolyse mit rauchender
Salzsaure eben angedeutet worden ist.

Versuch 1.

Frische Pferdeleber wurde mit Wasser gut abgespllt,
dann in kleine Stlicke zerhackt und diese In flieBendem Leitungs-
wasser moglichst vom Blut befreit. Dann tvurde das Ganze
nach Abflielienlassen des Wassers In der Fleischhackmaschine
zu einem Brei zerhackt. Diesen teilten wir in vier gleiche
Portionen von je 950 g. Die eine diente, nachdem sie in der
oben geschilderten Weise vorbereitet war, zur Hydrolyse mit
rauchender Salzsaure und die drei anderen setzten wir mit 2 |
Wasser und etwas Toluol zur Autolyse im Brutraum an. Schon
am ersten Tag lieB sich eine deutliche Verfllssigung der ganzen
Masse nachweisen. Wahrend die filtrierte Autolysenflissigkeit
schon am ersten Tage deutliche Biuretreaktion gab, war diese
am dritten Tage bereits nur noch angedeutet und am vierten
Tag war sie verschwunden. Mit Ammonsulfat erhielten wir
In den ersten 10 Tagen beil Ganzsattigung deutliche Fallung.

Am 10. Tage wurde die eine Portion aufgekocht und in der
oben angefihrten Weise auf Monoaminosauren verarbeitet. Die
zweite Portion verblieb 30 und die dritte 50 Tage im Brutraum.

Die folgende Ubersicht gibt die erhaltenen Resultate wieder.
Die Werte beziehen sich auf die freien Aminosauren, und zwar
haben wir thre Mengen fur jede einzelne Fraktion auf den be-
rechneten Eiweil3gehalt der angewandten Lebersubstanz aus-
gerechnet. Diesen bestimmten wir in der Art, dald wir den Stick-
stoffgehalt der Lebersubstanz fir jede einzelne Portion ermittelten
und dann durch Multiplikation mit 6,25 den Eiwell3gehalt ausrech-
neten. Diese Berechnung ist allerdings nur eine ganz annahernde.
Wir wahlten diese Basis, wrell wir so die am besten vergleichbaren
Werte erhielten. Da die untereinander verglichenen Leberpor-
tionen von ein und derselben Leber stammten und der ver-
wandte Leberbrei gut gemischt war, so konnen wir wohl an-
nehmen, dal} der bei der Berechnung des Eiweil3es begangene
Fehler Uberall derselbe war. Ubrigens handelt es sich, wie die
unten stehende Ubersicht zeigt, nicht um kleine Unterschiede,
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sondern um sehr gro8e. Die einzelnen Fraktionen sind iIn
folgender Weise abgegrenzt worden: Fraktion | bis 100° des
Wasserbades bei 12 mm Druck; Fraktion Il bis 105° des Olbades

und 0,5 mm Druck und Fraktion Il bis 180° des Olbades und
0,2 mm Druck.

Auf 100 g berechnetes Eiwelld ergeben sich:

1. Hydrolyse 2. Autolyse 3. Autolyse 4. Autolyse

mit rauchender nach nach nach
Salzsaure 10 Tagen 30 Tagen 50 Tagen
g g g g

Fraktion | 16,5 1,5 4,2 8,5
» 1 12,0 1,75 3,1 6,2

» I 16,0 1,25 6,5 5,8
Summa 41,5 4,50 13,8 20,5

Versuch 2.

Verwendet wurde auch hier Pferdeleber. Die Einzelheiten
der Durchflihrung des Versuches waren genau dieselben, wie
bei dem vorherigen. Im ganzen wurden je 1000 g Leberbrei
verarbeitet und zwar diente eine Portion zur Hydrolyse mit
rauchender Salzsaure und drei wurden zur Autolyse angesetzt.
Die Berechnung der Ausbeute ist in der gleichen Weise erfolgt,
wie oben:

1. Hydrolyse 2. Autolyse 3. Autolyse 4. Autolyse

mit rauchender nach nach nach
Salzsaure 15 Tagen 30 Tagen 45 Tagen
" g g g g
Fraktion | 18,5 0,85 3,5 8,1
» 1 11,5 1,5 3,2 6,0
» I 12,5 1,5 6,1 14,0

Summa 42 5 3,85 12.8 28,1
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Versuch 3.

Hier haben wir 5 Portionen a 500 g zur Autolyse ange-
setzt und eine Portion zur Hydrolyse mit rauchender Salzsaure
verwendet.

1.Hydro- 2. Auto- 2. Auto- 3. Auto- 4. Auto- 5. Auto-

lyse mit  |yse lyse lyse . lyse lyse
:’jael,rlcshaelg_- nach nach nach nach nach
saure 1OTagen 20Tagen 30Tagen 40Tagen 6O Tagen
g Y Y Y g Y
Fraktion | 16,5 0,75 1,5 3,9 7,1 9,5
» [ 13,5 0,50 1,2 2,8 5,0 7,1
» 1 15,8 0,60 2,8 3,8 8,1 12,5
Summa 45,8 1,85 5,9 10,1 20,2 29,1

Wenn wir den Gang der Autolyse bei den einzelnen Ver-
suchen verfolgen, so ergibt sich ohne weiteres, dal} der Abbau
der Proteine ein ganz allmahlicher ist. Nach dieser Richtung
Ist es beachtenswert, dald die Biuretreaktion auffallend frih sich
nicht mehr nachweisen liel3, obwohl noch die Hauptmasse der
Spaltprodukte unzweifelhaft aus komplizierten Produkten besteht.
Jedenfalls wird man bei der Beurteilung des Eiweil3abbaus durch
Autolyse niemals sich auf den Ausfall der Biuretreaktion ver-
lassen durfen, auch darf nicht aus dem Auftreten einzelner
Aminosauren ein Urtell Gber den Umfang der Hydrolyse gefallt
werden. Auch hier wird erst eine eingehende Analyse der vor-
handenen Abbauprodukte ein entscheidendes Urteil gestatten.
Wir koénnen uns nicht dartber aufern, wie viel kompliziertere
Produkte am 50. Tage der Autolyse noch vorhanden waren.
Aus zwel Grinden vor allem ist eine direkte Vergleichung der
bei der Autolyse gefundenen Aminosauremengen mit den bei
der Hydrolyse mit starker Salzsaure isolierten nicht statthaft.
Einmal ware es maoglich, dal} bei der Autolyse Prolin entstande.
Dieses wlrde dann beim Auskochen der eingedampften Autolysen-
flussigkeit mit Alkohol in Losung gehen. WIir haben den alkoho-
lischen Auszug bei den 3 der Autolyse unterworfenen Portionen
des Versuches Il jeweilen eingedampft und den RuUckstand in
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gewohnter Weise verestert, die Ester in Freiheit gesetzt und
destilliert. Es zeigte sich, dal} stets ganz geringe Mengen von
Aminosauren und zwar auch von Leucin etc. vorhanden waren.
Prolin konnten wir mit Sicherheit nicht nachweisen. Wir werden
diese Versuche wiederholen. Jedenfalls sind auf diese Weise offen-
bar keine erheblichen Mengen von Aminosauren dem Nachwels
entgangen. Bei einer Vergleichung der bei der Autolyse gefundenen
Werte mit den bel der Saurehydrolyse isolierten muf3 ferner
In Betracht gezogen werden, das bei der Autolyse vielleicht
Eiweillabbauprodukte sekundar verandert werden. Die bei der
Autolyse auftretende grof3e Ammoniakbildung ist zum Tell viel-
leicht nach dieser Dichtung zu deuten. Wir wollen mit diesen
Bemerkungen nur auf die Schwierigkeiten, die einer Vergleichung
der bei der Autolyse gefundenen Monoaminosauremengen mit
den entsprechenden Werten der bel der Saurehydrolyse er-
haltenen entgegenstehen, hinweisen. Klar und eindeutig ist vor-
laufig nur das Resultat, dal} unter den gewahlten Bedingungen
der EiweiRabbau bei der Autolyse ziemlich langsam vor sich
geht und selbst nach 50 Tagen offenbar noch ein nicht unbe-
trachtlicher Teil der Abbauprodukte in komplizierteren Bindungen
vorhanden ist. Weitere Untersuchungen mussen Uber deren
Natur Aufklarung bringen und vor allen Dingen wird es unsere
Aufgabe sein, nachzuweisen, ob der Abbau der Proteine beli
der Autolyse auch qualitativ der Hydrolyse durch Pankreas-
saft ahnelt, d. h. ob auch hier ein Unterschied in der Raschheit
der Abspaltung der einzelnen Aminosauren sich findet. Ganz
besonderen Wert mussen wir auf die Verfolgung des Verhaltens
von Glykokoll, Prolin und Phenylalanin legen. Es ware von
grolem Interesse, wenn auch beim autolytischen Eiweif3abbau
eine resistentere Gruppe sich nachweisen liele, wie dies bel
der Verfolgung des Abbaus vieler Proteine durch Pankreassaft
der Fall war.l)

¥ Emil Fischer und Emil Abderhalden, Uber die Verdauung
einiger Eiwei3korper durch Pankreasfermente, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX,
S. 81, 1903. — Uber die Verdauung des Caseins durch Pepsinsalzsaure
und Pankreasfermente, Ebenda, Bd. XL, S. 215, 1903.
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