Zur Kenntnis des Neurokeratins.

\Von
f>r. mod. Alfred Argiris.

(A™ W  homis. h. n Al>t«iiling ,jos physiologic, |.*n Instituts 2,, Merlin.)
tIVr Uivlaktion zuiro<fangen am 15. November IW7.)

Neurokeratin, dir Substanz, aus welcher das Spongiosa-
Srrust der marklialtigen Nervenfasern besieht, wurde von Kthne!
zuerst dargestellt und analysiert. Kihne teilt auch mit, dal!
heim Kochen mit Schwefelsdure Tyrosin und Leucin aiiflreten
Da weitere Angaben Uber die bei der Hydrolyse entstehenden
Substanzen nicht vorliegen, so habe ich. einer Aufforderung
von Herrn I’'rof. Thierfelder folgend, dahin gehende Unter-
suchungen angeslellt und berichte zunéchst Uber den Tell,
welcher die llexnnbasen, das Tyrosin und das Cystin be-
trifft. Weitere Mitteilungen Uber die Ubrigen Monaminosaurcn
behalte ich mir vor.

Darstellung des Neurokeratins.

Nadi mannigfachen Vorversuchen bin ich bei dem im
folgenden zu beschreibenden Verfahren stehen geblieben. Es
ist iIm Prinzip das schon von Kihne und Chittenden be-
nutzte, unterscheidet sich aber von diesem in verschiedenen
Einzelheiten und besonders dadurch, da TrypsinVerdauung und
Extraktion mit Alkohol und Henzolalkohol wiederholt und zwar
iImmer mil einander abwechselnd auf die Gehirnmasse angi-
wendet wurden. Es wird dadurch eine vollstandigere Entfernung
der Myelinstoll'e erreicht, als es hei Kihne und Chittenden
der Falt war. lin einzelnen verfuhr ich so: die Gehirne (mensdi-

kwald ii. Ruhm*. Will. d. naturh.-med. Vereins zu lieidel-

beri;, N. F., 1. S. MT (1X77) und Kihne u Chittenden, Zeitschrifi
f liloL Hd. XXVI. S. 201 (1889).
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liehe) wurden nach Beseitigung der Haute und des anhaftenden
Blutes durch die Fleischhackmaschine zerkleinert, mit Aceton
drei- bis viermal behandelt und nun nach Entfernung des Wassers
und der Hauptmenge des Cholesterins durch ein feines Haar-
siecb gerieben. Die auf diese Weise in einen Brei verwandelte
Masse wird durch wiederholtes Schitteln mit neuen Ather-
Incngen erschopft, mit 75%igem Alkohol bei 10w so oft be-
handelt, bis das Filtrat beim Eindampfen keinen nennenswerten
Ruckstand hinterlieR, und schlieBlich wiederholt mit einer
Mischung gleicher Teile Benzol und Alkohol am UtcklluRkibler
ausgekocht. Die abfiltrierten Massen wurden in \Wasser suspen-
diert, in flachen Schalen durch Erhitzen auf dem. Dampfbade
von Benzolresten befreit, darauf in groRen Zylinderglasern mit
Wasser und soviel Natriumcarbonat, dal} der Gehalt etwa 0,5°/o
betrug, versetzt, und nach Zuftigen von Pankreatin zwei Wochen
bei einer Temperatur von 39° gehalten. Wahrend dieser Zeit
wurde taglich mehrmals umgerihrt. In dem Zylindergefal? be-
laud sich nun ein aus groben Partikeln bestehender Bodensatz,
darliber eine feinpulverige Schicht und tber dieser eine dunkel-
braune, aber ganz klare Lésung. Nun wurde tichtig umgerthrt
und. nachdem die groberen Teilchen sich gesenkt hatten, die
Flussigkeit mit der in ihr suspendierten pulverigen Substanz
abgehebert und in ein anderes Zylinderglas Ubergefihrt. Nach
erfolgter Senkung heberte ich die Uberstehende klare Fllssig-
keit ab und ersetzte sie durch frische Verdauungslésung. Des-
gleichen wurde der in dem ersten Zylindergefal? zurtickgebliebene
aus groberen Partikeln bestehende Bodensatz mit neuer Ver-
dauungsflissigkeit tbergossen, wieder der Verdauung tberlassen
und weiter in der eben beschriebenen Weise verfahren, bis
schlieBlich nach nochmaliger Wiederholung der ganzen Operation
das ganze Material in den feinpulverigen Zustand umgewandelt
war. Nachdem das feine Pulver noch eine Zeitlang der Ein-
wirkung frischer Verdauungsflissigkeit ausgesetzt worden war,
wurde es mittels Heber von der Uberstehenden klaren Ldsung
befreit, nach Beseitigung der alkalischen Reaktion durch vor-
~hhtigen Zusatz von Salzsaure mit soviel Alkohol versetzt, daid
i< | Prozentgehalt an Alkohol etwa 75 betrug, und am Riuck-
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flulkdhler gekocht Heim Abkuhlen des heiRen Filtrats schieden
sich wieder Myelinstoffe ab, obgleich die Extraktion vor der
Verdauung so gut wie beendet war. Eine Erklarung dafir ist
wohl in der durch die Verdauung bewirkten feinen Verteilung
des Materials zu suchen, vielleicht sind aber im Gehirn auch
MyelinstojfeiweiBverbindungen enthalten, deren Myelinkompo-
nente erst durch die Verdauung frei und alkoholloslich wird. 1>
mogen auch beide Momente eine Rolle spielen. An die Alkohol-
extraktion schlof3 sieh eine solche mit Benzolalkohol an. Jetzt
wurde die Masse wieder der trvptischen Verdauung unterworfen
und diese und die Extraktion mit den genannten Ldsungsmitteln
alternierend so oft wiederholt, bis die Verdauungsflissigkeil
keine Biuretreaktion mehr zeigte und die Alkohol- und Benzol-
alkoholausziige keine Myelinsubstanzen mehr enthielten. Nun-
mehr behandelte ich den feinen Brei, welcher sich (dbrigens
ebenso, wie Dbei allen vorangehenden Filtrationen leicht und
ohne Beimengung von Papierfasern vom Filter nehmen lieB, zur
Entfernung von anorganischen Bestandteilen mit 0,1 °/oiger Salz-

saure, dann mit Wasser, um die Salzsdaure zu beseitigen, und
zuletzt mit Alkohol und Ather, In der Reibschale fein zer-

rieben und durch ein engmaschiges Seidenfilter gesiebt, stellte
das Neurokeratin ein hellgelbes, geruchloses Pulver dar.

In Ergédnzung der von Kuhne gemachten Angaben sei
noch erwadhnt, dal das Neurokeratin die Farbenreaktionen der
Proteine gibt, auch die Probe von Adamkiewicz, nicht aber
oder nur sehr schwach die Probe von Molisch.

Der Aschegehalt meiner Praparate betrug im Mittel 0,62
Die gefundenen Werte schwankten zwischen 0,61 und 0,64°

Die Kihnescheu Praparate enthielten zum Teil etwa die gleicht
Menge (0,74"™ .I, zum Teil mehr (bis zu 2.4°,0). Fur die Ana-

lysen wurde die Substanz bei 110° bis zum konstanten Gewicht

getrocknet. Den Kohlenstoff und Wasserstoff bestimmte ich nach
Dennstedt. Den Stickstoff nach Kjeldahl, den Schwefel nach
Asbotli, in der von Neumann und Meinertzll angegebenen

Modifikation mit folgenden Resultaten:

Y Oifse Z.Mtsrhiifl. Ud. XLUf. S. m.
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t 0,1306 g lieferten 0.2605 g COf und 0,0878 g 11,0
™ 56,27°/« C und 7,46" « H.

2. 0,0053 g lieferten 0,1065 g CO, und 0,0631 g H,0
= 56,24°,« C und 7,35°« H.

3. 0,370t g verbrauchten 38 ccm *»/10-11,S04 =». 14,07° « N
4. 0,3946 » > 30,6 * » '= 14,U9> »
5. 0,5088 g lieferten 0,0826 gBaS04 = 2,23« S
6. 0,5834 » * 0,0976 » y =

C = 56,62«/«, 56,59°"«

H = 751%, 740®/«

N = 1416°«, 14,17°/«

S = 2.24%, 231®/«

Die von Kuhne und Chittenden dargestellten Neuro-
keratinpraparate | und Il hatten einen ganz &hnlichen Gehalt
an C, H und N (auf aschefreie Substanz berechnet im Mittel
;>6,20°/0 C, 7,300/0 H, 14,18°/0 N), aber einen geringeren Ge-
halt an S (1,750/oh Das héangt vermutlich mit der Einwirkung
«ler Kalilauge zusammen, welche Kihne und Chittenden zur
Reinigung benutzten. Die drei anderen von Kuhne und Chit-
tenden dargestellten Praparate zeigen eine abweichende Zu-
sammensetzung und zwar enthalten sie mehr Kohlenstoff und
weniger Stickstoff.

Hexonbasen.

50 g Neurokeratin wurden mit einer Mischung von 150 g
konzentrierter Schwefelsdure und 300 g Wasser am RiuckfluB3-
kiithler gekocht, und zwar in einem gerdumigen Kolben, da die
Flussigkeit im Anfang sehr stark schdumt. Wahrend des Er-
hitzens entweicht Schwefelwasserstoff, daneben entwickelt sich
eine andere durch einen unangenehmen, nicht genauer zu defi-
nierenden Geruch ausgezeichnete fllichtige Substanz, deren Natur
nicht festgestellt werden konnte. Methylmerkaptan und Athyl-
sulfid lieBen sich nicht nachweisen. Nach 24stiindigem Kochen
wurde die stark braune Flissigkeit, welche keine Biuretreaktion
mehr zeigte, von einem ungelOsten Ruckstand abfiltriert,
der Rickstand mit kochendem Wasser bis zum AufhoOren der
Schwefelsdurereaktion im Filtrat ausgewaschen, bei 100« ge-
trocknet und gewogen. Seine Menge betrug 7,5 g = 15%. des
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angewendeten Neurokeratins. Kr enthielt 0,38 g (= 9o/o) Sti< k-
stoff, so daf} also etwa 10°/’* des Gesamtstickstoffs desNeur..-
keratins nicht in Lésung gegangen ist. Die Menge des Rlckstands
ist auffallend hoch, weit hoher als z. B, bei RolRhaaren, von
welchen bei gleicher Behandlung nur etwa 4°/<> nicht in L6sung
gingen (siehe S. 92).

DaR das Maximum der Spaltung, welches Schwefelsaure
der benutzten Konzentration zu bewirken vermag, erreicht
worden ist, ergibt sich aus einem zweiten Versuch, in dem bei
nur instandigem Kochen fast die gleichen Verhaltnisse gefunden
wurden. Der ausgewaschene und getrocknete Rickstand wo-
in diesem Kall 7,8 g. Seine Menge betrug also L)>(>0 > de*

Neurokeratins. Kr enthielt 0,07 g (= 8,0ft/n) Stickstoff.

Von diesen gegen Schwefelsdure widerstandsfahigen Riickstanil
wml aber noch ein erheblicher Teilbeim Erhitzen mit Salzsdure gelosi.

Wie Sieh aus folgendem Versuch ergibt. 1a,3 g der trockenen Massé
\wuicl<>n £ Stunden mit konzentrierter Salzsaure gekocht: der abfiltnn n-

au-.rwaseliiMu* und getrocknete Rulckstand wog'jetzt 0,0 g und enthielt
0.72 g Stickstoff. Fs war also noch ungefahr ein Drittel der Suh>tau

und die Halfte des Stickstoffs in Losung gegangen. Das Filtrat Wut 1
mu h bekanntem Verfahren auf Hexonbasen untersucht. Sie waren V. i-

iiitttlicli vorhanden, da an den betreffenden Stellen Niederschlage Wh
slanden. aber m «ehr kleinen Mengen, so daf eine Gewinnung in Kkristalli-

sierter Form nicht gelang. In dem Queeksilbersulfalniederschlag z. Il.

welcher das Histidin enthalten muflite, fand sich nur 0.008 g N. eiit
spierbend 0.020 g Histidin.

Filtrat und Waschwasser wurden vereinigt und mit io
viel Baryumhydroxyd versetzt, dal die vom Baryumsulfatniedei-
schlag abfiltrierte Flussigkeit (-f- Waschwasser) nach dem Ein-
engen auf 500 ccm noch 5°/0 freie Schwefelsaure enthielt. Zu
der klaren LoOsung fugte ich solange 30«/oige Phosphorwolf-,
ramsaure, bis eine abliltrierte Probe nach weiterem Zusatz des

Eallungsmittels innerhalb 10 Minuten klar blieb, isolierte den
Niederschlag durch starkes Absaugen und Prossen und verrieb

thn mit Wasser. Er wurde nun abermals abgesaugt und ab-

gepreldt, dann in Wasser suspendiert, mit heil3gesattigter Baryt-
losung zerlegt, die abfiltrierte Flussigkeit nach Entfernung des
Uberschissigen Raryums mit Schwefelsdure angesauert. Durch

sorgfaltiges Auswaschen wurde daflr gesorgt§ dall alle diese
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Operationen ohne Verlust verliefen. Die weitere Isolierung und
quantitative Bestimmung des Histidins, Arginins und Lysins ge-
schah nach den von Kossei, Kutscher und Pattenl) gege-
benen Vorschriften. Dabei machte ich die Beobachtung, dalt
gleich im Anfang des Verfahrens beim Versetzen der schwefel-
sauren LdAsung mit Silbernitrat ein weiller flockiger Niederschlag
entstand. Ich filtrierte ihn ab, suspendierte ihn in Schwefelsaure-
liaitigern Wasser, zersetzte ihn mit Schwefelwasserstoff, filtrierte
vom Schwefelsilber ab, entfernte die Schwefelsaure mit Baryum-
carbonat und dampfte ein. Der zurtickbleibende Syrup reagierte
stark alkalisch, die Menge war aber so gering, dal} von einer
weiteren Untersuchung abgesehen werden mufite. Km gleicher
Niederschlag trat an der gleichen Stelle bel der Untersuchung der
hydrolytischen Spaltungsprodukte der KoRhuure auf. Ks han-
delte sich vielleicht um die Baryumverbindung einer.Aminosaure.

Histidin. Die Versuche, das aus dem «)uecksilbcrsulfat-
niederschlage isolierte Histidin als Histidindichlorid zur Krystal-
lisation zu bringen, schlugen fehl. Ich habe mich deswegen
damit begnigen mdassen, in der Ldsung, welche 100 ccm betrug,
den Stickstoff zu bestimmen, und aus der Menge des Stickstoffs
die Menge des Histidins zu berechnen. Ks wurden in zwei Uber-
einstimmenden Versuchen in je 15 ccm 15.58 mg N gefunden.
Bas entspricht 0,76°/0 Histidin.

Arginin. Es wurde als Kupfernitratverbindurig isoliert
und gewogen. Die Menge betrug 1,94 g — 3,88<;0 = *2,28'%
Arginin. Die Reinheit des Salzes geht aus dem Schmelzpunkt,
welcher bei 114° lag, und aus der Analyse hervor.

0.1818 g lieferten 0,1044 g CO, und 0,0958 g FI#Q

= 2404= C und 5.82®« 1.
0,1814 g lieferten 0,0178 g OuO = 10,8/ «0 Cu.

Gefunden : Berechnet flir 2 <hHI4N4O .+ <lu*XO.l ¥ &H,0:
C 24,04 °/o 24,40V *
H = 582°# 0,7«°lo
f.u = 10,81V 10.79V

Lysin. Es wurde als Lysinpikrat abgeschieden und ge-
wogen. Seine Menge betrug 3,52 g == 7.04°/0 = 2,72°;0 Lysin.

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 105, und Bd. XXXVIII, S. 39,
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FUr die Reinheit spricht das Ergebnis der Analyse.

1. 0.1500 g lieferten 0,2130 g CO* und 0,0654 g H*0
w. 38,66°/0 C und 4,80®/« H.

2. 0,2080 g lieferten 0.2034 g CO, und 0.1000 g H*0
= 38,46% C und 5,31% H.

Gefunden: Berechnet fiir C6HI4N.()a * C6H*(NO,i30H
C ~ 38.66% 38,46% 38.40%
H = 480% 5.31% 4.53%

In dem oben schon erwéhnten zweiten Spaltungsversu< h,
bei d(*m nur 18 Stunden gekocht wurde, der aber im dbrigen
In derselben Weise ausgefiihrt wurde, erhielt ich ganz Uberein-
stimmende Resultate. Die Menge des Arginins betrug 2,19°0.
die des Lysins 2,68°/o, Histidin konnte auch hier nicht als
salzsaures Salz krvstallisiert gewonnen werden.

Von andern, in die Gruppe der Keratine gehorigen Sub-
stanzen ist nur die Hornsubstanz in bezug auf ihren Hexon-
basengehalt untersucht worden. Hedinl) wies unter den Zer-
setzungsprodukten des Hornes Lysin und Arginin nach und gibt
die Menge des letzteren zu mindestens 2,25°00 an. Abder-
halden und Voitinovici2) fanden im Horn (von Hammeln
2,7°0 Arginin und 0,2°0 Lysin, wahrend sie Histidin nicht
isolieren konnten.

leb habe das oben beschriebene Untersuehungsverfahren
auch auf gut ausgewaschene und mit Alkohol und Ather be-
handelte RofRhaare (40 g) angewendet und folgende Resul-
tate erhalten.

Der bei der Hydrolyse ungeldst zuriickbleibende Teil be-
trug. wie oben schon erwéahnt, 1,57 ¢ = 8,9°/0 und enthielt
0,11 g Stickstoft-- Histidin konnte nicht als krvstallisiertes Chlo-
rid erhalten werden. Aus dem Stickstoffgehalt des Quecksilbei-
sulfatniederschlags berechnet, betrug seine Menge 0,61°/0. Da?
Argininkupferriitrat (Schp. 115°. Cu gef. 10,66, ber. 10.7U
wog 3,02 g. Das entspricht 7.55'Vo oder Arginin. Die
Menge des Lysinpikrats (gef. 38.25%» C und 4,83°/0 H. her.
38,40°,0C und 4,53°'0 H) betrug 1 <>8g = 2,70°/0 = 1,12° ' Lysin.

» Lund s Univers. Arsskrift, T. XXIX. — Diese Zeitschrift. Bd. XXI
S. 155.
> Diese Zeitschrift, Bd.'LU, S. 348.
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| Tyrosin.

00 g Neurokeratin wurden mit 2r>ftoiger Schwefelsdure
18 Stunden am RuckfluBkihler gekocht. Nach Filtration und
Aufwaschen des Riuckstandes mit heillem Wasser wurden dit»
gesamten Filtrate durch Baryumhydroxvd von der Schwefel-
sdure und durch Kohlensdure vom Uberschissigen Baryum be-
freit und die Niederschlage wiederholt mit Wasser ausgekocht.
Das beim Einengen der vereinigten Filtrate sich abscheidende
Baryumearbonat filtrierte ich ab und dampfte dann soweit ein,
bis sich bereits in der Wéarme eine Krvstallhaut bildete, Nach
dem Abkuhlen wurde sie abfiltriert und das Filtrat weiter ein-
geengt zur Gewinnung weiterer Krystalie. Die Menge des Tyrosins
betrug nach Entfarbung mit Tierkohle und (metallisation

g. = 4,(>°.
0.1042 g lieferten 0.2201) g CO, und 0.0500 g 1,0

= 5061°%0 und 6.2H° H.
wahrend die Formel C,,HUNO8 50.66% C und 6.07% H verlangt.

—_— W W ¢ iuiimv ii um nuiUiClul 1al 1tl

Salzsdure am RuckfluRkihler gekocht. Der abfiltrierte Rick-
stand wog nach Auswaschen und Trocknen 0,828 g und ent-
bielt 0.0215 g S (zwei gut miteinander tbereinstimmende Ana-
lysen). Es waren also 91,7",.. der Substanz und fast 91 < des
Schwefels in LOsung gegangen. *

Die Gewinnung des Cystins aus dieser hydrolytischen FlUssig-
keit machte mir groRe Schwierigkeiten, obgleich mit dem von
mir eingeschlagenen Verfahren die Isolierung aus Hornsubstanz
mit Leichtigkeit gelang. Erst als ich in der jetzt zu beschrei-
benden Weise vorging, war das Resultat ein positives. *) Ich
dampfte Filtrat und \Yaschwasser bei K)° im Vakuum ein,
nahm den Rickstand mit 80 ccm (>0°/oigen Alkohols auf und
machte die Reaktion durch Hinzuflgen von starker (33bdiger)
Natronlauge unter starker Abkihlung ganz schwach sauer.
Der wahrend dreitagigen Stehens im Eisschrank abgeschiedene

) Mit diesem Verfahren konnte ich auch aus 15 g Casein sechs-
seitige Tafeln von Cystin gewinnen.
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Niederschlag wurde mit wenig heilem Wasser aufgenommen
und durch Hinzufigung von mdoglichst wenig Salzsaure in Ldsung
gebracht. Aus der Losung schied sich nach Entfarben mit Tier
kohle und Einengen beim langsamen-Abkuthlen Cystin in Form
sechsseitiger Tafeln ab. Die Menge betrug 0,0340 g. Die Mutter-
lauge wurde mit essigsaurem Natron versetzt, bis sich Kongo-
papier nicht mehr blau farbte, und eingeengt. Es schieden sich
weitere Fraktionen ab, welche aber nicht von dem gleichzeitig
sich abscheidenden Tyrosin getrennt werden konnten. Ich habe
deshalb diese Fraktionen gel6st, die Ldsung auf 100 ccm ge-
bracht und in je 25ecm eine Schwefelbestimmung ausgefuhrt.
Es wurden erhalten 0,0568 und 0,0562 g, im Mittel 0,0565 ¢
BaS04 0,0078 g 8. In 100 ccm waren also 0,0312 g S oder
{hi I3 g Cystin enthalten. Die Gesamtmenge des Gvstins betntg
also 0,150 g = 1,50»,« Cystin. Die Mutterlaugen gaben noch
starke Schwefelbleireaktion, doch war es nicht mdoglich, noch
weitere Krystallisationen zu erhalten.
Es wurden also gewonnen in Prozenten aus:

Neurokeratin HoRhaaren
Lysin 2.72 2,68 1,12
Arginin 2.28 2,19 4,45
Histidin  0.70 | 0.61
Tyrosin 4.60

Cystin 1.50



