Uber die Gewinnung von Glykokoll aus normaiem Blut.

Von
Dr. Adolf Bingel.

(Aus der medizinischen Klinik und dem chemisch-physiologischen Institut der
stadtischen Krankenanstalten zu Frankfurt a. M.)

(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1908.)

Wahrend unter pathologischen Verhéltnissen im Harn
Aminosauren — insbesondere Glykokoll — von verschiedenen
Autoren gefunden waren, hatte man im normalen Harn bis
vor kurzem, auch bei Anwendung der Fischer-Bergellschen
3-Naphthalinsulfochloridmethode diese Substanzen, wenn Uber-
haupt, so nur in Spuren nachweisen kdnnen. Embden und
Reesel) gelang es dann, durch eine geringfiigige methodische
Modifikation erhebliche Mengen B-Naphthalinsulfoglykokoll aus
normalem Harn darzustellen. Sie zeigten, dal} es flr den Ab-
lauf der Reaktion in erster Linie auf den Alkalescenzgrad des
Harns bei der Behandlung mit 3-Naphthalinsulfochlorid ankommit.

Abderhalden und Schittenhelm?) bestatigten im
wesentlichen diese Ergebnisse. Die Einwande, die von Kionka,3)
Wohlgemuth und Neuberg,4) Hirschsteinb) erhoben wurden,
haben Embden und Marx6) widerlegt, soda wohl an der Tat-
sache, dall sich aus jedem normalen Harn Naphthalinsulfo-
glykokoll darstellen Ialt, nicht mehr gezweifelt werden kann.

Es lag nunmehr sehr nahe, die Fiseher-Bergeilsehe
Methode, die bei der Untersuchung des normalen Harns auf
Aminosiuren zu positiven Resultaten gefuhrt hatte, auch auf
das Blut anzuwenden. Denn der Nachwelis bestimmter Amino-
saureverbindungen im Blute ist von groflem physiologischem
Interesse. Gelangt man doch immer mehr zu der Anschauung,
dal der Organismus bei der Verdauung das Eiwell3 In seine
niedersten Spaltprodukte, eben die Aminosauren, zerlegt und
aus ihnen sein Korpereiweil wieder aufbaut. Sicherlich spielen

B Hofmeisters Beitr.,, Bd. VII, H. 7/9.
2) Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 339.
8) Zeitschrift f. exp. Path. u. Ther.,, Bd. Il, S. 23.
v 4) Med. Klinik, 1906, S. 227.
b) Zeitschrift f. exp. Path. u. Ther., Bd. IV.
6) Hofmelisters Beitr., Bd. XI, H. 7/9.
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daher die Aminosauren im intermediaren Stoffwechsel und wohl
auch beim Stofftransport durch das Blut eine grofie Rolle.

Trotzdem ist der Nachwels einer bestimmten Aminosaure,
Insbesondere jener des Glykokolls im normalen, lebensfrischen
Blute bisher noch nicht geglickt.

G. y. Bergmannl) arbeitete mit Blut unter verschiedenen
pathologischen Zustanden und mit normalem Blute auf der HOhe
der Verdauung. Es gelang ihm, ein Reaktionsprodukt mit 3-Naph-
thalinsulfochlorid zu gewinnen, bezlglich dessen chemischer
Einheitlichkeit er sich sehr zuriickhaltend ausdrickt. Der Stick-
stoffgehalt seiner Verbindung war ein auferordentlich hoher
(9,84 °/0), so dald es sich jedenfalls nicht um die Verbindung
einer einfachen Aminosaure handeln konnte.

Untersuchungen aus dem Jenenser pharmakologischen
Institute wurden an Blut angestellt, das nach Zusatz von reich-
lichen Mengen Harnsaure 24 Stunden lang bei 39—40° gestanden
hatte. Nachdem Frey?) an derartig vorbehandeltem Blute
mittels der R-Naphthalinsulfochloridmethode ein Produkt ge-
wonnen hatte, das er auf Grund des Verhaltens seiner LOsung
In Ammoniak gegen Baryumchlorid als Glykokoll ansehen zu
mussen glaubt, fanden Kionka und Frey3) Iin ebenso be-
handeltem Blut eine Substanz, die bel 154° schmolz, und die
sie deswegen als Glykokoll ansprachen. In einer jlungst er-
schienenen Arbeit «Uber das Auftreten von Glykokoll im Blute»
weist Kionka4) im Blute ebenfalls nach Harnsaurezusatz und
langerem Stehen mittels der Fischer-Bergeil sehen Methode
eine Substanz nach, die er auf krystallographischem Wege
und durch Bestimmung des Schmelzpunktes als Glykokoll iden-
tifizierte.

Wahrend Kionka und Frey friher der Ansicht zuneigten,
dal das gebildete Glykokoll der Harnsaure entstammte, drtckt
sich Kionka in dieser neuesten Arbeit bezlglich der Herkunft
des Glykokolls aus Harnsdure vorsichtiger aus. Er halt es fir

9 Hofmeisters Beitr.,, Bd. VI, S. 40.

2) Zeitschrift f. exp. Path. u. Ther., Bd. Il, S. 36.
3) Zeitschrift f. exp. Path. u. Ther., Bd. Ill, S. 597,
4) Zeitschrift f. exp. Path. u. Ther., Bd. V, S. 131.
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moglich, dall «das Glykokoll beim Abbau der aus den zugrunde
gehenden Zellen stammenden Kernsubstanzen entsteht».

Das Vorkommen von Glykokoll im normalen lebensfrischen
Blute ohne Harnsaurezusatz lehnen Kionka und Freyl) aus-
drtcklich ab.

Neuberg und Straulf32) fanden in der Ascitesflissigkeit
bei Lebercirrhose und im Blute bei Urdmie infolge chronischer
Interstitieller Nephritis 2,4 °/oo, resp. 5°/o0 Aminosaurereststick-
stoff. Das Vorhandensein von Glykokoll in dem bei Anwendung
der Naphthylisocyanatmethode entstandenen Reaktionsgemenge
glauben sie durch die Gewinnung eines schwer l6slichen Baryt-
salzes zu erweisen. Analytische Angaben Uber dieses Baryt-
salz teilen sie nicht mit.

In der vorliegenden Untersuchung gelang es mir, mittels
der Fischer-B ergellsehen Methode nicht ganz unerhebliche
Mengen Glykokoll im lebensfrischen Blute nachzuweisen.

Die angewandte Methode stelle ich ausfihrlicher dar, um
auf einige Besonderheiten hinzuweisen, die eine Nachprifung
meines Befundes erleichtern konnen.

Das benutzte Rinderblut wurde ganz frisch im Schlacht-
hof aufgefangen und in Quantitaten von 5 1 so schnell wie mog-
lich nach dem Krankenhaus gebracht. Hier wurde es nach
Fr. Schenck mit der gleichen Menge Wasser, der doppelten
Menge 2°/oiger Salzsaure und der doppelten Menge 5°/oiger
Sublimatlosung versetzt. Nach kurzem Stehen wurde der Eiweil3-
niederschlag auf der Nutsche abfiltriert und das Filtrat mit
Schwefelwasserstoff entquecksilbert. Nach Entfernung des tber-
schussigen Schwefelwasserstoffs durch einen Luftstrom und
Abtrennung des Schwefelquecksilbers wurden je 6 ! FIlissig-
keit, die einem Liter Blut entsprachen, sorgfaltig neutrali-
siert und im Vakuum bei einer 60° nicht {berschreitenden
Temperatur des Heizwassers auf 500 ccm eingeengt. Der

Y 1 ¢, S. 600: «Es tritt im Blute Glykokoll auf, wenn demselben
vorher Harnsaure zugesetzt war, dieser Befund ist nicht zu erheben
ohne Harnsdurezusatz.» «Nach Harnsaurezusatz tritt Glykokoll im Cber-
lebenden Blute aut, das sonst niemals darin zu finden ist.»

2) Berl. klin. Wochenschr., 1906, S. 258.
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eingeengten Flussigkeit wurde soviel 33°/oige Natronlauge zu-
gesetzt, dal} rotes Lackmuspapier kraftig geblaut wurde. Es
waren dazu 1,5 ccm Natronlauge notig. Durch Filtrieren auf
der Nutsche wurden die hierbei sich ausscheidenden Phosphate
entfernt. Nunmehr wurde die vOllig klare, in dicker Schicht
gelbliche Flussigkeit mit etwa 100 ccm einer 5°/oigen atherischen
3-Naphthalinsulfochloridlosung 9 Stunden lang geschttelt. Von
3 zu 3 Stunden wurde die Reaktion gegen Lackmuspapier
gepriaft und, falls eine Abschwachung der alkalischen Reaktion
stattgefunden hatte, wenig Natronlauge hinzugefiigt, so dal
rotes Lackmuspapier wieder kraftig gebldut wurde. Nach Ab-
trennung des Athers und dem Abfiltrieren unldslicher Verbin-
dungen, deren weitere Untersuchung unterblieb, wurde durch
Ansauren mit Salzsaure eine starke Fallung hervorgerufen,
die beim Schitteln mit Ather sehr leicht von diesem aufge-
nommen wurde. Der abgetrennte und mit wenig Wasser bis
zur annahernden Chlorfreiheit gewaschene Ather wurde unter
Zusatz von etwas Wasser abdestilliert. Es hinterblieb ein reich-
licher, gelber, Gliger Ruckstand. Dieser 10ste sich zum groften
Tell beim Zusatz von Ammoniak bis zur neutralen oder schwach
alkalischen Reaktion. Der ungelGste Anteil, der, wie gleich
erwahnt sel, aus dem Amid der R-Naphthalinsulfosiaure bestand,
wurde nicht, wie Emb den und Reese angegeben haben, durch
Filtration nach langerem Stehen im Eisschrank abgetrennt, wobel
geringe Mengen des Amids in Ldsung bleiben, sondern die deut-
lich ammoniakalisch reagierende Flussigkeit wurde nach einer
bisher unveroffentlichten Modifikation von Embden mit reich-
lichen Athermengen geschiittelt, wobei das Amid in den Ather
ging. Die wasserige Schicht war schon nach dem ersten Schutteln
vollkommen klar. Zur Reseitigung von etwa noch gelOst ge-
bliebenen Amidspuren wurde die Atherschiittelung ein- bis zweimal
wiederholt.

Weitere Atherextrakte enthalten augenscheinlich kein
Amid mehr, wohl aber geringe Mengen eines Oles, das nicht
naher untersucht wurde.

Man kann das Amid leicht aus der atherischen LOsung
gewinnen. Die Substanz zeigt die charakteristischen Krystall-
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formen des [-Naphthalinsulfamids und schmilzt nach einmaligem
Umkrystallisieren aus heillem Wasser ganz scharf bei 216°.

Nach Abtrennung des Amids wurden die Naphthalinsulfo-
verbindungen abermals durch Salzsaurezusatz in Freiheit gesetzt
und in Ather aufgenommen. Der annahernd chlorfrei gewaschene
Ather wurde wiederum unter Wasserzusatz abdestilliert.

Nunmehr wurde die zurtickbleibende Flissigkeit mit Wasser
auf etwa 30 ccm aufgefillt, auf dem Wasserbade erwarmt,
wobel die Substanz nur zum Teil In Loésung ging, und heif}
filtriert. Die abkdhlende FlUssigkeit wurde mit einigen Kry-
stallchen R-Napthalinsulfoglykokoll geimpft. Die Krystallisation
begann sehr rasch (rascher als bei den frtiheren Untersuchungen
am Harn) schon bei Zimmertemperatur und vollendete sich
beim Stehen im Eisschrank (Fraktion 1I).

Der bei dieser ersten Behandlung mit warmem Wasser
ungeldst gebliebene Rickstand wurde abermals mit Wasser
erwarmt und wiederum heil} filtriert. Nach der Abkuhlung und
Impfung erfolgte die Krystallisation weit langsamer und unvoll-
standiger (Fraktion Il), noch langsamer und weniger vollstandig
krystallisierte eine auf gleiche Weise gewonnene dritte Fraktion.
Fur die weitere Bearbeitung wurden nur die 1. und 2. Fraktion
verwandt.

Diese beiden, noch stets mit 6ligen Beimengungen ver-
unreinigten Fraktionen wurden unter grof3en Verlusten durch
mehrmaliges Umkrystallisieren aus immer geringeren Mengen
warmen Wassers gereinigt, wobei die Krystallisation jedesmal
auch ohne Impfung rascher und vollstandiger erfolgte.

Bei einem Teil der Untersuchungen wurde nach dem Vor-
gdnge von Embden und Reesel) folgendermaflen verfahren:

Die neutrale amidfreie LOosung der Ammonsalze wurde
mit Wasser auf 40 ccm aufgeflllt, mit Baryumchloridlosung
ausgefallt, der volumindse Niederschlag abfiltriert und mit wenig
kaltem Wasser gewaschen. BaryumfiltratundBaryumniederschlag
wurden mit Salzsaure zerlegt und die in Freiheit gesetzten R-Naph-
thalinsulfoverbindungen mit Ather aufgenommen. Die Gewinnung
von [-Napthalinsulfoglykokoll aus dem Baryumfiltrat gelingt
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aulRerordentlich leicht, wahrend die Verbindungen aus dem
Niederschlag nur langsam und unvollstandig krystallisieren.
Der Barytniederschlag wurde daher bei der weiteren Verarbei-
tung nicht berucksichtigt.

Die Substanz schmolz nach einmaligem Umkrystallisieren
bei 140 °, nach zweimaligem bei 147—1480 und nach dreima-
ligem bei 148—149°.

Die Ausbeute aus 10 | Blut betrug nach dem ersten Um-
krystallisieren 0,35 g, nach dem zweiten 0,27 g und nach dem
dritten 0,21 g. Ein Teil wurde nochmals umkrystallisiert, zeigte
aber nur eine Erhohung des Schmelzpunktes auf 150°.

Da nach dem dritten Umkrystallisieren der Schmelzpunkt
nur um ein geringes in die Hohe gegangen war, so wurde von
einer weiteren Reinigung der Substanz Abstand genommen,
weil sie voraussichtlich nur unter groRBeren Verlusten zu er-
reichen gewesen ware. Es wurde daher mit der bei 148—14910
schmelzenden Substanz die Elementaranalyse ausgefihrt. Das
war um so mehr angangig, als in den Versuchen von Embden
und Reese und Embden und Marx die Analyse noch wesent-
lich niedriger schmelzender Praparate zu richtigen Ergebnissen
gefihrt hatte. Das Resultat der Analyse war folgendes:

0,1336 g Substanz gaben 0,2688 g CO02 und 0,0544 g H20.

G H
Gefunden : 54 .87 °lo 4 55°0
Berechnet fur CI2HUO4NS: 54,33 °/o 4,15°0

Wie man sieht, stimmen die gewonnenen Analysenwerte
mit denen des B-Naphthalinsulfoglykokolls ausreichend tberein.
Wahrscheinlich ist die Substanz noch mit geringen Mengen
einer kohlenstoffreicheren Verbindung verunreinigt.

Der genannte, bei 150° schmelzende Anteil der Substanz
wurde mitgleichen Teilen 3-Naphthalinsulfoglykokoll vom Schmelz-
punkt 155° vermischt und der Schmelzpunkt dieser Mischung bei
1520 gefunden, ein weiterer Beweis daftr, dal} es sich bei meiner
Substanz tatsachlich um R-Naphthalinsulfoglykokoll handelte.

Das Vorhandensein mindestens einer hoheren R-Naph-
thalinsulfoaminosaure (vielleicht auch einer peptidartigen Ver-
bindung) konnte noch auf einem anderen Wege erwiesen werden.
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Das von Amid befreite Rohprodukt drehte nédmlich in alkoho-
lischer und ammoniakaliseher Losung in allen daraufhin unter-
suchten Fallen die Ebene des polarisierten Lichtes sehr stark
nach links. Die Natur dieser optisch aktiven Substanz bildet
den Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Die aus 101 Blut gewonnene Menge von 0,21 g 3-Naphthalin-
sulfoglykokoll erscheint zwar recht gering, doch man mufl} be-
denken, dalR beil der Reinigung der Substanz ohne Frage ein
groBer, wenn nicht der grofste Teil verloren geht, ganz abge-
sehen davon, dall die Reaktion mit [3-Naphthalinsulfochlorid
bei den in Frage kommenden Glykokollkonzentrationen sicher-
lich auch nicht annahernd quantitativ verlauft.

In der vorliegenden Untersuchung ist der Nachweis von
Glykokoll im normalen, lebensfrischen Blute gefiihrt und das
Vorhandensein mindestens einer hoheren Aminosaure — oder
einer peptidartigen Verbindung — durch die starke optische
Aktivitat des Gemenges von R-Naphthalinsulfoprodukten wahr-
scheinlich gemacht worden.

Dal} gerade das Glykokoll im Blute allem Anschein nach
In relativ grofRer Menge vorhanden ist, steht insofern im Ein-
klang mit den jingst gewonnenen Erfahrungen und Anschau-
ungen, als diese Substanz im intermediaren Stoffwechsel augen-
scheinlich eine hervorragende Rolle spielt.

Ein Hinweis auf das Vorhandensein von Glykokoll im
normalen Blute ist Ubrigens vielleicht schon in den bekannten
Untersuchungen von Bunge und Schmiedeberg:l) «Uber
die Bildung der Hippursaure» gegeben. Diese Autoren haben
bekanntlich dargetan, da bei der Durchblutung der Niere mit
benzoesaurem Natron auch ohne Zusatz von Glykokoll Hippur-
saure — allerdings in geringen Mengen — entsteht. Auf Grund
meiner Untersuchungen ist es hochst wahrscheinlich, daB das
In den eben genannten Versuchen am Hippursaureaufbau be-
teiligte Glykokoll dem Durchblutungsblute entstammte.

X) Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. VI.



