Vergleichende Untersuchungen Ober den Behalt der ver-
schiedenen Bestandteile des Nervensystems an Aminosauren.
I. Mitteilung.

Die Aminosauren der peripheren Nerven und der Leitungs-
bahnen des Ruckenmarks (weil3e Substanz).

-Von ;
Emil Abderhalden und Arthur Weil.

(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.)
(Der Redaktion zugegangen am SO. August 1912.)

Die Untersuchung zahlreicher Proteine der Tier- und
Pflanzenwelt hat ergeben, dal} sich die einzelnen EiweilRarten
durch die Menge, in der die verschiedenen Aminosduren vor-
handen sind, unterscheiden. Manche sind auferdem durch das
Fehlen bestimmter Bausteine ausgezeichnet. Bisher ist keine
Proteinart bekannt geworden, die einen Baustein besessen hétte,
der nur ihr zukommt. Die bei der Hydrolyse des Caseins
aufgefundene sogenannte Diaminotrioxydodecansdurel) scheint
nach neueren Untersuchungen eine andere Struktur zu haben,
als ihr Name besagt. Die stark schwankenden Ausbeuten an
dieser Saure lassen es ferner wahrscheinlich erscheinen, daf
ein sekundar entstandenes Produkt vorliegt. Weitere Unter-
suchungen Uber diese Verbindung sind im Gange, itfan konnte
als Baustein, der nur bestimmten Proteinen zukommt, das
Glukosamin anfuhren. Es scheint in der Tat den meisten Pro-
teinen zu fehlen. Immerhin muBR in Betracht gezogen werden,
dald der Nachweis des Glukosamins mit Schwierigkeiten ver-
bunden ist, sobald es nur in geringen Mengen vorhanden ist.
Ferner steht noch zur Diskussion, ob das Glukosamin als di-
rekter Baustein der Proteine aufzufassen ist, oder aber ob es

* Emil Fischerund Emil Abderhalden, Notizen U'ber Hydrolyse
von Proteinstoffen. Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 540, 1904.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 14
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mit solchen nur locker gebunden ist. Wir neigen nach allen
Beobachtungen der Ansicht zu, dafl das Glukosamin in der-
selben Weise wie die Aminosauren am Aufbau der Mucine
beteiligt ist. Oswaldl) hat die von ihm beobachtete leichte
Abspaltbarkeit des Glukosamins fiur die Auffassung in die
Wagschale geworfen, wonach das Glukosamin in den Mucinen
glukosidartig gebunden sein soll. Uns scheint dieser Schluf}
nicht zwingend, weil festgestellt ist, dal verschiedene Amino-
sauren ebenfalls sehr verschieden rasch abgespalten werden.
So wird Tyrosin von Trypsin sehr rasch in Freiheit gesetzt.
Auch bei der Saurehydrolyse kann man beobachten, dal} die
einzelnen Aminoséauren verschieden rasch abgetrennt werden.
Die Erfahrung mit den synthetisch dargestellten Polypeptiden
hat gezeigt, daR man aus der Raschheit der Abspaltung der
einzelnen Bausteine keine bestimmten Schlisse auf die Art der
Bindung ziehen kann. Immerhin verdient die Beobachtung von
Adolf Oswald grolles Interesse, weil an ihrer Hand an syn-
thetisch dargestellten, Glukosamin enthaltenden Korpern ge-
pruft werden kann, ob seine Feststellung mit einer sdureamid-
artigen Verkuppelung von Glukosamin mit Aminosduren ver-
traglich ist. Der eine von uns (A.) hat sich bemuht, Polypeptide,
an deren Aufbau Glukosamin beteiligt ist, darzustellen [ge-
meinsam mit Kasimir Funk); doch ergaben sich erhebliche
Schwierigkeiten. Die Versuche werden fortgesetzt.
Eiweil3korper, von denen a priori ein ganz eigenartiger Auf-
bau anzunehmen ist, durften in den Bestandteilen des Nerven-
gewebes enthalten sein. Mit Ausnahme des Neurokeratins liegen
eingehendere Untersuchungen tber die Bausteine der Proteine von
Nervengewebe nicht vor. Man hat sich bei der Untersuchung
dieses Gewebes meist mit der Feststellung des Wasser-, Asche-,
Fett-, Lipoid- und Eiweil3gehaltes begniigt. Eine ausgezeichnete
Zusammenstellung der bisherigen Chemie des Nervengewebes
findet sich bei Halliburton,l) dem wir selbst mehrere Bei-

¥ Adolf Oswald, Eine einfache Methode zur Darstellung von salz-
saurem Glukosamin aus Ovomucoid. Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 173,1910.

*) W. D. Halliburton, Die Biochemie der peripheren Nerven. Er-
gebnisse der Physiologie (Asher u. Spiro), Jg. 4, S. 23, 1905.
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trage auf diesem Gebiete verdanken.l)* Wir haben uns die Auf-
gabe gestellt, die noch vorhandene Licke auszufdllen. Es sollen
zunachst die Eiweilkorper verschiedener Teile des Nerven-
gewebes auf ihren Gehalt an verschiedenen Aminosiuren unter-
sucht werden. Das Hauptaugenmerk wird dabei auf neue Bau-
steine zu richten sein. Thudichum®) erwéahnt in seiner Gehirn-
chemie das Vorkommen von Glykoleucin, dessen Struktur
durch die Darstellung von a-Aminocapronsaure aus Géarungs-
capronsaure er aufzukléaren versuchte. Nach dieser Verbindung
werden wir ganz besonders Ausschau halten. Der eine von
uns (A.) hat sie gemeinsam mit J. V. Pettibone studiert, um
ihre Eigenschaften genau kennen zu lernen.l)

Die Untersuchung der Proteine des Nervengewebes bietet
aus verschiedenen Griinden Schwierigkeiten. Es fehlen exakte
Anhaltspunkte tber den wahren Eiweil3gehalt. Den Stickstoff-
gehalt des Nervengewebes kann man der Berechnung der Aus-
beute an den einzelnen Aminosauren nicht zugrunde legen, weil
die grofle Menge von Phosphatiden ebenfalls Stickstoff enthalt.
Entfernt man diese N-haltigen, nicht eiweil3artigen Produkte mit
verschiedenartigen LoOsungsmitteln, dann lauft man groRe Ge-
fahr, gleichzeitig auch Proteinstickstoff mit zu verlieren. Ander-
seits ist die Mdoglichkeit durchaus gegeben, daf im Nerven-
gewebe stickstoffhaltige, nicht eiweil3artige Produkte vorhanden
sind, die sich durch die gewothnlichen Losungsmittel nicht ent-
fernen lassen. Aus diesem Grunde suchten wir nach einer
anderen zuverlassigeren Basis fur die Berechnung der erhaltenen
Ausbeuten an den einzelnen Aminosauren. Durch friithere Unter-
suchungend) hatten wir festgestellt, dal mit Hilfe der Ester-

*) W. D. Halliburton, The Proteids of Nervous Tissues. The
Joum. of Physiol., Bd. XV, S. 90, 1894.

*) J. L. W. Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns
des Menschenundder Tiere. Fr. Pietzker, Tubingen, 1901, S. 257 and 301.

*) Vgl. auch Emil Fischer und Rudolf H&genbach, Spaltung
racemischer Aminosduren und die optisch-aktiven Komponenten. Berichte
d. Deutschen ehern. Gesellsch., Jg. 34, S. 3764, 1901.

4) Emil Abderhalden und Arthur Weil, Uber die bei der Iso-
lierung der Monoaminosduren mit Hilfe der Estermethode entstehenden
Verluste. |. Mittetiung, Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 446, 1811. Il. Mitt,,

Bd. 77, S. 59, 1912,
14*
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methode durchschnittlich 60—70°/0 des vorhandenen Amino-
stickstoffs in Form von freien Aminosédureestern erhalten werden
kann, wenn man von den reinen Aminosauren ausgeht. Wahit
man als Ausgangsmateridl vollstdndig hydrolysierte Eiweil3-
korper, dann reduziert sich die Ausbeute auf etwa 50<>0, d. h.
bei der Aufnahme der Aminosdureester in den Ather bei der
Infreiheitsetzurtg aus ihren Esterchlorhydraten erhalt man
ca.50°/o des Stickstoffs des Ausgangsmaterials. Wir haben friher
schon darauf hingewiesen, dal diese mangelhafte Ausbeute zum
grofRen Teil auf die Methode zurlickzufiihren ist. Ferner muf
berlcksichtigt werden, daR die Diaminosaureester, ferner der
groflite Teil der Ester des Tyrosins, Cystins, Tryptophans und
Oxyprolins nicht in die atherische Losung Gberzugehen scheint.
Wir werden bei weiteren Untersuchungen dem Ubergang der
Ester der genannten Aminosduren in die atherische Ldsung
noch genauer nachforschen.

Auf Grund der gemachten Feststellung bestimmten wir den
Stickstoffgehalt in der atherischen LOsung der in Freiheit ge-
setzten Ester. Wir nahmen an, dafl der gefundene Stickstoff-
gehalt 50°/o0 des Aminostickstoffgehaltes des Ausgangsmaterials
ausmacht. Wir glauben, daR die so berechneten Werte am
besten zu Vergleichen zwischen den verschiedenen Arten der
untersuchten Nervengewebe verwendbar sind.

Es sind die Ausbeuten an den einzelnen Aminosauren ein-
mal in den unten mitgeteilten Tabellen in absoluten Werten
angegeben (1), ferner auf 100 g Wasser- und aschefreie Sub-
stanz bezogen (2), dann auf 100 g Stickstoff des untersuchten
Materials der Stickstoffgehalt der einzelnen Aminosauren be-
rechnet (3). Hierauf folgt die Angabe der Stickstoffmenge fir
jede einzelne Aminosaure berechnet auf den Stickstoffgehalt des
Atherextraktes unter Beriicksichtigung von 50°/o Verlust an auf-

genommenem Aminosaurestickstoff (4). Berechnet man so aus
dem Atherextrakt den Gehalt des Aminosaurestickstoffs des Aus-
gangsmaterials, so ergibt sich, dal} beim Ruckenmark ca. 40°/o
des Gesamtstickstoffs auf Aminosaurestickstoff entfallt (Tabelle
S. 218) und bei den peripheren Nerven ca. 32°/o (Tabelle S. 223).
— Endlich sind in einer letzten Abteilung flir einzelne Amino-
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sauren diejenigen Werte angegeben, die sich unter Bertcksich-
tigung der von uns festgestellten Verlustwerte ergeben, wenn
man von den reinen Aminosauren ausgeht (5).

Wir untersuchten zunachst periphere Nerven und Lei-
tungsbahnen des Ruckenmarks vomRinde. Wir bestimmten
den gesamten Stickstoffgehalt, den Wasser- und Aschegehalt, und
ferner die mit Tetrachlorkohlenstoff extrahierbaren stickstoff-
haltigen Substanzen. Die erhaltenen Resultate stimmen, wie die
folgenden Beispiele aus der vorhandenen Literatur zeigen, recht
gut mit den Angaben friherer Autoren Uberein.

Im Gehirn (weile Subst.) Nervenfaser
Es fanden: Albumine Albumine
[in #0o der Trockensubst.] in ofs
Baumstark!l) . . 31
Chevalier*) | . . 36,8
Petrowskys) . . 24,7 .
Halliburtont). . 33 29

Den Wassergehalt der weillen Substanz vom Ricken-
mark des Ochsen gibt Noll5) mit 64,17 o an, Halliburton
mit 68—76°/0; den der Nerven mit 57—64°/0. Vgl. hierzu
unsere Bestimmungen im experimentellen Teil.

Die Hydrolyse des Nervengewebes wurde in der gewohnten
Weise vorgenommen. In einer besonderen Portion bestimmten
wir Tyrosin, ferner Lysin, Arginin und Histidin. Die letzteren
drei Verbindungen wurden nach den Angaben von Kossel
und Kutscher abgeschieden und identifiziert. Zur Isolierung
der Ubrigen Aminosduren verwandten wir die Estermethode
von Emil Fischer. Die folgenden beiden Tabellen enthalten

‘) F. Baumstark, Uber eine neue Methode, das Gehirn chemisch
zu erforschen. Diese Zeitschrift, Bd. 9, S. 146. 1885.

*) Josephine Chevalier, Chemische Untersuchung der Nerven-
Substanz. Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 97, 1886.

*) D. Petrowsky, Zusammensetzung der grauen und der weil3en
Substanz des Gehirns. Pfltigers Archiv, Bd. 7, S. 367, 1873

4 1c

6) A. Noll, Uber die quantitativen Beziehungen des Protagons zum
Nervenmark. Diese Zeitschrift, Bd, 27, S. 370, 1899.
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die erhaltenen Ausbeuten an den einzelnen Aminosduren. Eine
Gegeniiberstellung der Ausbeuten zeigt eine groRe Ahnlichkeit
in der Zusammensetzung der weif3en Substanz des Ricken-
marks und derjenigen der peripheren Nerven. Glykokoll konnten
wir nicht nachweisen. Wir werden unter Verwendung von
mehr Ausgangsmaterial noch eingehend prufen, ob die genannte
Aminosdure vollstandig fehlt, oder ob ihre Menge so gering
ist, dal sie sich dem einwandfreien Nachweis entzieht. Phenyl-
alanin ist nicht Uber jeden Zweifel festgestellt, weshalb wir
es nicht aufgefiihrt haben. In der Fraktion, welche diese Amino-

Tabelle .
Ruckenmark.
1 2 3 4 5
Auf 100 g Auf 100 g Auf 100 g
Absolute g Gesamt-  Amino- Spalte 4

Wasser-  stickstoff saure-  mit Be-
Werte derundasche_ kommen stickstoff ¢ .e
einzelnen freie Sub vgn demN des Aus- ricksich-
T ©aer ein-  gangs- tigung der
Amino stanz zelnen materials gung

SN entaen S ST wert
werte
g g g g
Glykokoll . . . . 0 0 . 0 0
Alanin v ¢« ¢« ¢« v o 501 0,59 2.1 52 9,5
Valin ................. 5,09 0,51 14 34 52
Leucin. ... . . 1098 M 2,67 6,5 10,0
Serin ... .« 0,2 0,02 0,06 0,15 —
Asparaginsaure . . 0,66 0,06 0,16 04 1,1
Glutaminsaure . . 11,77 1,18 2,5 6,2 11,3
Lysin . . . ... M 0,54 2,3 5,6 I —
Arginin............. 0,63 4,6 10,9 Cr— "
Nicht identifizierte
Aminoséauren (x) 1,97 0,2 0,5 1,2
Tyrosin . . . . . 1,36 0,46 0,8 2,1 —
Prolin . .. _._. 0,79 0,08 0,2 0,5 —/
Tryptophan . . . vorhanden vorhanden vorhanden vorhanden !
Histidin . ' - . = — 0,05 0,3 0,7 -—-

5,42 17,59 42,85
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Tabelle II.

Peripheré Nerven.

1 2 3 4 5

Auf 100 g Auf 100 g Auf 100 g
Absolute 00g o4
asser- —oesamt- Amino p

W : "
Werte der stickstoff ~Sauren-  mjt Be-
. undasche- kommen stickstoff
einzelnen freie Supb. VondemN des Aus- rucksich-

Amino- der ein-  9anNgs-  tigung der
) . stanz zelnen Mmaterials
sauren in Sauren kommen Verlust-
entfallen Stickstoff  \wyerte
g 6 g g
Glykokoll 0 0 0 0 0
Alanin ___ ¢ ¢ 5,55 0,76 2,0 6,1 11,0
Valin . . . ... 4,70 0,68 13 4,0 6,0
Leucin - - - - - . 6,93 1,02 1,7 52 8
Serin 0,29 0,04 0,14 0,2
Asparaginsaure . . — vorhanden — —
Glutaminséaure 10,35 1,50 2,25 6,9 12,8
Lysin . ., . .. 0,38 0,84 2,6 8,0
Arginin........... V-— 0,77 tfi 9,1
Nicht identifizierte
Aminosauren (x) 1,94 0,28 0,47 1,5
Tyrosin.............. 0,69 0,52 0,76 24 e
Prolin . . 1,03 0,15 0,29 0,9, —
Tryptophan . .. vorhanden vorhanden
Histidin - - _ _ - & 0,13 0,66 18 -
6,69 14,87 46,1

saure enthalten sollte, fand sich ein Aminosauregemisch, das
in perlmutterglanzenden Bléattchen krystaUisierte, schwach sal3
schmeckte, beim Erhitzen im Kapillarrohr gegen 276® erweichte
und bei 292° sich zersetzte. Es zeigte in Wasser geldst [0]D.==
-+ 8>32® und in 20®/oiger Salzsaure +12,5° (berechnet auf
die gewogene Substanz). Die Stickstoffbestimmung ergab 10,64°/o,
10,55°/0, 10,63°/0 und 10,68°/0. Fur Kohlenstoffwurden gefunden
54,88®/0 und 54,85®/0 und fur Wasserstoff 9,83°/o und 9,89°/0.
0,1534 g Substanz gaben 0,3087 gGOt und 0,1357 g HtO.

0,0970 » »

»

0,1951»

»

0,0862 »

»
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Fir Leucin, C6H13NO2, berechnen sich 10,69°/0N, 54,97<>/oC
und 9,99°0 H.

Es sind bis jetzt zwei Korper von der Zusammensetzung
C«HI8NO2 bekannt, ndmlich die a-Aminoisobutylessigsaure,

CHV
JCH + CH, » CH » COOH,

CH/I™ o]

NH,

und die R-Athyl-B-methyl-a-aminopropionsaure,

CH
SN>CH CH COOH.

C,He X JH

Die erstere Verbindung, das gewohnliche 1-Leucin, schmeckt
fade mit bitterem Nachgeschmack und zeigt in Wasser geldst
[<o = — 10,8° in 20°/oiger Salzsaure gelost -f- ca. 16°.

Das andere Leucin, das sog. Isoleucin, schmeckt bitter und
zeigt in Wasser gelost [<*]“, = ca. 11° nach rechts und in

20°/oiger Salzsaure aufgel6st [a]™ = —+ ca. 40°.

Die voii uns isolierte und in der gleichen Esterfraktion
bereits bei anderer Gelegenheit beobachtete Verbindung stimmt
mit keiner der genannten Verbindungen Uberein. Ilhr Ge-
schmack und ihr Drehungsvermdgen zeigen ein abweichendes
Verhalten. Es spricht manches dafir, dal wir ein
neues, dem Leucin stereoisomeres Abbauprodukt in
Handen haben. Die weiteren Untersuchungen werden bald
Aufklarung bringen. Wir dachten zunachst daran, dal die
Verbindung die a-Aminocapronsaure sein konnte. Der eine
von uns hat, wie bereits erwahnt, mit Pettibone dl-a-Amino-
capronsaure dargestellt und diese Uber die Formylverbindung

in die optischen Komponenten zerlegt. Wir fanden lal?«, fir

die in 20°/oiger Salzsaure gelésten Verbindungen -f- 22,5°
resp. — 22,7°. Die wasserige Losung drehte ca. 3,6°, und zwar
drehte die in Salzsaure geldste rechtsdrehende Komponente
nach links und umgekehrt die in salzsaurer LoOsung links-
drehende Verbindung nach rechts. Die 1-a-Aminocapronsaure
(bezeichnet nach der Drehung in Wasser) schmeckt fade und hat
einen leicht bitteren Nachgeschmack. Die d-Komponente dagegen
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schmeckt sufl. dl-a-Aminocapronsaure schmeckt fade. Emil
Hsch er und Rudolf Hagenbach haben die dl-a-Aminocapron-
saure Uber die Benzoylverbindiing mittels des Cinchoninsalzes ge-
spalten. Sie fanden [cc]*“. = -f- 21,3« resp. — 22,4*. Oie

von uns beobachtete Verbindung kann somit auch nicht der
a-Aminocapronsaure entsprechen. Auch das Verhalten des
Kupfersalzes ist ein ganz anderes.

Das der Hydrolyse unterworfene Material stellte Leitungs-
bahnen dar. Es ist nicht verwunderlich, daR die an deren Aufbau
beteiligten EiweilRkdrper sehr &hnlich, vielleicht auch identisch
zusammengesetzt sind. Interessant wird ein Vergleich mit der
Zusammensetzung der grauen Substanz verschiedener Teile des
Zentralnervensystems und ferner von Bestandteilen des Nervus
sympathicus werden.

Experimenteller Teil.
I* Rickenmark.

Als Ausgangsmaterial diente das Rickenmark von Ochsen
und Rindern, die am hiesigen Schlachthofe geschlachtet worden
waren, so dall wir stets mit ganz frischem Material arbeiten
konnten.

Zur Trennung der grauen Substanz von der weil3en wurde
nach dem Abziehen der Haute der Ruckenmarkstrang mit einem
Skalpellstiel in der ventralen Langsfissur vorsichtig erdffnet und
das graue Mark durch Herausstreichen entfernt. Nachdem durch
Ofteres Auswaschen gut entblutet war, wurden die weil3en Rlicken-
markstrange in 70°/oigem Alkohol aufbewahrt. Bei Zimmer-
temperatur ging hierbei schon ein Teil N-haltiger Substanzen
in Losung. Nach dem Abfiltrieren des Alkohols wurde das
Rickenmark im Soxhlet-Apparat mit Tetrachlorkohlenstoff voll-
standig erschopft und schlieflich mit konzentrierter Salzsaure
hydrolysiert.

Uber die hierbei eingetretenen Verluste an Stickstoff gibt
die folgende Tabelle einen Uberblick.
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Extraktion mit Tetrachlorkohlenstoff.
Verarbeitet: 385 g mit einem N-Gehalt von 1,49®fg,

Stickstoffgebalt
g A\

Ausgangsmaterial . . . . ___ . . . .. 5,74 100
Alkoholextrakt . . . e e e, 0,2697 4,70
Tetrachlorkohlenstoff _ - - - - _ e 1,421 24,76
Hydrolysenfiltrat , . - .. . . . . . .. 3,95 68,9
» rickstand . . - ... .... 0,086 1,50

Stickstoff-, Wasser- und Aschegehalt.

Die StickstofThestimmung nach Kjeldahl des ganz frischen
Materials ergab folgende Werte:

1. 1,3584 g verbrauchten 14,1 ccm *Vio-H2S04. N = 1,45°/0

2. 0,9502 » » 10,0 » nlio-H2S04. N = 1,47%
3. 3,1216 » , 40,85 » nflio-H2S04. N = 1,830/0
4. 3,9942 » » 35,15 * Wio-H2S04. N = 1,23%
125 g Substanz enthielten 1,808 N. N = 1,45%
139 » » » 2519 N. N = 1,33%.

Als Durchschnittswert ergibt sich somit ein Stickstoffgehalt
von 1,39%.

Zur Bestimmung des Wassergehaltes wurde die Substanz
bei etwa 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

1. 10,0010 g verloren 6,4716 g = 64,71 %

2. 8,2394 * 5,3680 » = 65,15%
3. 17,9888 * » 5,0404 » = 63,13%
4. 11,2016 » »; 71,2724 » = 64,9 %.

Der Wassergehalt betragt somit im Durchschnitt 64,47 %.

3,9328 g wasserfreie Substanz gaben 0,2036 g Asche = 5,18%
2>9339» * » » 0,1616» * =5,50%
3,0574 * » * » 0,1620» » = 5,29%.

Fur die wasserfreie Substanz ergibt sich somit ein durch-
schnittlicher Asehegehalt von 5,32%.

Auf das frische Rickenmark berechnet, ergibt sich ein
Aschegehalt von 1,91 %.
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Hydrolysen mit Salzsaure und Schwefelsaure.

~  Bei allen ausgefihrten Hydrolysen blieb stete ein grofler
Teil des nicht mit Losungsmitteln extrahierten Ruckenmarks

ungelost. Der Ruckstand schied sich nach dem Erkalten auf
der Oberflache als feste, fettige Schicht ab und enthielt im
Durchschnitt etwa 13°/o0 des gesamten Stickstoffs. Die bei der
Hydrolyse mit Salzsdure und Schwefelsdure erhaltenen Werte
stimmen nahe Uberein:

Stickstoffgehalt
Ausgangs*  Hydrolysen* Hydrolysen*
material filtrat ruckstand
g Y 9 % g %
189 g HCl-Hydrolyse . . . 257 100 21 87,7 031 123
3300 » » > ¢ . . 439 100 38,6 86,3 6,02 137
125 . H,S0j- » 181 100 155 856 0,26 144

* i '
1000 » » 1Y 123 100 997 811 233 189

Isolierung der Monoaminosauren mit Hilfe der

Estermethode.

3300g lebendfrischen weilRen Rickenmarks (nichtmit Tetra-
chlorkohlenstoff extrahiert) wurden durch 8standiges Kochen
mit 121 konzentrierter Salzsaure hydrolysiert. Nach dreimaliger
Veresterung der von den fettigen, harzigen Rulckstanden ab-
gesaugten Hydrolysenfiltrate wurden die Ester mit Kaliumcarbonat
und Natronlauge in Freiheit gesetzt, der Ather 12 Stunden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und nach dem Abdestillieren des
Athers in drei Fraktionen getrennt.

I. Fraktion: 15 mm; 100*: 70 ¢
H * 01 » 100» : 7,6 »
- 01 « bis 180«: 20,3%

Fraktion | und H wurden mit Wasser, in mit Salzsaure
verseift. Es gelang nicht, Glykokollesterchlorhydrat aus 1 oder 11
abzuscheiden.

Es wurden identifiziert:

N d-Alanin, d-Valin, 1-Leucin, 1-Serin, 1-Asparaginsaure,
d-Glutaminsdure und 1-Prolin.
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Die folgende Tabelle gibt Uber die Stickstoff \érteilung
wahrend der ganzen Verarbeitung einen Uberblick.

Stickstoff
« | °lo
Ausgangsmaterial - - - - - - - - _ _ . 43,9 100
Filtrate der Hydrolyse ". . . . . 379 86
Ruckstande der Hydrolyse . . . . . . _. 6.02 13.7
Ruckstande bei der Infreiheitsetzung . . . 285 64.8
Atherextrakt der Ester v > . .- 90 0.5
I. Fraktion . . . . . . . . . . ... . 294 6.7
H* A I T T R T S S T (O ﬁ 0’39 09
LI T T T T S S N ) , # 0'42 0,95
Destillationsrickstand . - - - . . . . . . 4.0 901

Tyrosinbestimmung.

1000 g weiBen Rickenmarks wurden mit 31 25°/oiger
Schwefelsaure 16 Stunden hydrolysiert. Beim Entfernen der
Schwefelsdure mit Baryt blieb in dem Baryumsulfatniederschlag,
trotz sorgfaltiger Erschopfung durch fiinfmaliges energisches
Auskochen mit je etwa 3 | Wasser, noch ein grofBer Teil des
Stickstoffs zurick:

N-Gehalt Kontrollversuch
g = g9
Ausgangsmaterial - .. ... 12,3 100 1,808 100
Hydrolysenfiltrat . . . ... 9,97 81 1,548 85,6
* riuckstand * . .. . 2,328 18,9 0,26 14,38
Baryumsulfatniederschlag . . 2,46 20 0,420 23,2
Filtrate . . . . . ... .. 7,50 61 1,128 62,39

Die vom Baryumsulfatniederschlag abgesaugten
Filtrate zeigten eine tiefrote Farbe, die bei Zusatz
von Saure ins Grune umschlug.

Beim Einengen auf dem Woasserbade wurden 1,357 g
Tyrosin gewonnen.

100g wasser- und aschefreie Substanz enthalten also:
0,456 g Tyrosin.

Auf 100 g Stickstoff entfallen 0,854 g TyrosinstickRtoff.
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Bestimmung von Histidin, Arginin und Lysin

Ein aliquoter Teil der Schwefelsdurehydrolysenfiltrate mit
einem StickstofTgehalt von 5,52 g wurde nach Verdinnung auf
ca. 2 Liter solange mit einer 10°/oigen Phosphorwolframsaure-
I6sung versetzt, bis kein Niederschlag mehr auftrat. Die Féllung
wurde mit Baryt zersetzt. Die Filtrate verarbeiteten wir nach
den von Kossel und Kutscherl) gegebenen Vorschriften weiter.
Uber die Stickstoffverteilung bei den einzelnen Operationen gibt

die folgende Tabelle Auskunft:

StickstofTgehalt in
g | #u von 1.! °/« von 4.

1. Ausgangsmaterial . . . . . . . .. 9,05 100

2. Hydrolysenfiltrat. - .................... : 5,52 61

3. > rickstande -f- BaS04 . . 3,58 39 —
4. Phosphorwolframsaurefallung - - - 1,63 18 100
& * filtrat ... . 3,89 43 _
6. Barytlosung. . Coe 1,481 16,4 90,9
7. Histidin . . ... . ... 0,027 0,3 1,65
8. Arginin_ ... ... ... .. .. 0,414 4,6 254
9. Lysin . ., . .. ... L 0,210 2,3 12,9

Der N-Gehalt von 5,52 g des mit Baryt neutralisierten
Hydrolysenfiltrats entspricht 607 g Rlckenmark = 207 ¢
wasser- und aschefreies Material.

Auf 100 g wasser- und aschefreie Substanz kommen also
Histidin: 0,048 g. Arginin: 0,630 g. Lysin:'0,537 g.
Histidin und Arginin wurden nach den Angaben Steudels
aus dem StickstofTgehalt der entsprechenden Filtrate der zer-
setzten Silberniederschlage berechnet und als Pikrolonate identi-
fiziert:
Histidinpikrolonat: F.: 216° (unkorr.) (Gemisch von Mono- und
Dipikrolonat).
Argininpikrolonat: F.: 223° (unkorr). '

I) Vgl. Steudels Beitrag im Handbuch der biochemischen Arbeits-
methoden, Bd. 2, S. 498, 1910.
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Lysin wird als Pikrat abgeschieden. Ausbeute an Pikrat:
2,8142 g = 1,096 g Lysin.
Lysinpikrat: F.: bei 2i40aUmahlichesErweichen; bei 233«
Zersetzung.

Nachweis von Tryptophan.

30 g Ruckenmark, die aus etwa 380 g frischem Gewebe
durch Extraktion mit Tetrachlorkohlenstoff und Trocknen ge-
wonnen sind, werden mit 200 ccm einer I°/oigen Natrium-
carbonatlosung und 3 g Pankreatin unter Toluol im Thermo-
staten bei 37« aufbewahrt. Nach drei Tagen gibt die Losung
bereits mit Bromwasser eine stark violette Farbung. Der
Kontrollversuch mit 3 g Pankreatin allein gab keine Violett-
farbung.

Analytische Belege.

Substanz Verbraucht  Berecinet Ge-

ccm ] funden

9 n/.0-H,S04  fir %0 N «©N

Alanin . . . . . « . 0,2256 20,2 g3hlno, 15,73 15,79
Valin . . . ... .. 0,1438 12,0 C8HuNO, 11,96 11,69
Leucin . . > . . . . 0,1366 10,4 C.H,NO, 10,69 10,67
Serin. . -.... .. 01392 12,8 c,hino, 13,33 12,89
Asparaginsaure . . . 0,1494 11,0 cdhTnod 10,53 10,31
Glutaminséure . ... 0,1436 985 cbh.nod 953 9,61
Tyrosin . . . . .. . 0,1530 8,3 cdhmno8 7,74 7,60
Nicht identifizierte ix .  0,0804 6,1 — 10,62*) 10,63
Aminosdure  (X. 0,2604 19,6 — 10,62 10,55

Prolin: 0,2205 g des bei 100° im Vakuum getrockneten
Kupfersalzes gaben 0,0611 g CuO.

Ber. f. (C5H8NO,)2Gu: Cu = 21,80°0. Gef.: 22,14®/o.

H. Periphere Nerven.

Als Material fir die folgenden Versuche dienten die Nerven
von Rindern, die am hiesigen Schlachthofe geschlachtet worden

") Aus dem Durchschnitt von 6 Analysen berechnet; vgl. S. 213.
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waren. Hauptsachlich wurde der Plexus brachial», lutnbalis
und sacralis prapariert. Ferner wurden auch die Nervi ischiadici
und Nerven dervorderen Extremitat verwendet. Die Verarbeitung
der in etwa 70°/oigem Alkohol konservierten Nerven war dieselbe
wie beim Ruckenmark. Die Extraktion mit Tetrachlorkohlen-
stoff gab folgende Stickstoffwerte:

Versuch 1 Versuch 2
N-Gehalt N-Gehalt

g = g V
Ausgangsmaterial - - _ . 26,37 100 1,038 100
Konservierungsalkohol. . 0,363 1,87 — —
Tetrachlorkohlenstoff . . 2,278 8,4 0,075 . 7,22
Hydrolysenfiltrat - _ _ _ 23,3 88,4 0,927 89,3
Hydrolysenrickstand . . 0,3 1,1 0,036 3,4

Stickstoff-, Wasser- und Aschegehalt.

Die StickstofTbhestimmung nach Kjeldahl ergab folgende
Werte :

1. 2,2590 g verbrauchen 36,7ccm n/io-H,S04 N = 2,27 °/o

2. 1,6856 » » 23,8 » “lio-HMO, N = 1,98«/0
31,000 * » 14,25 » nlio-H,S04 N== 1,997®/*
4. 2300 » enthalten 43,84 g Stickstoff N = 1,91 @/o
5 400 » » 8,57 » » N = 2,14 ®/o.

Der Durchschnittswert fir den N-Gehalt ist somit 2,06 °/o*

Zur Bestimmung des Wassergehaltes wurde die Substanz,
bei etwa 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

1. 6,4774 gverloren 4,3545 g = 67,23®0
2. 46788 » » 3,0736 g = 65,69®/«
3. 58772 » » 3,8140 g = 64,9 ®/.

Der Wassergehalt betragt also im Durchschnitt 65,9 °/o.

1,5586 g wasserfreie Substanzgaben 0,0464 g Asche == 2,98 ®lo
1,6296 * ». » * 0,0538 » » = 3,33®/o
1,9560» » » » 0,0624» »  =3,19®/o.
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Fur die wasserfreie Substanz ergibt sich also ein durch-
schnittlicher Aschegehalt von 3,17 °/o.
Auf die frischen Nerven berechnet ergibt sich: 1,07 °/o.

Hydrolysen mit Salzsdure und Schwefelsaure.

Ebenso, wie bei den Rickenmarkshydrolysen, blieb eine
auf der Oberflaiche schwimmende Fettschicht zurick, die im
Durchschnitt noch 3°/0 des gesamten Stickstoffs enthielt.

Uber die erhaltenen N-Analysen gibt die folgende Tabelle

Auskunft:

Ausgangsmateriall Hydrolysenfiltrat | Riickstand
Stickstoff in
g °lo g | = g °lo
2300 g HCI, Hydrolyse 43,84 100 41,75 952 209 47
400 » H,S04, » 8,57 100 8,38 978 0,169 19

Isolierung der Monoaminosauren.

2300 g Nerven mit einem N-Gehalt von ca. 1,9°/0 werden
mit 8 | konzentrierter HCI hydrolysiert. Nach dreimaliger Ver-
esterung werden die Ester mit Natronlauge und Kaliumcarbonat
in Freiheit gesetzt. Die Destillation der Ester erfolgte in drei
Fraktionen:

I. Fraktion: 12 mm 100° 90 ¢
Il. * . 01 * 100° 52 »
II. » 0,1 » bis 180° 17,7 *

Fraktion | und Il werden mit Wasser verseift. Bei
Fraktion Il wird Salzsdure angewendet. Ebenso, wie beim
Rickenmark, gelingt es nicht, Glykokoll nachzuweisen; auch
Asparaginsaure kann nicht identifiziert werden; doch deutet
der Stickstoffgehalt einer Krystallfraktion von I, sowie der
NachW(_e.is beim Ruckenmark, das in seiner Zusammensetzung
groBe Ahnlichkeit mit den peripheren Nerven besitzt, auf ihr

Vorhandensein hin.
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StickstoffVerteilung.

N-Gehalt

t *If

Ausgangsmaterial . . ... .. . ... 43,84 100
Filtrate der Hydrolyse . . . . . . . . . 41,7 95,2
Rickstande der Hydrolyse................. ... . 2,09 4,7
> » Infreiheitsetzung . . . . . 34,6 78,9
Atherertrakt der Ester . . . - ... ... 7,15 16,3
l. Fraktion. . . . . . .. C o e 2,17 4,95
Il. > oo RV A 0,27 0,61
0,17 0,39

Rickstand der Destillation........................ 2,92 6,7

Tyrosinbestimmung.

400 g Nerven wurden mit 21 25°/oiger HgSOt 16 Stunden
lang am RuUckfluBkihler gekocht. Auch hier bleibt wie beim
Ruckenmark ein betrachtlicher Teil des Stickstoffs im Baryum-
sulfatniederschlag zurick.

N-Gehalt Kontrullversuch

g g o

Ausgangsmaterial . . - - - 8,57 100 1,038 100
Hydrolysenfiltrat................. 8,38 97,8 0,927 89,3
Hydrolysenrickstand . ... 0,169 19 0,110 10,6»)
Baryumsulfatniederschlag . . 2,48 28,9 0,198 19,1
Filtrate . . ... . * v . 590 68,9 0,729 70,2

Auch hier konnten wir, wie beim Rickenmark, wieder die
Bildung eines Farbstoffs beobachten, der bei Sdurezusatz eine
grine und mit Alkalien rote Farbung gab.

Beim Einengen der Filtrate wurden 0,686 g Tyrosin
gewonnen.

100 g wasser- und ascbefreie Substanz enthalten also
0,519 g Tyrosin.

») - CCl4-Extrakt.
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 16
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Bestimmung von Histidin, Arginin und Lysin.

Als Ausgangsmaterial dienten die Filtrate der Salzsgure-
hydrolyse von mit Tetrachlorkohlenstoff extrahierten Nerven.
Der N-Gehalt von 2,509 g entspricht 138 g Ausgangsmaterial.
Die Phosphorwolframsdureféllung hatte anndhernd denselben
Prozentgehalt des gesamten Stickstoffs wie bei der Verarbeitung
des Rickenmarks.

Stickstoffgehalt in.

g °/o von 1. #/o von 4.
1. Ausgangsmaterial . . . . . . . . . 2:84 100
2. Hydrolysenrucksténde . . ...... . , . 0,331 1,14
& * filtrate . . . . , L. 2,509 88,4 M.
4. Phosphorwolframsaurefallung - - - - 0,587 20,67 100
o/ » filtrat . . . . 1,922 67,7
6. Barytlésung . . * . . . . ... 0,508 17,89 86,5
7. Histidin . . . - .. . . -... 0,0159 0”6 2,71
8. ATNGININ..ccoiiiiiiice e 0,0809 2.85 13,8
9. Lysin . . . . . . . .. o 0,0737 2,59 12,6

Der N-Gehalt von 2,84 g des Ausgangsmaterials entspricht
138 g frischen Nerven oder 45,5 g wasser- und aschefreier
Substanz.
100 g wasser- und aschefreie Substanz enthalten also:
Histidin: 0,127 g; Arginin: 0,767 g; Lysin: 0,842 g.
Histidin und Arginin wurden aus den N-Werten der ent-
sprechenden Filtrate berechnet und als Pikrolonate identifiziert.
Histidinpikrolonat: F. 218° (unkorr.)
Argininpikrolonat: F. 227° ( » )
Lysin wurde als Pikrat isoliert und daraus die Base be-
rechnet. Erhalten: 0,986 g Pikrat = 0,384 g Lysin.
Lysinpikrat: F. erweicht gegen 215°; schmilzt gegen 235°
unter Zersetzung.

Nachweis von Tryptophan.

100 g Nerven werden mit 300 ccm I°/oiger Sodaldsung
und 5 g Pankreatin bei 37° im Thermostaten unter Toluol
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aufbewahrt. Nach 5 Tagen gab die Lésung mit Bromwasser
schwach violette Farbung.

Analytische Belege.

Substanz Verbraucht  gorodinet Ge-
_cem funden

g n/io-H4S04 flir os N N

Alanin . . . ... . 01842 2045  CHfNOt 1573 1555
Valin e ¢ v ¢« 7 0 v (2392 20,05 C.H.NO. 1196 11,74
Leucin . . . . . .. 0,1184 9,1 C«HISNO, 10,69 10,77
Senn e v v oo v v v (01124 10,4 CsHINO, 1333 12,96
Asparaginsaure . . . — — clhinod 10,53 —
Glutaminsdaure . . . . 0,1235 8,35  cbhinod + 9,53 9,47
Tyrosin . . . . . .. 0,1532 825 C~™hNO, 7,74 7,55
~ . X.. 01264 9,6 .—v, 10,62*) 10,64

X. . 01258 9,4 - 1062 1047

X..... 0,1600 22 . — - 1062 10,68

Prolin: 0,1862 g des bei 100° im Vakuum getrockneten
Kupfersalzes gaben 0,0498 g CuO.

Berechnet fiir (CjHgNOjJjCu: Gefunden:
‘ Cu = 21,80°/0 Cu m 21,37«/o.

% vgl. S. 219,



