Isolierung von Glycyl-l-phenylatanin aus dom Chymut
des Dunndarmes.
Anhang: Biologische Studien mit Hilfe verschiedener Abbau«
stufen aus Proteinen und synthetisch dargestellten Polypeptiden.

Von
Emil Abderhalden.

(Aus dem physiologischen Institute «ler Universitat Halle a.H ).
(Der Redaktion zagegangen am 13. September 1912.)

In einer kirzlich mitgeteilten Veroffentlichungl) war tber
die direkte Isolierung von Aminosauren verschiedener Art aus
dem Inhalt des Dinndarms berichtet worden. Wir haben die
Mutterlauge der durch Krystallisation abgetrennten Aminoséuren
stark konzentriert und mit einer 10°/oigen Phosphorwolfram-
saurelosung gefallt. Die Fallung loste sich im UberschuR, wes-
halb nur gerade so viel vom Fallungsmittel zugegeben wurde,
bis eine Probe bei weiterem Zusatz der Phosphorwolfram-
saurelosung keine erneute Féllung, sondern eher eine Abnahme
des schon vorhandenen Niederschlages zeigte. Der Phosphor-
wolframséureniederschlag wurde dann abfiltriert, scharf ab-
geprelRt, wiederholt in einer Reibschale mit kaltem Wasser
durchgerieben und stets wieder abgesaugt und abgepref3t. Wir
versuchten, den Niederschlag auf verschiedene Arten zu trennen.
Ein Teil 16ste sich in heiBem Wasser» der grote Teil ging
ferner in heiBen Alkohol Gber. Auch lieR sich durch Uber-
schissige Phosphorwolframséaurelésung eine Trennung herbei-
flhren, indem ein Teil des Niederschlages sich leichter in ihr
l6ste, als der Rest.  Doch fuhrten alle diese recht mihsamen
Trennungsverfahren auch bei kombinierter Anwendung zu keinen
bestimmten Verbindungen. Wohl gelang es, solche zu isolieren,
die nur wenige Aminosauren enthielten. Wir konnten ganz
scharf Tyrosin und ferner Tryptophan enthaltende Produkte
und von diesen Aminosauren ganz freie Verbindungen abtrennen,
doch steht eine Identifizierung mit Polypeptiden noch aus.

*) Emil Abderhalden, Weiterer Beitrag zur Frage nach dem
Schicksal der EiweiRabbauprodukte im Darmkanal. Uber das Vorkommen
der einzelnen Aminosduren in verschiedenen Teilen des Darmkanals.
Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 382, 1912.
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Einen Teil des Phosphorwolframsaureniederschlages ver-
arbeiteten wir direkt ohne vorherige Trennung durch Ldsungs-
mittel Erwurde in der Kalte mit Baryt in der Gblichen Weise
umgesetzt. Im Filtrat des phosphorwolframsauren Baryts féllten
wir den Uberschissigen Baryt quantitativ mit Schwefelséure.
Das Filtrat vom Baryumsulfat wurde unter vermindertem Druck
bei 40° des Wasserbades ganz zur Trockene verdampft. Den
Rickstand nahmen wir in heiBem Methylalkohol auf. Es ver-
blieb ein krystallinischer Ruckstand, der sich schlieBlich als
ein Gemisch verschiedener Aminosauren: Phenylalanin, Prolin,
Isoleucin, Leucin erwies. Die Identifizierung dieses Ruick-
standes kostete sehr viel Zeit, denn es schien eine Verbindung
vorzuliegen, die mehrere Bausteine aufwies, Dal} ausschlieBlich
Aminosauren vorhanden waren, ergab die Bestimmung des
Aminostickstoffs des gereinigten Produktes. Der erhaltene Wert
anderte sich nicht, als das Gemisch 16 Stunden mit 25°/oiger
Schwefelsdure gekocht wurde. Beim unreinen Produkt hatte
eine Zunahme des Aminostickstoffs nach erfolgter Hydrolyse
stattgefunden. Diese Beobachtung zeigte, dall neben den Amino-
sauren auch Verbindungen zugegen waren, die solche gebunden
enthielten. Doch war die Menge des isolierten Materials zu
gering, um identifiziert zu werden. Bei der Aufarbeitung des
in heilBem Methylalkohol 16slichen Anteils des oben erwahnten
Verdampfungsrickstandes bedienten wir uns bestandig der
Formoltitration und in neuerer Zeit auch des van Slyke sehen
Verfahrens zum Nachweis von Aminogruppen als Leitschnur.
Bei jedem einzelnen Produkte stellten wir fest, ob der Gehalt
an Aminostickstoff nach erfolgter Hydrolyse anstieg. Auf diese
Weise vermieden wir Tauschungen durch freie Aminoséuren.
Sie treten deshalb sehr leicht ein, weil sich oft freie Amino-
sauren vorfinden, wo man sie nach den angewandten Trennungs-
verfahren gar nicht vermutet.

Das methylalkoholische Extrakt lief}en wir sich langsam ab-
kihlen. Esschieden sich amorphe Massen aus. Von diesen wurde
abfiltriert und die Mutterlauge soweit eingeengt, bis Abschei-
dungen erfolgten. Von diesen wurde wieder abfiltriert. Mit dem
Filtrat wurde in gleicher Weise verfahren. SchlieBlich verblieb
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ein zaher, gelb gefarbter Sirup. Er wurde wieder in heilem
Methylalkohol aufgenommen und die Losung nach erfolgtem
Abkihlen in das gleiche Volumen Athylalkohol gegossen. Die
entstandene Féllung wurde abgenutscht und zum Filtrat noch-
mals das gleiche Volumen Athylalkohol zugesetzt. Der ganze
ProzeR wurde noch einmal wiederholt und das dann resul-
tierende Filtrat wieder unter vermindertem Druck bei 38° zur
Trockene verdampft. Der Riickstand wurde nunmehr mit heiem
Athylalkohol Ubergossen. Es ging der grofite Teil in Losung
Den verbleibenden Riickstand dampften wir mehrmals mit ab-
solutem Alkohol zur Trockene. Er wurde allmahlich fest und
lielk sich pulvern. Das so gewonnene Produkt gab Biuretreaktion.
ferner ganz schwach Milions Reaktion, sehr ausgesprochene
Xanthoproteinreaktion, dagegen keine Schwefelbleiprobe und
mit Glyoxylsdure und konz. Schwefelsdure keine Reaktion. Der
AminostickstolT nahm nach erfolgter Hydrolyse ganz betracht-
lich zu. Es lag somit ohne Zweifel eine Verbindung vor, die
Aminosauren gebunden enthielt. Die Menge des Rohproduktes
betrug 5,6 g.

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt in heifem* Wasser
gelost. Es loste sich in 60 ccm heilem Wasser. Beim Ab-
kiihlen fiel eine amorphe Substanz, die Tyrosin enthielt. Von
der Féllung wurde abfiltriert und die Mutterlauge eingeengt.
Immer wieder schieden sich an der Wand des Gefélies amorphe,
zum Teil gelatindse Massen ab. Zuletzt verblieb eine Mutter-
lauge, die mit Millons Reagens keine Reaktion mehr gab, wohl
aber mit konz. Salpetersaure intensive Gelbfarbung. Nach Zu-
satz von Alkohol zu der heil3en wasserigen Losung bis zur
bleibenden Trubung erschienen beim Abkuhlen kleine Nidelchen.
Ihre Menge nahm beim Verdunsten der Losung zu. Nach
einiger Zeit zeigten sich neben den kurzen Nadelchen auch
lange, ganz dinne Nadeln. Ferner schieden sich aufl’erdem be-
sonders am Verdunstungsrand amorphe Massen aus. Eine me-
chanische Trennung dieser offenbar verschiedenartigen Massen
war unmoglich. Wir verdampften deshalb Fallung und Mutter-
lauge nochmals zusammen zur Trockene und zogen den Rick-
stand mit Benzol, Chloroform und endlich mit Ather aus. Es
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ging nur ein geringer Teil in Ldsung. Den unldslichen Anteil
Iosten wir in Wasser. Er l0ste sich selbst in der Hitze sehr
schwer. Beim Abkihlen trat auffallenderweise keine Ab-
scheidung ein. Es mulite sehr stark eingeengt werden, bis
allméhlich sich lange, sehr dinne Nudelchen abschieden. Sie
wurden diesmal nicht durch amorphe Massen verunreinigt.
Unter dem Mikroskop betrachtet erschienen sie einheitlich. Die
gesamte Ausbeute an diesen Krystallen betrug 2,3 g.

Das Produkt lIoste sich in kaltem Wasser sehr schwer,
leichter in heilem. In den gebrdauchlichen organischen L&sungs-
mitteln l6ste es sich fast gar nicht, nur heier Alkohol nahm
etwas von der Substanz auf. Sie zersetzte sich beim raschen
Erhitzen gegen 270° (korr.). Die Elementaranalyse ergab das
folgende Resultat:

0,1124 g Substanz gaben 0,2461g CO02 und 0,0647 g H20.
0,1012 g Substanz. Nach Kjeldahl verbraucht: 9,2 ccm
"fio - Schwefelsaure.

Gefunden: 59,71°/0 C, 6,39®/0 H und 12,72°/« N.

Die Molekulargewichtsbestimmung ergab 230,5, 224,8,
229,0. Da das Produkt starke Xanthoproteinreaktion ergab,
wurde auf ein Phenylalanin enthaltendes Dipeptid geschlossen.
In Betracht kamen dem Molekulargewicht entsprechend nur
Glykokoll und Alanin. Die Resultate der Analyse stimmen recht
gut auf ein aus Glykokoll und Phenylalanin aufgebautes Di-
peptid. Berechnet fur Glycyl-phenylalanin:

NH2 CH,+CO ¢« NH ¢ (COOH)CH(CHt CA) i1 = CnHI1N20,

59,42°/« C, 6,35®/« H und 12,61°/0 N.

Das Molekulargewicht dieser Verbindung betragt 222,13. Die
Eigenschaften stimmen auch sehr gut auf diese Verbindung.
Fraglich war zundchst noch, ob Glycyl-phenylalanin oder Phenyl-
alanyl-glycin vorlag. FUr das Vorliegen der ersteren Ver-
bindung sprach der Zersetzungspunkt. Er liegt bei der letz-
teren Verbindung betrachtlich tiefer (224°). Auch die Ldslich-
keitsverhéaltnisse sind andere.

Schliellich haben wir auch das Drehungsvermdgen des
isolierten Dipeptids festgestellt. Es betrug in wasseriger Losung

36,8°. Das synthetisch gewonnene Glycyl-1-phenylalanin zeigt
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[a]700 = + 42,0°, wahrend das isomere 1-Phenylalanyl-glycin
= 54,20° nach rechts dreht.l) Durch weitere Fraktionierung
konnten wir das Drehungsvermdgen unserer Substanz auf 38,6°
steigern.

Zu einer quantitativen Durchfuhrung der totalen Hydro-
lyse des gewonnenen Dipeptids reichte leider das Material nicht
mehr aus. Wir kochten 0,3 g des Dipeptids mit 5 ccm rath
ehender Salzsdure 6 Stunden am RuckfluRkihler. Reim Ein-
engen des Hydrolysates auf dem Wasserbade schied sich bald
salzsaures Phenylalanin aus. Es wurde mit dem Spatel ab-
geschopft und auf Ton von der Mutterlauge befreit. Zur Iden-
tifizierung wurde eine Probe der Krystalle mit Ammoniak ver-
rieben und dann die Loésung nach erfolgtem Aufkochen ein-
geengt. Es schieden sich die bekannten perlmutterartig glan-
zenden Blattchen des Phenylalanins ab. Sie gaben deutlich die
Phenylacetaldehydprobe und auch die Xanthoproteinreaktion.
Die Mutterlauge des salzsauren Phenylalanins wurde zur Trockene
verdampft und der Rickstand in gewohnter Weise mit Alkohol
und gasformiger, trockener Salzsaure verestert. Beim Impfen
mit einem Krystéallchen von Glykokollesterchlorhydrat konnte
nach einiger Zeit diese Verbindung in zur Identifizierung ge-
nugender Menge erhalten werden. Die feinen Nidelchen
schmolzen bei 144°.

Mit der Feststellung dieser beiden Verbindungen war
wohl bewiesen, dall diese am Aufbau des isolierten Produktes
beteiligt waren, dagegen wiurde diese Art der Aufarbeitung
des Hydrolysates nicht ausschlieBen, dal noch weitere Bau-
steine vorhanden waren. Wir haben in dieser Hinsicht im
Laufe der Jahre viele unangenehme Erfahrungen gemacht.
Produkte, die nach den Eigenschaften, dem Molekulargewicht
und den Ergebnissen der Elementaranalyse und der totalen
Hydrolyse eindeutig identifiziert erschienen, enthullten sich bei
weiterer Fraktionierung plétzlich als Gemische offenbar stereo-
isomerer Verbindungen, ja oft waren unzweifelhaft sogar freie

¥ Vgl. Emil Fischer und Walter Schoéller, Synthese von
Polypeptiden. Derivate des 1-Phenylalanins. Annalen der Chemie und
Pharmacie. Bd. 357, S. 1, 1907.
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Aminosduren beigemengt. Die Eigenschaft, Mischkrystalle zu
bilden, die all diesen Produkten in hervorragendem MaRe eigen
ist, stort alle Untersuchungen auf dem Gebiete der partiellen
Hydrolyse von Proteinen.

Wir haben, um noch einen weiteren Anhaltspunkt zu
besitzen, den Aminostickstoff bestimmt, doch war ein ein-
deutiges Resultat nicht moglich, weil bekanntlich die van
Slyke sche Methode bei solchen Polypeptiden, bei denen das
Glycin die Aminogruppe tragt, keine genauen Resultate liefert.l)
Wir hofften, dem gleichen Produkte noch einmal zu begegnen.
Es war dies nicht der Fall. Wir entschlossen uns deshalb,
den Rest der isolierten Substanz zu opfern und daraus das
Anhydrid zu gewinnen. Wir stellten zun&chst in gewohnter
Weise den salzsauren Methylester dar und leiteten in dessen
alkoholische Losung trockenes gasformiges Ammoniak. Vom
ausgeschiedenen Chlorammonium wurde abfiltriert und die L6-
sung eingeengt. Bei langerem Stehen bei 37° erfolgte Ab-
scheidung von feinen Nadelchen. Durch weiteres Einengen
wurde die Abscheidung vervollstandigt. Das erhaltene Produkt
war in Wasser sehr schwer 16slich. Es zersetzte sich gegen
270° (korr.) und zeigte auch im Ubrigen alle Eigenschaften des
Glycyl-l-phenylalaninanhydrids.

0,1168 g Substanz gaben 0,2797 g CO, und 0,0621 g H,0.
0,1400 g Substanz. Nach Kjeldah! verbraucht 13,8 ccm
n/io-Schwefelséure.

Gefunden: 65,30°/0 C, 5,98°/0 H, und 13,80°/0 N.

Berechnet flr C6H5 - CH, » CO * NH

NH- CO « CH,
= CifHItNtOs (204,1): 64,67 °/oC* 5,92°/0 H und 13,730/0 N.
In Eisessig gel6st, zeigte das Anhydrid [aE0, = 98,52° nach
rechts. Das synthetisch dargestellte Anhydrid hat [ a0 = 100,5°
nach rechts. Die Ausbeute an Glycyl-lI-phenylalaninanhydrid
war eine sehr gute (ca. 85°/0), sodaR wir wohl mit Recht den

«) Vgl. hierzu: Emil Abderhalden und van Slyke, Die Be-
stimmung des Aminostickstoffes in einigen Polypeptiden nach der Methode
von van Slyke, Diese Zeitschrift, Bd. 74. S. 505, 1911.
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SchluBR ziehen dirfen, daR auBer dem festgestellten Glycyl-I-
phenylalanin kein weiteres Produkt in der gereinigten Substanz
vorhanden war.

Das GlycyM-phenylalanin ist das erste Poly-
peptid, das direkt aus Darminhalt isoliert werden
konnte. DaR weitere Polypeptide vorhanden sind, unterliegt nach
unseren Beobachtungen keinem Zweifel. Das langsame Fort-
schreiten der Identifizierung von Produkten, die bei der par-
tiellen Hydrolyse von Proteinen auftreten, ist ausschlief3lich
auf die Schwierigkeit der Reinigung der einzelnen Verbin-
dungen zuriickzufiihren. Uber Produkte, die nicht mit voller
Scharfe als einheitlich erkannt sind, Mitteilungen zu machen,
hat wenig Wert.

Hervorheben wollen wir noch, daR wir alle Abbaustufen,
die wir in verhadltnismaRig reinem Zustande aus Proteinen ge-
winnen konnten, auch biologisch auf ihre Wirkung geprift
haben. Diese Untersuchungen liegen einige Zeit zurtick. Die
einen sind von Herrn Prof. Franz Muller in Berlin durchge-
fuhrt worden, andere hat Herr Prof. Pfeiffer, Graz, in Arbeit.
Eine Mitteilung der erhaltenen Resultate wird erfolgen, sobald
die Produkte soweit charakterisiert sind, dal sie immer wieder
gewonnen werden kdnnen. Nur soviel sei hier schon erwahnt,
dal wir, was Abbauprodukte aus an Monoaminosauren reichen
Proteinen anbetrifft, bestatigen kdnnen, was Schittenhelmund
Weichardtl) hervorheben, namlich daf} diese relativ ungiftig
sind. Unsere Untersuchungen sind ganz unabhédngig von denen
der genannten Autoren unternommen worden. Sie haben zum
Ziele, festzustellen, ob einheitliche Abbaustufen aus Proteinen
an und fir sich giftige Wirkungen entfalten, oder ob Gemische
von solchen erst in Kombination giftig wirken. Endlich inter-
essiert uns die Frage, ob je nach der Art des Abbaus aus
einem ganz unwirksamen Produkte wirksame entstehen, kdnnen.

* Vgl. Alfred Schittenhelm und Wolfgang Weichardt. Ei-
weiBumsatz und Uberempfindlichkeit. Uber die biologische Differenzierung

von EiweilR- und Eiweil3spaltprodukten durch ihre Wirkung auf den tie-
rischen Organismus. Z. f. experm. Pathol, und Therapie, Bd. 11, S. 65,1912.
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Die Hauptschwierigkeit bei diesen Untersuchungen bereitet das
hartndckige Zurtickhalten von Aschenbestandteilen durch diese.
Abbauprodukte.

In diesem Zusummenhange sei noch erwéhnt, dal wir
die Versuche Uber Erzeugung einer Anaphylaxie durch syn-
thetisch dargestellte Polypeptide wieder aufgenommen haben.I)
Wir haben nochmals 0,1 g der folgenden Polypeptide Meer-
schweinchen intraperitoneal einverleibt: 1-Leucyl-oktaglycyl-gly-
cin und I-Leucyl-triglycyl-I-leucyk)ktaglycyl-glycin. 15 Tage
nach der ersten Injektion wurde die Einspritzung wiederholt.
Waéhrend das mit dem ersteren Polypeptid sensibilisierte Meer-
schweinchen nur Erscheinungen geringfigiger Art aufwies,
zeigte das mit dem 14-Peptid gespritzte Meerschweinchen einen
Temperatursturz von 10®. Es starb nach 6 Stunden, nachdem
es vorher lebhafte Krampfe gezeigt hatte. Es ist somit zum
erstenmal gelungen, Anaphylaxie mittels eines synthetisch
dargestellten Produktes aus der Eiweildreihe zu erzeugen. Lei-
der koénnen wir nicht mit Bestimmtheit aussagen, ob das ge-
spritzte Material die Zusammensetzung des oben genannten
Polypeptids hatte. Es sind uns aus folgenden Grinden Zweifel
gekommen. Beim langeren Kochen der waésserigen Ldsung des
Polypeptids schied sich ganz plétzlich eine Gallerte ab. Man
hatte den Eindruck, als sei Koagulation eingetreten. Wir
dachten zunédchst an eine einfache physikalische Zustands-
anderung. Allein der Versuch, das Molekulargewicht des er-
wahnten Polypeptids festzustellen, fihrte uns zu Resultaten
und Beobachtungen, die es nicht unwahrscheinlich machen,
dall auch eine chemische Veranderung beim Kochen einge-
treten ist. Es scheint sich um eine Polymerisation zu handeln.
Diese Beobachtungen sind in mehr als einer Hinsicht wichtig,
weshalb wir die Darstellung hoch molekularer Polypeptide
wieder aufgenommen haben.

) Vgl. hierzu: Emil Abderhalden und Ernst Kampf, Sero-
logische Studien' mit Hilfe der optischen Methode. XVI, Mitt.,, Diese
Zeitschr., Bd. 71, S. 421, 1912.



