Untersuchungen Ober den Gehalt der Blutplasmaproteine
an basischen Bestandteilen.l)

Von

Karl Lock und Karl Thomas.

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.)
(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1913))

Zu den wichtigsten tierischen Eiwei3stoffen, deren Hexon-
basen noch nicht bestimmt worden sind, gehoren die Blut-
plasmaproteine, Serumalbumin und Fibrinogen (Fibrin). Fir
den dritten Plasmaeiweil3stoff, das Serumglobulin, liegen An-
gaben vor und zwar aus dem Laboratorium von Skraup;
doch stimmen die erhaltenen Werte nur fir eine der Basen
Uberein, fur die beiden anderen weichen sie sehr voneinander
ab. Fur 100 g getrocknetes Globulin fand Lampel2) 3,4 g
listi|/din, 2,9 g Arginin, 4,2 g Lysin, wahrend Lampel und
Skraups) fur die gleiche Menge Globulin 1,7 g Histidin, 3,7 ¢
Arginin, 4,3 g Lysin erhielten.d) Zudem findet sich in keiner
der beiden Arbeiten eine Bemerkung dartber, wie das Glo-
bulin gewonnen worden ist, so dafl man sich kein Urteil Uber
die Reinheit des Materials bilden kann, besonders auch dartber

) Ausfuhrliche Darstellung mit genauer Angabe der einzelnen
Untersuchungsergebnisse, s. Karl Lock, Diss. rer. nat., Tubingen 1913.

*) Monatsh. f. Chemie, Bd. 28, S. 625 (1907).

3) Monatsh. f. Chemie, Bd. 30, S. 363 (1909).

4) Lampel und Skraup geben an, dal mehrere Bestimmungen
Ubereinstimmende Resultate ergeben héatten, doch teilen sie nur die
Resultate einer Analyse mit.
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nicht, inwieweit eine Verunreinigung mit Albumin auszu-
schlieRen ist.

Im folgenden teilen wir die Ergebnisse unserer Unter-
suchungen Uber den Gehalt der Bluteiweil3stoffe des Pferdes
an Diaminosauren mit. Die Notwendigkeit, die Bestimmung
auch auf das Serumglobulin trotz der schon vorliegenden An-
gaben auszudehnen, geht aus dem eben Gesagten hervor. Es
kam aber noch ein anderes Moment hinzu, welches uns be-
stimmte, uns auch mit dem Globulin zu beschaftigen. Die
trage nach der Einheitlichkeit des Serumglobulins ist immer
noch eine offene. Die Annahme, daR es sich um ein Gemenge
handelt, grindet sich darauf, daf} es durch Fallung mit Salzen
in einzelne Teile zerlegt werden kann und dal diese wieder
zum Teil in Wasser loslich, zum Teil in Wasser unléslich sind.
Anderseits aber zeigen die auf Grund verschiedener Fall-
barkeit und verschiedener Lo6slichkeit erhaltenen Fraktionen
dieselbe Zusammensetzung, dasselbe Lichtbrechungsvermogen,
ungeféhr dieselbe Gerinnungstemperatur und dieselbe spezifische
Drehung. Bei dieser Sachlage schien es angezeigt zu versuchen,
ob nicht vielleicht eine Hexonbasenbestimmung einen Unter-
schied offenbare. Wir haben deshalb das von Serumalbumin
und Fibringlobulin, einem in geringer Menge im Blut vor-
kommenden Eiweil3stoff, getrennte Serumglobulin durch Fallung
mit Ammonsulfat in 2 Fraktionen geschieden und jede dieser
beiden der Hexonbasenbestimmung unterworfen.

Das Serumalbumin wurde im wesentlichen nach den
Angaben von Gurber,») Pemsel® und Molli) dargestellt
und solange umkrystallisiert, bis die mikroskopische Unter-
suchung die Abwesenheit jeglicher amorpher Beimengung er-
gab und die Abscheidung in Wasser vollig l6slich war.

Zur Darstellung des Serumglobulins wurde das Pferde*
blutserum zuerst durch 28°/oige Sattigung mit Ammonsulfat

* Sitzungsber. der phys.-med. Ges. zu Wirzburg, 1894, S. 143. —
Michel, Verh. der phys.-med. Ges. zu Wiuirzburg. N. F.,..Bd. 29, S 117
(1895).

*) Bei Krieger, Diss. StralBburg 1899.

8) Beitr. zur ehern. Physiol, u. Pathol., Bd. 4, S. 507 (1904).
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gereinigt und darauf durch 34°/oige und 40°/oige Séattigung
fraktioniert gefallt. Die erhaltenen Niederschldge wurden so-
lange umgeféllt, bis sie frei von Eiweil waren, das schon
durch eine geringere oder noch nicht durch die benutzte Am-
monsulfatsditigung niederzuschlagen war. Die so erhaltene
Fraktion Il war jedenfalls frei von Albumin, ob auch die Frak-
tion | von Fibringlobulin, muR dahingestellt bleiben; doch ist
dieser Eiweil3kdrper von vornherein in nur geringer Menge im
Blutserum vorhanden.

Das Fibrinogen kam als Fibrin zur Untersuchung, das
durch Schlagen des Pferdeblutes gewonnen und mit Wasser
bis zur Farblosigkeit behandelt worden war.

Bei der Hexonbasenbestimmung benutzten wir die von
Kossell) und von Steudel*) angegebenen Abénderungen der
urspriinglichen Methode von KofRsel und Kutscher3) und
lehnten uns im einzelnen an die von Weil34) und von Steudelb)
gegebenen Vorschriften an. Wir fihren nur die Punkte an,
in denen wir von den Vorschriften abweichen.

Zur Ermittlung des vorhandenen Ammoniaks wurde Ilio
der Lésung mit Baryt neutralisiert, Baryumcarbonat im Uber-
schul3 zugefigt und der Wasserdampfdestillation unterworfen.
Bei der litration des Destillats diente Methylorange als
Indikator.

Bei der Trennung des Histidins vom Arginin durch frak-
tionierte Fallung mit Silber und Baryt wurde das vermeintlich
histidinfreie Filtrat mit dem Waschwasser nicht vereinigt,
sondern beide fur sich mittels der Paul ysehen Diazoreaktion
auf Histidin geprift. Bei der auRerordentlich groRen Empfind-
lichkeit der Reaktion wurde ein schwacher Ausfall nicht be-
ricksichtigt, da eine Wiederholung der Fallung in solchem
Falle ergebnislos verlauft. Trat aber die Reaktion Kkraftig

") Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 318 (1906).
#) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 219 (1902/3); Bd. 44, S. 157 (1905).
3) Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 165 (1900).
- Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 107 (1907); Bd. 68, S. 165 (1910).
Biorhem. Arbeitsmethoden, herausgegeben von Abderhalden,
Bd. 2. S. 498 (1910).
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auf, so wurde die Flussigkeit entweder bei niedriger Tempe-
ratur und unter Abhalten des Lichtes im Exsikkator eingeengt
und etwa auftretende Abscheidungen dem Histidinniederschlag
zugefugt, oder aber sie wurde zunadchst weiter verarbeitet bis
zur Argininstickstoffoestimmung und wieder dem Verfahren
zur Trennung von Histidin und Arginin unterworfen.

Bei der Fallung von Histidin und Arginin mit Pikrolon-
saure schied sich aus der Mutterlauge in manchen Fallen
nach dem Eindampfen noch etwas Pikrolonat ab, es wurde
ebenfalls abfiltriert, getrocknet und gewogen. Das Filtrat
wurde bei schwefelsaurer Reaktion durch Ather von der
Pikrolonsaure, durch Baryt von der Schwefelsdaure, durch
Kohlensdure vom Uberschissigen Baryt befreit, und nach dem
Eindampfen nochmals mit Pikrolonsaure gefallt. Das Verfahren
wurde so oft wiederholt, als noch aufarbeitungsféhige Mengen
Stickstoff gelost waren.

Bei der Féallung des kohlensauren Lysins mit alkoholischer
Pikrinsaure erscheint eine Kontrolle durch die Lackmusttpfel-
probe zweckmaliger als das vorgeschriebene Verfahren, nach
dem man, um einen Uberschul} von Pikrinsaure zu vermeiden,
die Pikrinsaurelésung nach und nach in Kkleinsten Mengen
solange zusetzen soll, als die Bildung/eines Niederschlags zu
beobachten ist. Die Mutterlauge wurde nach Vorschrift noch-
mals mit Phosphorwolframsaure gefallt, es entstand dabei
zwar noch ein kleiner Niederschlag, aus dem aber in keinem
Falle noch Lysinpikrat gewonnen werden konnte.

Histidin und Arginin gelangten als Pikrolonat, Lysin als
Pikrat zur Wagung. ldentifiziert wurde das Histidin als Dichlorid,
das Arginin als Kupfernitrat, das Lysin als Chlorid.

Die folgende Tabelle enthalt die Resultate und zwar sind
sowohl die aus den Ergebnissen der Wé&gung als. auch die aus
den nach Kjeldahl ermittelten Stickstoffwerten berechneten
Mengen eingetragen, ferner die Ammoniakmengen.

Die durch die verschiedenen Kjeldah Ibestimmungen ver-
brauchten Anteile der Ausgangssubstanz haben wir bei der
Berechnung in Betracht gezogen.
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Die in der Literatur verzeichneten Zahlen fur den Gehalt
der Eiweil3stoffe an Hexonbasen sind zum Teil aus den iso-
lierten und gewogenen Verbindungen (Histidindichlorid, Histidin*
pikrolonat, Argininnitrat, -kupfernitrat, -pikrolonat, Lysinpikrat)
zum Teil nur aus dem StickstofTgehalt der Losungen, aus denen
jene gewogenen Salze sich abgeschieden hatten, berechnet.
Nur in wenigen Fallen sind beide Werte angegeben worden.
Was die Ubereinstimmung zwischen den gewogenen und den
aus dem Stickstoff berechneten Werten betrifft, so wird sie
von Weil3 fir das Histidin (als Pikrolonat gewogen) als zu-
friedenstellend, fir das Arginin (ebenfalls als Prikolonat ge-
wogen) als sehr gut bezeichnet. FUr das Lysin macht er keine
Angaben. Nach der allgemeinen Erfahrung, die auch wir be-
statigen konnen, ist sie hier am wenigsten befriedigend. Fur das
Arginin (als Nitrat gewogen) haben Kossel und Kutscherl)
bei der Isolierung aus dem gespaltenen Histon aus Kabeljau-
sperma, einem an dieser Base reichen EiweiR, vollige Uber-
einstimmung gefunden. Mayeda*) konnte bei der Spaltung des
Amyloids, eines nicht besonders basenreichen Proteins, in 6 Ver-
suchen von dem Histidin 80, 100, 90, 100, 100 Prozent des
aus dem Stickstoffgehalt berechneten als Pikronolat zur Wagung
bringen, von dem Arginin 80, 98, 90, 100, 100 Prozent eben-
falls als Pikrolonat, von dem Lysin 70, 60, 60, 60, 83 Prozent
als Pikrat. Osborne8) fand bei der Spaltung pflanzlicher Ei-
weil3stoffe unter Benlitzung eines etwas abgednderten Trennungs-
verfahrensd) vom Histidin durch Wagung als analysenreines
Dichlorid 75—80°/0 des Kjeldahlwertes, vom Arginin durch
Wagung als analysenreines Kupfernitrat 85—90°/0. Uber das
Verhdltnis des als Pikrat gewogenen Lysins zum Stickstoffgehalt
der Lysinfraktion sagt er nichts. Das Verhaltnis zwischen den von
uns durch Wagung und durch Rechnung gefundenen Werten ist

A. a. 0.
*) Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 483 (1909).
s) Osborne, Leavenworth und Brautlecht, Americ. Journ.
of Physiol., Bd. 23, S. 182 und 196 (1908).
4) Er fkllte zundchst nach Kossel und Patten.(DieseZeitschrift,

Bd. 38, S. 39) den Hauptteil des Histidins mit Quecksilbersulfat aus.



80 Karl Lock und Karl Thomas,

nicht so gut wie bei Mayeda, es ist anndhernd so wie das
von Osborne erhaltene. Wir erhielten durch Wagung vom
Histidin im Mittel (unter Weglassung einer ganz aus der Reihe
fallenden Zahl) 72,(5°/0 des Kjeldah!wertes, vom Arginin im
Mittel 86,6%, vom Lysin 70,9°/o,

Wie eingangs bemerkt, liegen schon einige Hexonbasen-
bestimmungen von Serumglobulin (aus Pferdeblut) vor. Die
gefundenen Werte, welche sich ebenfalls auf 100 g trockene
Substanz beziehen, stelle ich mit den von mir erhaltenen
Mittelwerten zusammen.

Lampel und

o Lampel ) Skraup®) Lock
Histidin (als Dichlorid gewogen) 34 1,7 1,04
Arginin ( » Nitrat o) 2.0 3,7 3,52
Lysin ¢ » Pikrat ) V2 43 4,7

Die Zahlen von Lampel fir Histidin und Arginin sind
offenbar nicht richtig.

Ein Blick auf die groRe Tabelle zeigt, dall die Analysen
der beiden Globulinfraktionen keine Unterschiede offenbarten,
also auch zu keiner Beantwortung der Frage nach der Ein-
heitlichkeit des Globulins gefihrt haben. Eine solche hatte
natirlich nur die Feststellung einer quantitativ verschiedenen
Beteiligung der Diaminoséduren an dem Aufbau der beiden
Fraktionen bringen konnen. Immerhin hat die Wahrschein-
lichkeit, dafl in dem Globulin ein Gemenge wesentlich ver-
schieden aufgebauter Eiweil3stoffe vorliegt, durch diese Befunde
weiterhin abgenommen.

Fur das Fibrin (aus Rinderblut) hat Reinbold3) den
Ammoniakstickstoff und den Hexonbasenstickstoff bestimmt
und jenen zu 1,47%, diesen zu 3,39% gefunden. Die ent-

=
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sprechenden von mir erhaltenen Werte sind 1,10°0 nnd
1197°/0.%)

Fir das krystallisierte Serumalbumin liegen von Haus-
mann?) und von (Jumbel3) Bestimmungen des Ammoniaks
und des HexonbasenstickstofTs vor. Gumbel fand fir ersteren
0,95°«, fur letzteren 4,86°/0 (Mittel aus 5,07°/« und 4,66°/0).
Unsere entsprechenden Werte sind 0,85°/» und 4,4°,0.4)

Durch Addition der fiir Histidin. Arginin und Lysin gewonnenen
Werte erhalten. '

v) Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 95 (18119); Bd. 211, S. 136 (11100).

;) Beitrdge zur ehern. Physiol, u. Pathol., Bd. 5. S. 2117 (1904).
*) Siehe Anni. 4, S. 33, unten.

Hoppe-Scyltr's Zeitschrift f. physiol. Chemie LXXXVII. (*



