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heiBes Schwefelsiure-Bad ein und erwidrmt dann mit normaler Geschwindig-
keit, so schmilzt sie unter Zersetzung bei 170--173°.

Herzig und Pollak®) geben fiir ihr aus Tetramethyl-hdmatoxylin itber
“Tetramethyl-himatoxylon gewonnenes Produkt, das sogen. ,,Tetramethyl-
desoxyhimatoxylon®, den Schmp. zu 170—175° an. Der Schmelzpunkt des
von uns nach der Vorschrift von Herzig und Pollak erhaltenen Tetramethyl-
desoxyhimatoxylons lag bei 169—172°% Der Misch-Schmp. unseres syntheti-
schen Produktes und des nach Herzig und Pollak erhaltenen Abbauproduktes
betrug 168 —170°; eine Depression war also nicht vorhanden. Die vollige
Identitit beider Verbindungen ergab sich vor allem aus den Farbreaktionen.
In beiden Fillen tritt beim Anblasen mit Chlor oder Brom tief purpurrote
Farbung auf, die nach einiger Zeit verschwindet und einer orangen Fiarbung
Platz macht. Konz. Salpetersidure 16st beide Verbindungen mit tief blutroter
Farbe und purpurrotem Ablauf; erwidrmt man die Losungen, so firben sie
sich orangegelb mit gelbem Ablauf. Xonz. Schwefelsiure gibt in beiden
Fillen intensiv zinnoberrote Halochromie mit rotem Ablauf.

4.612 mg Sbst.: 11.954 mg CO, 2.504 mg H,0. — 5.577 mg Shst.: 14.406 mg
CO,, 2.950 mg H,O0.

CyoHy05.  Ber. C 70.56, H 5.93. Gef. C 70.69, 70.45, H 6.08, 5.94.

Bonn. Chem. Institut d. Universitit, im Dezember 1927.

48. Ernst Waldschmidt-Leitz, Anton Schiffner, Hans
Schlatter und Willibald Klein:
Zur Spezifitit von Pankreas-Trypsin und Darm-Erepsin,
(Zwolite Mitteilung zur Spezifitdt tierischer Proteasen.)
[Aus d. Chem. Laborat. d. Bayer. Akademie d. Wissenschaften in Miinchen.]
(Eingegangen am 28. Dezember 1927.)

Fiir die Untersuchungen {iber die Spezifitit der proteolytischen
Enzyme, die im Rahmen der Eiweill-Forschung ihre Nutzanwendung
finden, sind nach den letzten Erfahrungen neue Gesichtspunkte wegleitend
geworden. Die Auffindung eines Peptids, des Leucyl-triglycyl-
tyrosins, als spezifisches Substrat fiir Pankreas-Trypsin, die be-
schrieben wurdel), schien uns fiir die Kenntnis der spezifischen Wirkungs-
weise tryptischer und ereptischer Enzyme, wie fiir die Beurteilung der Eiweil3-
Struktur von besonderer Bedeutung; denn die Erfahrungen, da der Abbau
natiirlicher Proteine auch durch Trypsin in der Aufldsung von Peptid-
Bindungen besteht, und daB die Anteile der einzelnen Proteasen an der
Gesamthydrolyse der Proteine einfache Bruchteile der losbaren Peptid-
Bindungen darstellen ), veranschaulichte sie zuerst an synthetischem Material.

%) B. 38, 2166 [1905].

1) E. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann und H. Schlatter, B. 60, 1906
[1927).

72) vergl. E. Waldschmidt-Leitz, A.Schidffner und W. Grassmann, Ztschr.
physiol. Chem. 156, 68, u. zw. S. 78 [1926]; E. Waldschmidt-Leitz und E. Simons,
ebenda 156, 114 [1926]; E. Waldschmidt-Leitz und G. Kiinstner, ebenda 171,
70, 290 [1927].

20*
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Die Feststellung, ,,dal fiir die Spezifitdt von Pankreas-Trypsin
und Darm-Erepsin neben der Linge der vorliegenden Peptidkette die
Natur der Amino-siure-Bausteine selbst ausschlaggebend ist‘’, ist nun be-
stitigt und erweitert worden. Die Priifung der enzymatischen Spalt-
barkeit einer gréBeren Anzahl synthetischer Peptide und ihrer
Derivate, die wir vorgenommen haben, hat erlaubt, die frither gewonnenen
Erfahrungen zu sichern und zu vertiefen; sie fithrt andererseits zu bestimmteren
Aussagen iiber einen verschiedenen Wirkungs-Mechanismus der untersuchten
Enzyme und iiber einige der Bedingungen, die ihre Reaktion mit den Sub-
straten, ihre Anlagerung, ermoglichen oder vereiteln.

Wir stellen die Ergebnisse unserer Versuche, die die Spaltung einer
Reihe von Dipeptiden und Dioxo-piperazinen mit wechselnden Bau-
steinen, sowie héherer Peptide und von Peptid-Derivaten betreffen,
nachstehend tabellarisch zusammen.

Tabelle 1.
Spaltbarkeit von Dipeptiden und Dioxo-piperaziuen.
{Angaben bedeuten: — = keine nachweisbare, 4- = positive Hydrolyse, o = nicht gepriift)
Enzym
Nr. Substrat Darm- Trypsin-
Erepsin Kinase
I Glycyl-glycin®) .......... .. i -+ —
2 Leucyl-glyein®) ... -+ —
3 Teucyl-leucin .......... .. .. i, - —
4 Glycylserin . ..... ... i, - —
5 Alanyl-serift ....... ... -+ —
6 Leucyl-methyl-isoserin ...................... - o
7 Glycyl-cystin ....... ... ... o i, - -—
8 Dileucyl-cystin .......... ... . i, -~ e
9 Leucyl-glutaminsdure ................... ..., -+ -
10 {Phenyl-alanyl]-glutaminsdure ............... + —
8¢ Glyeyl-tyrosin®) ........ ... .. il + —
12 Alanyltyrosin .......... ... i =+ —
13 Diarginin-trinitrat ............... ... .. .. —- —
14 Alanyl-{f-amino-n-buttersdure] ............... + o
15 Leucyl-[B-amino-n-buttersdure] .............. + o
16 Glycyl-[a-amino-n-capronsdure] .............. —+ l o
17 Alanyl-{e-amino-n-capronsdure] .............. -+ I o
18 Leucyl-[e-amino-n-capronsdure] .............. + i 0
19 Glycin-anhydrid4) ........... .. ... i, — —
20 Glycyl-alanin-anhydrid .......... ... ... ... ... — —-
21 Alanin-[phenyl-alanin]-anhydrid .............. — —_
22 Glycyl-serin-anhydrid ................ ... ... — —
23 Phenyl-dioxo-piperazin ..............0vvun... — | —

3) Zufolge E. Waldschmidt-Leitz und A. Hartemneck, Ztschr. physiol. Chem,
149, 203, u. zw. S. 208 [1925].

1) Zufolge K. Waldschmidt-Leitz und A.Schiffner, B. 58, 1356, u. zw.
S. 1358 [1925].
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Tabelle 2.
Spaltbarkeit von Polypeptiden und Peptid-Derivaten.
(Angaben bedeuten: — = keine nachweisbare, + = positive, + 4 = verstirkte Hydrolyse,
o=nicht gepriift)
Enzym
Nr. Substrat Darm- | Trypsin- .
Erepsin | Kinase Trypsin
1 Leucyl-triglycyl-leucin ................... + — o
2 Leucyl-heptaglycin ........... ... ...t + — o
3 Leucyl-nonoglycin ...................... -+ — o
4 [ee-Brom-isocapronyl}-nonoglycin .......... — - - o
5 [e-Brom-isocapronyl]-triglycyl-leucyl-nono-
glycin ... . ool — o o
6 Leucyl-triglycyl-leucyl- tnglycyl leucyl-nono-
glycin ... + — o
7 Leucyl-glycyl-tyrosin .................... + + o
8 Glycyl-alanyl-tyrosin ...,................ o + o
9 Glycyl-tyrosyl-glycin ............cooooat, + + o
10 Glycyl-alanyl-glycyl-tyrosin .............. + + o
II Leucyl-triglycyl-tyrosin®) ................ — + o
12 B-Naphthalinsulfonyl-glycyl-tyrosin ....... — I ++ | +

Die Analyse der Tabellen ergibt, da unter den gepriiften, enzymatisch
spaltbaren Substraten die Dipeptide eine gewisse Sonderstellung ein-
nehmen: unabhéngig von der Natur der an ihrem Aufbau beteiligten
Amino-siduren haben sie als spezifische Substrate des Erepsins
zu gelten. Nach den Untersuchungen von W. GraBmann?® ist diese
Sonderstellung der Dipeptide fiir die Spezifitit pflanzlicher Proteasen noch
ausgeprigter, da sich die Wirkung des pflanzlichen Erepsins auf die Hydrolyse
von Dipeptiden beschrinkt.

Von den gepriiften Dipeptiden, unter welchen auch Derivate nicht natiir-
lich vorkommender Amino-siuren, so der P-Amino-n-buttersiure, der a-,
sowie der g-Amino-n-capronsdure sich als erepsin-spaltbar erwiesen haben,
scheint nur das Diarginin-trinitrat?) (Tab. 1, Nr. 13), nach der Anschauung
von E. Fischer und U. Suzuki?) ein Salz des Arginyl-arginins, durch seine
Resistenz ausgezeichnet zu sein; es erscheint zweifelhaft, ob diesem Pri-
parate, das nach den Erfahrungen von Fischer und Suzuki auch bei der
Behandlung mit Siure nicht hydrolysiert wurde, die angenommene Zusammen-
setzung zukommt, oder ob man ihm nicht vielmehr in Anlehnung an neuere
Beobachtungen von A. Kossel und W. Staudt®) anhydrid-artige Struktur
zuzuschreiben hat9). Die enzymatische Unangreifbarkeit der Dioxo-piperazine,

%) Zufolge E. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann und H. Schlatter, B. 60,
1906, u. zw. S. 1908 [1927].

8) Ztschr. physiol. Chem. 167, 202, u. zw. S. 206 ff. [1927].

7} Originalpriparat aus der Sammlung Emil Fischers.

%) B. 88, 4173 [1905].

9) Ztschr. physiol. Chem. 170, 91, u. zw. S. 94 [1927].

10) Die Dioxo-piperazin-Reaktion des Pridparates mit Pikrinsdure war stark positiv.
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die Tabelle 1 in Bestitigung fritherer Erfahrungen!!) nun an einem gréferen
Material belegt, wiirde eine solche SchluBfolgerung stiitzen.

Die Feststellung ferner, daf fiir den Spezifitits-Unterschied von Pankreas-
Trypsin und Darm-Erepsin ,,eine Verlingerung der Peptidkette’ in Peptiden
aus einfachen aliphatischen Monoamine-monocarbonsiurén, , beispielsweise
im Glycyl-glycin oder Leucyl-glycin, durch Einfithrung allein von Glycin-
Resten bis zum Oktapeptid..... bedeutungslos” gefunden wird??), be-
stdtigen und erweitern wir mit der Erkenntnis, daf auch die Einfithrung von
Leucin-Resten keine Spezifitits-Anderung bedingt (Tab. 2, Nr. 1—3 u. 6);
auch das hochste, von E. Fischer!®) aus Glycin und Leucin aufgebaute
Peptid, das Oktadekapeptid Leucyl-triglycyl-leucyl-triglycyl-leucyl-nono-
glycin, wird nur vom Erepsin, gar nicht von dem tryptischen Enzym an-
gegriffen (Tab. 2, N1. 6). Die gleiche Aussage gilt nach E. Abderhaldenld)
fiir ein dhnliches Peptid aus 19 Amino-sdure-Resten.

Fiir die Spaltbarkeit hdéherer Peptide durch Pankreas-
Trypsin, das man gegeniiber allen Dipeptiden wirkungslos findet, . ist die
Gegenwart besonderer Amino-siuren erforderlich, als deren erste
wir hier das Tyrosin beschreiben. Im Gegensatz zum einfachen Glycyl-
tyrosin werden schon die Tripeptide ILeucyl-glycyl-tyrosin und Glycyl-
alanyl-tyrosin, wie aus Tabelle z hervorgeht (Nr. 7 u. 8), von Trypsin ge-
spalten; aber sie unterliegen, gleichwie das Tetrapeptid Glycyl-alanyl-glycyl-
tyrosin (Tab. 2, Nr. 10), auch noch dem Angriff des Erepsins; erst das Penta-
peptid Leucyl-triglycyl-tyrosin hat als spezifisches Trypsin-
Substrat zu gelten. Die Angreifbarkeit der tyrosin-haltigen Tri- und Tetra-
peptide durch Trypsin und FErepsin zugleich wird indessen nicht mit einer
Identitit der beiden Enzym-Wirkungen zu deuten sein, sie diirfte in einer
verschiedenen Angriffsweise ihre Erklirung finden. Wir erwarten, daf die
nihere Untersuchung des Reaktionsverlaufs in beiden Fillen, die wir vor-
nehmen, unsere Annahme bestitigen wird, dal der Abbau dieser Peptide
durch Erepsin von der freien Aminogruppe her, der tryptische dagegen vom
Carboxyl-Ende her erfolgt, und daB er in diesem Falle mit der Abspaltung des
Tyrosins sein Ende findet; die Hydrolyse von mehr als einer Peptid-Bindung
durch Trypsin in diesen Substraten ist nimlich noch nicht beobachtet worden.
Fiir die Aufklirung der verschiedenen Reaktionsweise der beiden Enzyme
wird ferner die Kennzeichnung der jeweiligen Spaltprodukte bei der Ein-
wirkung auf Peptide mit nicht endstindigem Tyrosin, die gleichfalls durch
Trypsin angegriffen werden (Tab. 2, Nr. g), besonders forderlich sein. Die
Ausdehnung der Spezifitits-Priiffung auf hohere Peptide mit anderen als den
bisher untersuchten Bausteinen, der Ersatz des Tyrosins beispielsweise durch
Phenyl-alanin, Serin, Tryptophan, Prolin und andere Amino-sduren, den wir
in Angriff nehmen, soll weiter dazu dienen, die Kenntnis der spezifischen
Trypsin-Substrate unter den Peptiden zu erweitern und die Bedingungen der
tryptischen Wirkung zu definieren.

Die neuen Erfahrungen, von denen wir berichten, erdéffnen der enzy-
matischen und der Eiweil-Forschung ein weites Gebiet; denn die Aufklarung
der besonderen Reaktionsweise der am Eiweifl-Abbau beteiligten Enzyme
an einfachen synthetischen Substraten wird bei der Beurteilung des Abbaus

1y B. Waldschmidt-Teitz und A, Schidfiner, B. 58, 1356 [1925].
12) B. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann und H. Schlatter, a. a. O.
13) B. 40, 1754 [1907]. 14y Zischr. physiol. Chem. 161, 151 [1925/26].
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natiirlicher Proteine allgemein und in besonderen Fillen ihre Nutzanwendung
finden. Auch fiir die Erkenntnis der besonderen funktionellen Aufgabe der
Enterokinase und anderer spezifischer proteolytischer Aktivatoren, von
Blausiure und Schwefelwasserstoff fiir Papain, und nicht minder fiir die
Kennzeichnung der spezifischen Wirkungsweise des Pepsins!®) darf man
von der Anwendung synthetischer Substrate weitere Klirung erwarten.

Fiir die Ursache der Spezifitdts-Unterschiede von Trypsin und
Erepsin, die wir hier behandeln, ergibt sich ein erster Hinweis aus dem
bemerkenswerten Befund, daB eine Anderung der spezifischen Spalt-
barkeit einer Sdure-amid-Bindung, in dem Dipeptide Glycyl-
tyrosin, durch Einfiihrung eines Acylrestes, der A-Naphthalin-
sulfonylgruppe, erreicht werden kann: Glycyl-tyrosin wird nur von
Erepsin, B-Naphthalinsulfonyl-glycyl-tyrosin dagegen nur von
Trypsin zerlegt (Tab. 1, Nr. 11 u. Tab. 2, Nr. 12), und zwar unter Ab-
spaltung des Tyrosins. Die alte Beobachtung von E. Fischer und P. Ber-
gellls) {iber die Spaltbarkeit des B-Naphthalinsulfonyl-glycyl-tyrosins durch
Pankreatin bestiitigt sich also, sie gilt ndmlich fiir das Pankreas-Trypsin.
So ist mit der Moglichkeit zu rechnen, da} auch die Angreifbarkeit der tyrosin-
haltigen Tripeptide durch Trypsin auf einer aciditits-verstirkenden Wirkung
des dritten Amino-siure-Restes, der Wirkung des Acylrestes vergleichbar,
beruht; die groBere Spaltungsgeschwindigkeit des acylierten Peptides, die
wir beobachten, spricht in diesem Sinne. Allein man wird diese Frage, die
fiir das Problem der spezifischen enzymatischen Affinitat, wie fiir die FEiweil3-
Struktur gleich bedeutsam erscheint, an einem umfangreicheren Material
acylierter Peptide zu priifen haben. Auch den EinfluB der Enterokinase,
der in einer Steigerung der Spaltungsgeschwindigkeit bei dem acylierten
Peptide zum Ausdruck kommt, dessen Bedeutung aber noch nicht erkennbar
ist, wird man dabei beachten miissen.

Uber die Verschiedenheit der Angriffsweise von Pankreas-Trypsin und
Darm-Erepsin erlauben indessen schon die jetzt vorliegenden Beobachtungen
bestimmtere Aussagen. Die Priifung der Spaltbarkeit einer groBen Anzahl
acylierter Peptide durch Darm-Erepsin, die wir ausgefiihrt haben, hat
die Annahme von H. v. Euler und X. Josephson!?) bestitigt, daB
fiir die Bindung eines Substrates an das gepriifte Erepsin die Gegen-
warteinerfreien Aminogruppeerforderlichist, wihrend eine Verinderung
an der Carboxylgruppe der Substrate, z. B. eine Amidierung oder eine Ver-
esterung, fiir seine ereptische Angreifbarkeit belanglos zu sein scheint?®).
Besondere Untersuchungen, die wir demniichst veroffentlichen werden, begriin-
den die Annahme, daf} die Anlagerung des Darm-FErepsins an der Aminogruppe
desSubstrats durch eine freie Aldehyd- oder Keto-Gruppe des Enzyms vermittelt

1) Die Meinung der referierenden Literatur, ,,dafl das Pepsin keine einzige der
bekannten Polypeptid-Bindungen zu spalten imstande ist”” (C. Oppenheimer: , Die
Fermente und ihre Wirkungen®, 5. Aufl., Leipzig 1925, Bd. II, S. 840), ist zu weitgehend,
sie erscheint allein nach den Erfahrungen von E. Fischer und E. Abderhalden
(Ztschr. physiol. Chem. 46, 52 [1905]), die sich ‘nur auf niedere Peptide bezogeit, noch
nicht gerechtfertigt. 16) B. 36, 2592 [1903].

17y Ztschr. physiol. Chem. 157, 122, u. zw. S. 124 [1926); 162, 85 [1926]; 166, 294,
u. zw. S. 313 [1927].

18) Nach demnichst zu verdifentlichenden Versuchen mit W. Klein.
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— ——

Tabelle 3. Einwirkung von Darm-Erepsin.

(Substrat-Losungen mit o.1-n. NH, auf pyg = 8.0 eingestellt; 30°; Angaben beziehen sich
auf die zur Analyse entnommene Probe von 4.0 ccm)

52 | zeit |28 bSESE: z
Nr. Substrat Angew. 80 .5 in £ 8' ;D
o Tk £ 08
mg | 2% | stn. [E5gid§0
& NG o
1 l-Leucyl-i-leucin ............... 25.9 67 22 1.93 91
2 Glycyld,l-serin ............... 8.2 33 22 0.29 29
3 Alanyl-dl-serin ............... 22.5 67 22 0.87 34
4 | I-Leucyl-d l-methyl-isoserin .... 29.0 48 22 0.98 39
5 Glycyl-l-cystin ................ 24.0 38 5 0.17 11
6 | Di-lleucyl-l-cystin ............ 4.0 33 5 0.20 117
7 I-Leucyl-d-glutaminsdure ....... 14.2 33 5 0.79 72
8 [d,l-Phenyl - alanyl) -d- glutamin-
SAUTE ..vvnconannnnnn PPN 37.8 67 22 0.29
o | d-Alanyl-l-tyrosin ............. 10.1 38 5 0.44 55
10 | Diarginin-trinitrat ............. 21.0 67 22 0.06 o
II d,l- Alanyl-[f - amino - n - butter-
sdure] ... ...l 21.7 48 22 0.63 25
12 d,l-Leucyl-[B-amino-n - butter-
sBure] . ... ..o 27.0 48 22 0.19 8
13 | Glycyl-dl-[o- amino-n - capron-
sAurel ... 23.5 48 22 0.63 25
14 d,l-Leucyl - [x- amino-n - capron-
SAUKE] ... vi e 24.5 48 22 0.93 38
15 d,l-Leucyl - [¢- amino - n - capron-
SAUre] .. .vv i 31.6 48 22 1.03 40
16 | Glycyl-d l-alanin-anhydrid ..... 17.1 67 22 0.00 o
17 | d - Alanyl - [I - phenyl - alanin}-
anhydrid ............. . ... 21.0 67 22 0.04 o
18 Glyeyl-d,l-serin-anhydrid ...... 20.8 67 22 0.03 o
19 | Phenyl-dioxo-piperazin ......... 22.6 67 22 0.02 o
20 I-Leucyl-triglycyl-l-leucin . ... ... 25.1 67 22 3.07 254
21 I-Leucyl-heptaglycin ........... 30.0 67 22 0.63 54
22 l-Leucyl-nonoglycin . ........... 16.6 67 22 0.52 100
23 d - [« - Brom -isocapronyl] - nono-
glycein ..o 90.2 48 22 .06 o
24 d-[o-Brom-isocapronyl] - triglycyl-
Ileucyl-nonoglycin .......... 72.5 48 22 0.09 o
25 l-Leucyl - triglycyl - I - leucyl - tri -
glycyl-l-leucyl-nonoglycin . ... 7.7 67 22 0.36 300
26 | l-Leucyl-glycyl-l-tyrosin ........ 17.8 33 5 0.83 82
27 | Glycyl-lI-tyrosyl-glycin ......... 13.5 33 5 0.67 73
28 Glycyl-d-alanyl-glycyl-l-tyrosin . 8.9 33 5 0.97 200

wird?®). Fiir die Anlagerung des Trypsins ist dagegen eine freie
Aminogruppe entbehrlich: sie erfolgt auch an das acylierte Peptid, das
B-Naphthalinsulfonyl-glycyl-tyrosin. Die sparlichen, bisher vorliegenden

19) Nach Versuchen mit G. Rauchalles.
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Erfahrungen iiber die tryptische Spaltbarkeit von Peptiden und ihren Deri-
vaten scheinen vielmehr anzudeuten, daB das Trypsin, dessen Angriff von der
Carboxylgruppe her erfolgt, sich dieser zur Anlagerung bedient; allein es ist
auch mit der Moglichkeit zu rechnen, da die Bindung des Enzyms durch
besondere Gruppen, etwa die OH-Gruppe in den Tyrosin-Peptiden, vermittelt
oder verstirkt wird, Wir erwarten, daf} die Fortfithrung der Spezifitits-
Priifung der einzelnen Proteasen an den synthetischen Peptiden und ihren
Derivaten, die in so groBer Mannigfaltigkeit zuginglich sind, unsere Kenntnis-
von dem spezifischen Mechanismus enzymatischer Reaktionen erweitern
wird, die man bisher vorwiegend am Beispiel der kohlehydrat-spaltenden
Enzyme gewonnen hat.

Tabelle 4.

Einwirkung von Trypsin-Kinase.

(Trypsin aktiviert mit erepsin-freier Enterokinase; Substrat-Losungen mit o.1-n. NH,.
auf pg=8.4 eingestellt; 30°; Angaben beziehen sich auf die zur Analyse entnommene-

Probe von 4.0 ccm)

. |sef|REE
Zeit |25 o] ez
Nr. Substrat Angew. | Angew. | H2o| s wo
mg | T-) | gan |5 o|E 30
Eee N 8 (2‘ ‘_8 =
1 I-Leucyl-l-leucin ............... 20.9 0.64 19 0.05 o
2 Glycyld, l-serin ............... 7.6 0.28 5 0.05 )
3 d, l-Alanyl-serin ............... 19.3 0.64 9 0.13 6
4 Glycyl-l-cystin ................ 32.9 0.28 5 0.02 o
5 | Di-l-leucyl-l-cystin ............ 4.0 0.28 5 0.02 o
6 | l-Leucyl-d-glutaminsdure ....... 14.2 0.28 5 0.07 o
7 [d, I-Phenyl - alanyl] -d- glutamin-
SHUTE .. ...vvinnntannann, 38.x 0.64 19 0.03 o
8 d-Alanyl-l-tyrosin ............. 10.0 0.28 5 0.00 o
9 Diarginin-trinitrat ............. 24.3 0.64 19 0.01 o
10 Glycyl-d, l-alanin-anhydrid ..... 18.8 0.64 22 0.04 o
11 d - Alanyl - [l - phenyl - alanin] - an-
hydrid .......... ... o 0. 17.6 0.64 22 0.04 o
12 Glycyl-d, l-serin-anhydrid ...... 23.4 0.64 22 0.03 o
13 Phenyl-dioxo-piperazin .. ....... 25.5 0.64 22 0.03 o
14 | Phenyl-methyl-dioxo-piperazin .. II.1 0.64 22 0.03 o
15 | I-Leucyl-triglycyl-l-lencin . ...... 22.3 0.64 19 0.03 o
16 | l-Leucyl-heptaglycin ........... 38.0 0.64 19 0.04 o
17 I-Leucyl-nonoglycin . ........... 26.3 0.64 19 0.04 o
18 [d - & - Brom - isocapronyl] - nono-
glyein ....... .. ... L, 35.7 0.64 22 0.04 o
19 | I-Leucyl- triglycyl -1-leucyl - tri-
glycyl-l-leucyl nonoglycin .... 18.5 0.64 19 0.03 o
20 | lI-Leucyl-glycyl-l-tyrosin ........ 20.2 0.64 9 0.62 54
21 | Glycyl-d-alanyl-l-tyrosin ....... II.1 0.64 9 0.43 6o
22 Glycyl-l-tyrosyl-glycin ......... 13.5 0.28 5 0.30 33
23 | Glycyl-d-alanyl-glycyl-l-tyrosin . 8.9 0.28 5 0.40 82
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Beschreibung der Versuche.

Durch das liebenswiirdige Entgegenkommen von Hm. Dr. Herm. O. L.
Fischer in Berlin stand uns ein groBer Teil der gepriiften Substrate aus der
Sammlung Emil Fischers zur Verfiigung; wir schulden Hrn. Dr. Fischer
dafiir aufrichtigen Dank.

Die angewandten Enzym-LSsungen waren enzymatisch einheitlich; erepsin-freies
Trypsin gewann man nach E. Waldschmidt-Leitzund A. Harteneck?9) aus Schweine-
Pankreas, trypsin-freles Erepsin nach E. Waldschmidt-Leitz und A. Schiffner?)
aus Schweine-Darm. Den Verlauf der enzymatischen Einwirkung verfolgte man durch
Ermittlung des Aciditdts-Zuwachses in go-proz. Alkohol mit o.05-n. KOH und Thymol-
phthalein als Indicator.

Spaltbarkeit von f-Naphthalinsulfonyl-glycyl-I-tyrosin.

Da die Titration des B-Naphthalinsulfonyl-glycyl-tyrosins in alkoholischer
Losung infolge der stark sauren Natur der Naphthalinsulfonylgruppe gestort
war, verfolgten wir den Verlauf der Hydrolyse nach dem gasometrischen Ver-
fahren von van Slyke.

a) Einwirkung von Darm-Erepsin: 5z.4 mg {-Naphthalinsulfonyl-
glycyl-l-tyrosin, mit o.1-n. NaOH zur Losung gebracht (pg = 8.0), iiberlie
man in 5.0 ccm Losung 14 Stdn. bei 30° der Einwirkung von 0.00067 Er.-E.;
der gemessene NH,-Stickstoff belief sich a) sofort, b) nach 14 Stdn. auf
a) 1.19, b) 1.15 mg, eine Hydrolyse war also nicht erfolgt.

b) Einwirkung von Trypsin und Trypsin-Kinase: 0.2453 g Priparat
wurden mit 2-NaOH zur Losung gebracht (py = 8.0) und mit 15 ccm Trypsin-
Losung (enthaltend 3.35 T.-(e.)) a) enterokinase-frei, b) aktiviert mit Entero-
kinase, auf 25.0 ccm aufgefiillt; die Bestimmung nach van Slyke erfolgte
in 5.0 ccm des bei 30° belassenen Ansatzes.

Trypsin-Wirkung Trypsin-Kinase-Wirkung
Zeit in Stdn. | Zuwachs an mg Spaltung Zuwachs an mg Spaltung
NH,-Stickstoff % NH,-Stickstoff %
1.5 0.70 44 1.05 66
3.0 1.05 66 1.46 92
5.5 1.40 88 1.45 92

Es war also eine deutliche Steigerung der Spaltungs-Geschwindigkeit
nach der Aktivierung mit Enterokinase eingetreten.

c) Bestdndigkeit bei pg = 8.4: 49.2 mg Priparat, durch Zugabe von
0.1-n. NaOH in 5.0 ccm Wasser geldst (py = 8.4), ergaben, nach van Slyke
bestimmt, in 14 Stdn. bei 30° keinen mefbaren Zuwachs an freiem Amino-
Stickstoff.

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel.

20) Ztschr. physiol. Chem. 147, 286, u. zw. S. 301; 149, 203, n. zw. 8. 214 [1925].
21) Ztschr. physiol. Chem. 151, 31, u. zw. S. 51 [1925/26].





