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103. Ernst  Waldschmidt-Leitz und Gertrud Rauchal les :  
Zur Spezifitat der Peptidasen, 11. : Vergleich der Peptid- Zucker- 

Kondensation mit der Wirkungsweise des Erepsins. 
'Aus d. Chem. Laborat. d. Bayer. iikademie d. Wissenschaften in Miinchen.! 

(Eingegangen am 10. Februar 1928.) 

Fur die spezifische Wirkungsweise einiger der am EiweiB-Abbau be- 
teiligten Enzyme hat man in neuerer Zeit bestimmtere Anhaltspunkte ge- 
women. So haben fur das einfachste Beispiel, die Hydrolyse von Dipeptiden 
durch tierisches Erepsin, H. v. Eu le r  und K. Josephson1) aus der Tier- 
schiedenen -1ngreifbarkeit von Peptid-Derivaten und aus Hemmungs- 
Erscheinungen die Vorstellung abgeleitet, ,,da13 die Bindung eines Substrates 
an das Erepsin aus Schweine-Darm wenigstens zum Teil durch eine freie 
Aniinogruppe des Substrates vermittelt wird" ; dieser Anschauung entsprechen 
die Erfahrungen iiber die enzymatische Spaltbarkeit einer griiBeren Anzahl 
yon Peptid-Derivaten, von denen wir inzwischen berichtet haben2), und 
die zu dein Ergebnis fiihren, da13 die Substitution der freien Aininogruppe 
in den Peptiden beispielsweise durch Acyl ihre Angreifbarkeit durch Erepsin 
rerhindert , eine \Teranderung an der Carbosylgruppe dagegen sie unbeeinfluBt 
IaDt. Such iiber die Natur der spezifischen substrat-bindenden Gruppe 
des Erepsins, die seine Anlagerung an die Aminogruppe verrnittele, haben 
v. Eu le r  und Josephson Betrachtungen angestellt; aus Versuchen iiber 
die Heminung . der Erepsin-Wirkung durch einige Aldehyd-Reagenzien, 

I mg 1 Zu\\,achs ~ s p ~ ~ ~  1 Angem' 1 Zuwachs 
ccmo.og-n. mg I ecmo.og-n. 

I )  Ztschr. physiol. Chem. 157, 122 [1926]; K. Josephson und H. v. E u l e r ,  ebenda 
16'2, S j  [1926,'2;?. 

?) siehe dazu E. W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  W. Grassmann und .4. S c h f f f n e r ,  
B. 60, 359 11927;; E. Waldschmidt -Lei tz ,  A. Schaf fner ,  H. Sc l i la t te r  und 
W. Klein ,  B. 61, 299 '1928l; E. Waldschmidt -Lei tz  und W . K l e i n ,  1-oranstehende 
-1 bh andlun g 
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Phenyl-h>--drazin, Cyankalium und Sulfit , iolgern sie, ,,dalJ die gesuchte 
Affinitatsgruppe" des Erepsins ,, . . . Aldehyd-Eigenschaften besitzt". Allein 
die experimentellen Unterlagen, die hierfiir erbracht wurden, erscheinen 
noch zu einseitig und nicht eindeutig genug, inn den angeregten Vorstellungen 
uber die Reaktion zwischen Erepsin und Peptiden iui Sinrie der intermediiiren 
Bildung S chif f scher Basen geniigend Gtwicht zu cerleihen. 

Fiir das Verstandnis des Reaktions-Mechanismus der Peptid-Spaltung 
durch Erepsin hat uns die Untersuchung der R e a k t i o n  einf acher  Zucker  
mi t Amino - s Bur e n  u n d P ep  t i den  bestininitere Snhaltspunkte ver- 
mittelt. Die Kondensation \-on Zuckern niit Amino-sauren ist zuerst von 
S. Kos ty t schew und \V. Br i l l i an t3) ,  sodann von C. Keuberg  und 
M. Kobe14) und besonders eingehend von H. v. Eu le r  und xeinen Mit- 
arbeitern j) beschrieben worden ; die Befunde dieser Autoren stinmen darin 
uberein, daB die Reaktion zwischen Amino-sauren und -lldehyd-Zuckern, 
die vor allem bei alkalischer Reaktion zu beobachten ist, niit ineBbarer 
Geschwindigkeit verlauft, wahrend Keto-Zucker, wie Fructose, iiiomcntan 
und nur in geringeni MaBe z u  reagieren scheinen. Sach H. v. E u l e r ,  
E. Urunius  und I<. Josephson5)  fuhrt die Reaktion von Amino-sauren, 
wie Glykokoll oder Alanin, mit Glucose, die eine sti3chionietrische ist, zur 
Einstellung eines Gleichgewichtes, welches bei steigendcr Alkalitat der 
Versuchslijsung einer starken Zunahnie der Kondens:ition entspricht. Bei 
der Einwirkung von L41deh~~d-%ucker auf Pepton hat inm indessen vie1 
geringere 6 ) ,  bei der Einwirkung auf genuine Proteine7) gar keine sicheren 
L4ussclilage beobachtet, entsprechend der geringfiigigeren Menge reaktions- 
fahiger Aminogruppen in diesen Substraten ; an Peptiden andererseits sind 
Erfahrungen noch nicht heschrieben worden. 

Die K.ondensat ion von  Glucose m i t  P e p t i d e n ,  die wir gepriift 
haben, un t e r s c he  i d e t s ic  h von der Reaktion des Aldehyd-Zuckers mit 
einfachen Amino-sauren ,  niit der sie in vielem c:bereinstimniung zeigt, 
beispielsweise in ihrein sttkhiometrischen Verlauf oder in ihrer Abhangigkeit 
von der Konzentration der Komponenten, in  e iner  bemerkenswer ten  
Beziehung:  sie ist gekennzeichnet darcl-i fine ganz  ande re  A4bhangig-  
k e i t  von  der  Hi--1onen-Konzentrat ion,  von der Alkalitat der Versuchs- 
losung. Es entspricht, wenigstens dem Sinne nach, dem Unterschiede im 
elektrochemischen Charakter von Peptid einerseits, von Amino-saure anderer- 
seits, wenn wir beobachten, daB die Geschwindigkeit der Kondensation 
von Peptiden, Glycyl-glycin oder Leucyl-glycin, niit Glucose, schon bei 
schwach alkalischer Reaktion, pH = 8.0, op t ima l ,  bei starker alkalischer, 
ttwa pII = 9.0, nur noch unbedeutend gefunden wird, wahrend die Kon- 
densation der einfachen Amino-sauren, Glykokoll oder Alanin, zufolge 
H. r. Eule r  and E. Brunius*)  erst in starker alkalischeni Milieu betracht- 
licher zu werden beginnt. 

3, Ztschr. physiol. Cheni. 91, 3 7 2  [1914], l?i, z r 4  [1923:. 
4, Biochein. Ztschr. 162, 496 [192j]. 
5, H. 17. E u l e r  und I<. Josephson,  Ztschr. physiol. Cheni. 153, I :1926; 

H. v. E u l c r ,  E. B r u n i u s  und K. Josephson,  Ztschr. physiol. Chem. 15.6, 239 L19261; 
H. v. E u l e r  und E. B r u n i u s ,  B. 59, 1j81 [ I ~ z G ] ,  GO, 992, 997 [1927'. 

6 )  vergl. 11. v. E u l e r  und E. B r u n i u s ,  B. 60, 992, 99; ;1g2;-. 
7 vergl. H. 77. E u l e r  und E. B r u n i u s ,  B. 60, 992, 997 jrgr71; S. P. I,. SBrenseii 

iuid I,. L o r b e r ,  B. G O ,  993 ' 1 9 2 j : .  B. 59, 1581, 11. ZW. S. 153; '1926:. 



In  Hinblick auf die Vorstellung, daR die Anlagerung des Erepsins an 
die Aniinogruppen der Substrate durch eine freie Aldehydgruppe des Enzyms 
vermittelt werde, scheint uns der Vergleich der pH-Abhangigkeit der Peptid- 
Spaltung einerseits, der Peptid-Kondensation mit Glucose andererseits von 
besonderer Bedeutung. Wie nachstehende Figur erkennen lafit, s t  i mmt  
die  p i i -Kurve  der  Glycyl-glycin-Spal tung d u r c h  Darm-Ereps in  
mi t  der  pi{-K;urve der  Kondensat ions-Geschwindigkei t  von  Glycyl-  
g I y ci n m i t  Glu co se innerhalb der Bestimmungsfehler vollstandig ii be  r ei n. 

Die SchluBfolgerung erscheint berechtigt, daB das Peptid in beiden 
Fallen rnit ahnlichen chemischen Grtippen in Reaktion tritt, die Bildung _ *  

der Erepsin-Peptid -Verbindung dem Vor- 
gange der Kondensation von Aldose und 
Peptid wesensverwandt und fur ihre Ver- 
mittlung eine freie Aldehydgruppe des 
Enzyms verantwortlich ist. Auch laBt 
es sich zeigen, daB entsprechend den 
Erfahrungen iiber die Unangreifbarkeit 
acylierter Peptide auch ihre Konden- . 
sationsprodukte mit Glucose von Erep- 
sin nicht zerlegt werden; in Peptid- 
Kondensaten der Glucose, die nach den 
Erfahrungen von H. v. Eu le r  und E. 
B runiuslO) an Amino-sauren reversible 
sein werden, tritt also der Aldehyd- 
Zucker, dessen Affinitat geringer, dessen p4-+65 7o 7i 5 5  
Konzentration aber betrachtlicher ist, - @‘9”-g!ycin + Gfimlsr 
mit deni Enzym in Wettbewerb, er stort -----‘ r !ycy l -g~c ln + Ipepsin 

7 

yeine Anlagerung an das Peptid. Es ist Fig. T .  

henierkenswert, daB mit F ruc tose  keine PH --kbh%igkeit der Glucose-Peptid- 
Kondensation des Peptides, auch keine Kondensation und der Peptid-Spal- 
Herabsetzung seiner Spaltbarkeit beob- tung durch Erepsins). 

achtet wird. 
Wenn wir die Ubereinstimmung der angefiihrten pH-Kurven in den1 

Sinne deuten, daB die spezifische substrat-bindende Gruppe des Erepsins 
eine freie Aldehydgruppe sei, so wird diese Vorstellung weiterhin gestiitzt 
durch den Vergleich der Kondensationsfahigkeit einf acher Amino-sauren 
init ihrem Hemmungsvermogen gegeniiber der Wirkung des C ire p sins; . es 
5-erdient Beachtung, daB so wie die Kondensation der Amino-sauren, Glykokoll 
oder Alanin, auch ihr hemmender Einflulj auf die enzyinatische Peptid- 
Spaltung bei starker alkalischer Reaktion immer betrachtlicher wird l o n ) .  

Jlan wird gegen diese SchluBfolgerungen einwenden konnen, dalj die 
Reaktionsfahigkeit von Peptid wie Amino-saure in jedem Falle durch 
den elektrochemischen Charakter bedingt sei, unabhangig von der Natur 
der mit der freien Aminogruppe reagierenden Komponenten; allein diese 
-1nschauung entspricht nicht den Erfahrungen iiber die Reaktionsfahigkeit 

9) Die pLi-Kurve der Erepsin-Wirkung ist den Beobachtungen ron E.\Valdschtnidt- 
L e i t z  und A.  Schsf fner  (Ztschr. physiol. Chem. 151, 31 ,  u. zw. S. 39 [1925/26]) ent- 
noinmen. lo) B. 59, 1581, u. zw. S. 1582 [1926!. 

l o . l )  H. v.  E u l e r  und K. J o s e p h s o n ,  Ztschr. physiol. Chein. 157, 122 [rgzC,;. 
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der dniinogruppen in anderen Fallen, beispielsweise bei der Einfiihrung 
\-on Saure-Resten, die keine 1:nterschiede in der Abhangigkeit ron der 
-Ukalitat zwischen Peptid und Amino-saure erkeniien IaBt. Es ist vie1 wahr- 
scheinlicher, daS der A4nalogie in der pH-Xbhangigkeit von Aldehyd- und 
Erepsin-Kondensation eine Analogie der reaktionsfahigen chemischen Gruppen 
zugrunde liegt. 

Diese spezielle Annahme uber den Mechanismus der Erepsin -Wirkung , 
die wir aus ihrer pH-Xbhangigkeit ableiten, wiirde bedeuten, daB der Einf lul3 
der  Wassers tof f - Ionen  in dem vorliegenden Falle d ie  Bi ldungs-  
Ges c hwi nd i  g kei  t de  r Eiiz5- in -S u b s t r a t -Ver b i n d u n g  , nicht ihre Zer- 
falls-Geschwindigkeit b e t r i f f t ,  und daB die Geschwindigkei t  de r  
E r e  p s in  -117 i r k u n  g d u r c h d i e B i 1 d 11 ng  s - G e s c hw i n d ig  k e i t d e r E n  z y in - 
S u b s  t r a t  -Verb i n  d u n g  bes t  i iii in t wird. Diese Feststellung, die durch 
exakte Affinitats-Nessungen und durch die Ermittlung des bei verschiedener 
Wasserstoff-Zahl an das Peptid gebundenen Enzym-Anteils, welcher ver- 
anderlich sein sollte, zu erharten sein wird, wurde den Mechanismus' der 
Erepsin-Wirkung \-on dem der e n  z y in a t  is c he  n R o h r  zuc  ke r  -S p a 1 t II n g 
grundsatzlich unterscheiden : denn nach den Untersuchungen von R. I< uh nll) 
wird das Gleichgewicht zwischen Rohrzucker und Saccharase unabhangig 
\-on der Wasserstoff-Zahl gefunden; ,,die Wasserstoff-Ionen bestimnien die 
Zerfalls-Geschwindigkeit des Saccharase-Saccharose-Komplexes". 

Fur das l'erstandnis der enzymatischen Peptid-Spaltung mag das 
Studiuin der Affinitats -Verhaltnisse einfacher Zucker zu Peptiden und Amino- 
sauren forderlich sein. Atich die Vorstellungen uber den Mechanismus der 
Enzyni-Wirkung uberhaupt, die in der Annahme von Bildung und Zerfall 
intermediarer Enzym-Substrat -Verbindungen gipfeln, gewinnen an An- 
whatilichkeit, wenn man bedenkt, daB unter den Bedingungen optiiiialer 
zlffinitat zwischen Zucker und Peptid, z. B. bei pH = 8.0, nur eine geringe 
dffinitat der Glucose zu den Spaltprodukten des Peptides, den Amino-sauren, 
zii bemerken ist. Wenn es gelange, in einen solchen Zucker eine spezifische 
substrat-spaltende Gruppe einzufuhren, zur Auflockerung der Peptid-Bindung 
oder ihrer Enol-Form befahigt, so ware das 3Iodell eines enzymatischen 
Ratalysators der Verwirklichung nicht niehr so fern. 

Beschreibung der Versuche. 

a) E inwi rkung  r o n  Glucose. 
I .  Kondensa t ion  von  Zuckeri i  init Pept iden .  

Glucose -3Ienge und K o n d e n s a t  ion :  Fur die zahlreichen l'ersuche 
der Kondensation Ton Glucose und Glycyl-glycin bzw . Leucyl-gly-cin, die 
wir ausgefiihrt haben, dienten mol., in einigen Fallen 2-mol. Losungen des 
Zuckers und 0.5 --o.~-inol. Losungen der Peptide. Das Gleichgewicht zwischen 
Kondensat einerseits und Peptid bzw. Glucose andererseits, das unter den 
angewandten Reaktionsbedingungen, PH = 7.8 -8.0, in der Regel nach 
einigen Stunden erreicht wird, ist abhangig von der Konzentration und dem 
Mengenverhaltnis der reagierenden Komponenten, wie nachstehender 1-er- 
such I veranschaulicht. Es enipfiehlt sich jedoch wegen der grofjereri ana- 
lytischen Genauigkeit, keinen zu grol3en IIberschuB an dein Zucker an- 
zumenden, zumal bei maisigem Zucker-VberschnB, den wir gcwijhnlich an- 

11) Ztschr. physiol. Chetii. 12.5, 25, 11. zn-. S. 4 4  [ I ? Z ~ , ' ~ . < J .  
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Drehung nig N 
beob. beob. 

gewandt haben (z. B. 5-10 hlol Glucose: I Mol Leucyl-glycin bzw. 4 Mol 
Glucose : I Mol Glycyl-glycin) , der Kondensationsgrad schon betrachtlich 
gefunden wird (Versuch 2). Man verfolgte den Verlauf der Reaktion und 
ihren Stillstand durch polarimetrische Analyse, sowie durch Ermittlung 
des reaktionsfahigen Amino-Stickstoffs nach v a n  S1 y k e  , in vielen Fallen 
auch durch Bestimmung der Glucose-Menge mit Hypojodit nach dem Ver- 
fahren von R. W i l l s t a t t e r  und G. Schude112). 

Kondensat., 
NH,-N bezog. auf 

mg Glycpl-glych 
( %) 

Versuch I :  Glycyl-glycin + Glucose,  a) I Mol: 50 Mol, b) I Mol: 4 Mol. 

Angesetzt zii a) : 4.0 ccm 0.5-mol. Glycyl-glycin ( p ~  = 7.6, eingestellt mit n-NaOH) 
I 50 ccm 2-mol. Glucose (PH = 7.6, eingestellt mit n-NaOH) ; Zimmer-Temperatur; 
NH,-Stickstoff, bestimmt in 5.0 ccm der Losung. 

0 

IIj 
420 

I 260 

Zeit in Min. 

-!-6.35 I 6-34 3.17 0 13.58 0 

5.47 2.73 I4 13.14 1.3 - 
+ 5.98 4.88 2.44 23 12.80 24 
$5.98 4.88 2.44 2 3  - -- 

1 Kondensat., 

+ 18.14 6.70 3.3.5 + 17.85 4-04 2.02 + 17.90 

0 

37 
37 

Angesetzt zu b) : 20 ccni o.5-mol. Glycyl-glycin (pa = 7.6) + 40 ccni mol. Glucose ; 
Zimmer-Temperatur : NH,Stickstoff und Reaktionsrermogen, bestimmt in I .o ccm 
der Losung. 

I 
beob. , mg 

I 

Zeit Drehung mg I NHz-N 
in Min. 1 beob. 1 

0 

26 
91 

+ 6.38 8.74 4.37 + 5.69 6.40 3.20 

+ S.iO 
l L ~  B. 51, ;do [1918]; die durch die Gegenwart der stickstoff-haltigen Substanz 

bedingte Unsicherheit in der Zucker-Bestimmung war infolge der rerhaltnisnia Wig geringen 
Peptid-Menge nur unbedeutend ; auch wurde sie durch -4usfiihrung von Leerbestimmungen 
nahezn auspeglichen. 
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Drehiitig mg h- I beoh 1 beob. Zeit iii Stdii 

Riigesetzt zu b) : 20 ccin 0.2-mol. d,Z-I.eucyl-glJ.cilIicyl-glyciii (prl = 7.5) + 40 ccm mol. Glucose 
(p  1 1  = 7 . 8 ) ,  Zimiiier-’l’einpc,ratur: NH,-Stickstoff, bestimmt in 5.0 ccin der Losung. 

Kondensat 
bezog aui 
Peptid ( O , > )  

M X 2 - h .  
1% 

Zcit nreliurig liig K 
in Stdii. beob. beol,. 

+ 12.48 6.09 
+ 11.81 - 
+ 11.81 4.80 

I - e rha l tn i s  von  Glucose zu P e p t i d  iiii Kondensa t :  Der Befund 
von H. v. E;uler, E. B r u n i u s  und K. Josephsonla) ,  wonach an der Kon- 
densation von Glucose mit Amino-sauren die reagierenden Komponenten 
in stiichiometrischeni Verhaltnis sich beteiligen, bestatigt sich auch fiir die 
analoge Reaktion der Peptide; man findet, wie nachstehende Versuche 
helegen, beispielsweise nach erreichter Gleichgewichtslage, die Abiiahnie 
freien Amino-Stickstoffs der Abnahme reduzierenden Zuckers aiyuivalent ; 
es liegt also in den Rondensaten eine Verbindung :%us I Mol Glucose und 
I 3101 Peptid 1-or. 

Kondensat 
YH,-h- bezog. auf 

mb‘ Peptid 
(%) 

3.05 0 

2.40 2 1 . 2  

_- - 

Vcrsucli 3 :  a) Glycyl-glyci i i  + Glucose 
3) Angesetzt: 20 ccm 0.5-niol. Glycyl-glycin +40 ccni niol. Glucose; p l ,  :: 7 . 3 ;  

%iiIiiner-l’empcratur; NIT,-Stirkstoff, sowie Reduktionsaermdgen, hestimnit in I .o ccni 
der 1,iisuiig. 

Jod- 
’i’erbrauch 

CCll l  

0 . I - i t .  

Kondensat., 
bezog. auf 

Clucose 
(?a 

Zeit 
i;i Stcln. 

b) -1iigesctzt : 20 cciii 0.5-niol. Glycyl-glycin (pl l  7.4) ; Ziiiinier-Teniperatiir : 
NH,-Stickstoff in 2.0 ccin, Xeduktionsverm6gen in 1.0 cciii der Losung bestimmt. 

Kondensat . 

Peptid 
Drehung 

beob. beob. C C l l l  Glucose 

14 .24  

13.64 

Versuch 4 :  Leucyl-glycir i  + Glucose. 
a) -1ngesetzt: 20 ccfn 0.2-mol. d,Z-I,eucyl-gly& + 40 ccin mol. Glucose; p,I  = 7.5; 

Zinimer-Temperatur; NHI-Stickstoff in 5.0 ccm, Reduktionsvermdgen in I .o ccni der 
T,ijsimg bestimmt. 

Ztschr. pliysiol. Chetn. 155, zjQ 119~6;. 



b) Angesetzt: 20 ccm o.$-mol. d,Z-Leucyl-glyciti + 40 ccm mol. Glucose; pb, 7 7 6;  
Zimmer-Temperatur ; SH,-Stickstoff in 2.0, Reduktionsrermogen in I o ccm der Losung 
bestimmt. 

K o 11 d e 11 s a t  i o 11 s - G e s c h a, i n d i g k e i t u n d Was  s e r s t o f f - Z a h  1 : 
\I;ahrend die Reaktion zwischen Amino-sauren und Glucose zufolge 
H. v. Eu le r  und E. Brunius14) erst bei staiker alkalischer Reaktion, \-on 
pt, = 8.2 an, deutlicher zu werden beginnt, die Gleichgewichtskonstante 
im System Amino-saure --Glucose mit steigender Alkalitat, wie es scheint, 
bis pH = 11.0, eine sehr starke Zunahme erfahrt, ist die Rondensations- 
Geschwindigkeit einfacher Peptide mit Glucose ausgezeirhnet durch ein 
scharfes Optimum bei schwach alkalischer Reaktion, pI, = S.0, entsprechend 
der fur die Erepsin-Wirkung optimalen Wasserstoff-Zahl l5). Xnch fur die 
1,age des Gleichgewichtes scheint die Wasserstoff-Zahl, wie man aus der 
’i’abelle I auf S. 652 entnehmen wird, in dem namlichen Sinne bestiinmend 
zu sein. 

b) E inwi rkung  von Fruc tose .  
Wahrend C. Keuberg  und M. Kobel’e) uber eine beini Vermischen 

1-on dlanin- und Fructose-Losungen momentan eintretende, geringfugige 
Drehungsanderung berichten, die aus der Addition der in den Ausgangs- 
losungen beobachteten Drehungswerte abgeleitet wird, scheinen uns die 
Versuche von H. v. Eu le r  und E. Brunius17) zu dem Ergebnis zu fuhren, 
daB hierbei keine eindeutige, die Unsicherheit der Analyse ubersteigende 
Anderung in der Molekulzahl der Mischung zu bemerken ist. Die Bestimmung 
der Menge reaktionsfahigen Amino-Stickstoffs in den Gemischen ron Fructose 
und I,eticyl-glycin, die wir vorgenomnien hahen, laat erkennen, da13 iin 
Gegensatz zu den fur die Einwirkung von Glucose beschriebenen Erf ahrungen 
unter den dort gewahlten und optimal befundenen Bedingungen keine Re- 
aktion stattzufinden scheint ; auch entspricht die unmittelhai- nach dem 

la) B. 59, 1581, u. m-. S .  158.3 [1926]. 
16) vergl. E. W-aldschmidt-Lei tz  und 9. S c h a f f n e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 131, 

17) Ztschr. physiol. Chem. 161, 26j [1926j. 
31,  U. ZW. S.  39 [IgZj/26]. lG) Biochem. Ztschr. 163, 496 [IgZj!. 
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Yermischen der Liisungen nach T' a n S 1 y k e gemessene Stickstoff-Menge 
der fur das vorhandene Peptid berechneten18). Die in langen Zeiten beob- 
achtete, geringfiigige Abnahme an bestimmbarem Peptid diirfte auf eine 
andersartige Reaktion zuriickzufiihreii sein. 

Tabel le  r. 
l i o n d e n s a t i o n  y o n  Glycyl -g lyc in  m i t  Glucose und XVasserstoff-Zahl. 
(j.0 ccm 0.5-mol. Glyeyl-glycin + 10.0 ccrn mol. Glucose + 10.0 ccm Pufferlosung von 
pH = 7.8 (enthaltend 0.4539 g KH,PO,, 0.95 g Citronensaure, durch Zugabe von 4-12. NaOH 
eingestellt) ; Wasserstoff-Zahl eingestellt durch Zugabe von ?a-H,SO, bezw. n-SaOHl9 ; 

Zimmer-Temperatur; NH,Stickstoff, .bestimmt mit j .0  ccm der Losung. 

P H  
(zu Beginn 
gemessen) 

Zeit 
in Stdn. 

0 

4 
0 

I 
- 
4 
0 
+ - 
4 
0 

9 

4 
0 

I 

4 
0 

I 

4 

mg 9 
beoh. 

-- 
16.53 
I 5.92 
17.51 
15.83 
15.26 
15.54 
16.30 
13.09 
12.96 
16.83 
12.67 
11.67 

16.93 
15.53 
14.31 

I 5.31 
15.07 
14.72 
I i . i 9  

11.97 

8.27 
7.96 
8.76 
7.9' 
7.63 
7.77 
8.1.5 
6.5.j 
6.4s 
8.42 
6.34 
5.82 
8.47 
7.77 
7.16 
5.99 
7.66 
7.54 
7.36 
6.80 

Condensat., 
bezog. auf 

Peptid 
( 06) 

PH 
(aach erfolgt. 

Reaktion 
geniessen ) 

6.5 

7 . 0  

7.' 

7 2  

X , 2  

S . S  

Xngesetzt: 10.0 ccm o.z-nio1. d,Z-leucyl-glyein + 20 ccni mol. Fructose; prl :- 7.9; 
Ziiiinier-Temperatur; angaben beziehen sich auf 5.0 ccni der Losung. 

&it m g  s 
hezog. auf 
Peptid (0;) 

in Stdn. 

- 
10.09 5.0.i 

Y j I ::;," I O, 2 1  3.4 

' 6 )  1-nter Zngrundelegung des fiir 1,eucyl-glycin bestininiten Wertes VOII IOS 0,; 
11. Th. 

19) Die hierdurch entstandenen, geringfiigigen Ynterschiede in der Konzentratioii 
der Ansiitze sind fur die Geschwindigkeit der Kondensatjon belanglos ; ihr Binflu0 aui 
die Vergleichbarkeit der Messungen war durcli die Ausfiihrung jeweils besonderer Kontroll- 
.tmIy,sen qgleich nach  (ler Bereitunx der AnsBtzc ausgeschaltet. 
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Zeit 
in Stdn. 

2. Zur S p a l t b a r k e i t  de r  Glucose-Peptid-Kondensate d u r c h  
P e p  t i d a sen. 

Die enzymatische Spaltbarkeit der bei der Einwirkung von Glucose 
auf Peptide gebildeten Kondensationsprodukte in den Reaktionsgemischen 
selbst ist mit drei typischen Peptidasen, dem Ereps in  a u s  Darm-Schleim- 
h a u t ,  P a n k r e a s  und Hefe  gepriift worden. Es hat sich iibereinstimmend 
ergeben, daB mit der Kondensation der freien Aminogruppe im d, I-I,eucyl- 
glycin mit dem Aldehyd das Peptid auch seine Angreifbarkeit durch die 
ereptischen Enzyme e i n b s t  ; der Fehlbetrag an spaltbarem Substrat, der 
sich aus dem vorzeitigen Stillstand der enzymatischen Reaktion ergibt, 
entspricht der bei der Kondensation gemessenen Abnahme reaktionsfahiger 
Aminogruppen. Es geht daraus hervor, daB an der Reaktion mit dem Zucker 
die beiden optischen Antipoden des angewandten Peptid-Racemates, die 
enzymatisch spaltbare I -  wie die nicht zerlegbare d-Form, in ahnlicheni 
MaBe beteiligt sind. Ein riicklaufiger Zerfall der gebildeten Kondensations- 
produkte infolge der mit der’ Peptid-Hydrolyse verbundenen Konzentrations- 
Verschiebung der Komponenten scheint danach in den kurzen, fur die Enzym- 
Wirkung gewahlten Zeiten nicht in merklichem AusmaBe einzutreten ; erst 
in sehr langen Einwirkungszeiten ist, wie wir festgestellt haben, ein langsames 
Fortschreiten der enzymatischen Hydrolyse zu beobachten. 

Die Feststellung, daB die vorliegenden Aldehyd-Derivate der Peptide 
durch Erepsin nicht angegriffen werden, fugt sich den Erfahrungen ein, 
die inzwischen iiber die Spezifitat der Peptidasen gegeniiber N-acylierten 
Peptiden gewonnen worden sind zo) ; die Auffassung, daB fur die Anlagerung 
der gepriiften Enzyme, Pankreas- und Darm-, wie auch Hefe-Erepsin21), an 
ihre Substrate eine freie L4minogruppe unentbehrlich ist, erhalt damit eine 
weitere Stiitze. 

Wir beschreiben nachstehend unsere Versuche iiber die Einwirkung 
der drei Enzyme auf die Gemische von Leucyl-glycin und Glucose, 
deren Kondensationsgrad nach Erreichung des Reaktions-Gleichgewichtes 
gemessen war; es sei bemerkt, daB fur die Priifung des Darm- und Hefe- 
Enzyms vorgereinigte, voin Trypsin befreite Praparate, fur die des Pankreas- 
Erepsins der trypsin-haltige Glycerin-Auszug der Driise zur Anwendung kani. 

a) E i n w i r k  u n g v o n D a r m  -E r e p  s i  n 
Versuch 6 :  a) Gewinnnng d e s  Kondensa tes .  

Xngesetzt: 20 ccrn 0.2-mol. d,Z-Leucyl-glycin + 40 ccm mol. Glucose; prr = 7.9; 
Zinimer-Temperatux, NH,-Stickstoff, bestinimt in 5.0 ccm. 

NH,-N Kondensat., 
bezog. auf beob. 

Ing I mg Peptid (%) 

0 

I8 

b) H y d r o l y s e  d u r c h  D a r m - E r e p s i n .  

20) siehe d a m  E. Waldschmidt -Lei tz  und W. K l e i n ,  B. 61, 640 [1928]. 
21) vergl. W. G r a s s m a n n  und H. Dyckerhoff ,  B. 61, 656 [1928]; E. W a l d -  

schmid’t-Leitz und W. Klein .  B. 01, 640 [rg28]. 
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Zeit 
in Xin. 

0 

31 

92 
210 

270 
381 

6.3 

Spaltung (?A), bezog. auf 
Gesamt- freies 
Peptid Peptid2') 

nig N NH,-N Zuwachs 
beob. mg mS 

- - 5.14 2.57 I - 
S.72 2.86 0.29 7.8 11.3 
6.32 3.16 0.59 15.5 23.0 
6.72 3.36 0.79 21.2 30.7 

7.63 3.82 1.25 33.5 45.6 
7.70 3.85 1.2s 34.3 49.8 

7.73 3.87 I .30 34.9 50.6 

Versuch  7: a) Gewinnung d e s  Kondensa tes .  
Sngesetzt: zo ccm 0.2-mol. d,Z-I,encyl-glycin + 40 ccin niol. Glucose; p,, = 7.5; 

Zirnmer-Temperatur ; NH,-Stickstoff, in 5.0 ccin der 1,osung bestinirnt. 

Zeit 
in Stdn. 

rng N 
beob. bezog. auf 

Peptid (yo) 

10.23 r T  27.6 
I7 0 i 7.41 3.71 

&it mg Pi NH,-S 
in Min. beob. "fi 

b) H y d r o l y s e  d u r c l i  D a r m - E r e p s i n .  

Spaltung (yo), bezog. auf 
lllg Gesamt- freies 

Peptid I Peptid 

Zuivachs 

61 6.54 
88 6.55 

42 .2  3.27 0.97 30.5 
3.28 0.9s 30.8 42.6 

113 6.90 3.45 36.2 
1 4 8  7.03 I 3.52 ::2 I 38.4 

50.0 

53.0 
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6.82 
7.01 
7.19 
7.27 
7.28 

b) Ei n w i r ku  ng vo n P a n  kr eas - E rep  sin.  
Versuch 8: a) Gewinnung des  Kondensa ts .  

-1ngesetzt: zo cc nio.z-mo1. d,Z-Leucyl-glycin + 40 ccm mol. Glucose: pH = 7.8; 
Zinii~.,er-Teniperatur; NH,Stickstoff, bestinimt in 5.0 ccm der L6sung. 

NH,-N Kondensat., 
bezog. auf 
Peptid (yo) 

Zeit ing N 
in Min. 1 beob. I mg I 

li) I1 ?- d r o 1 y s e d u r c h P a n  k r  e a s - E r e p sin. 

Tabelle 4. 
(40 ccni des Reaktionsgemisches zu a) + 5.0 ccm Glycerh-Xuszug aus Pankreas (ent- 
haltend 0.00899 P. Er.-E.) + 5.0 ccm H,O + 10 ccm Phosphat-Citrat-Puffer von pH = 

7.9 + 0.35 ccm n-NaOH; pa = 8.0; 30°;  Angaben beziehen sich auf die ziir Analyse 
entnonimene Probe von 5.0 ccm.) 

Zeit 
in Min. 

0 

33 
61 
86 

141 
206 

I 1 2  

NH,-N 1 Zu;;hs 1 Spaltung (yo), bezog. auf 
Gesamt- freies 
Peptid Peptid 

mg 

I I I 
2.58 
3.19 
3.41 
3.51 
3.60 
3.64 
3.64 

- 
0.61 
0.83 
0.93 

1.06 
I .06 

1.02 

- 
16.9 
23.0 
25.7 
28.2 
29.3 
29.3 

- 
23.1 
32.2 
36. I 

39.5 
'$1.1 
41.1 

c) Einwirkung von Hefe-Erepsin.  
Versuch 9 :  a) Gewinnung d e s  Kondensa tes .  

angesetzt: 20 ccm 0.2-mol. d,Z-Leucyl-glycin + 40 ccm mol. Glucose: p,{ = 7.8; 
Zimmer-Temperatur ; NH,-Stickstoff, bestimmt in 5.0 ccm der Losung. 

1 Kondensat., 
bezog. auf i Ing I Peptid (yo) 

Zeit mg N SH2-N 1 in Stdn. 

b) I-IydroIyse durcl i  Hefe-Ereps in .  

23) Berechnet aus der zu Beginn der Enzyiii-TI-irkuiig gemessenen Menge . imino-  
Stickstoffs. 
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Zeit mg N NH,-N Zuwachs 
mg in Min. h o b .  mg 
- 

0 6.16 3.08 __ 

57 7.9-1 3.97 0.89 
80 8.40 4.20 1.12 

I OG 8. j o  4.25 1.17 
131 S..j" 4.25 1.17 

Spaltung (%), bezog. anf 
Gesamt- freies 

Peptid Peptid 

- - 
19.5 28.9 
24.6 36.4 
25.7 38.0 
25.7 3.9 o 

104. Wolfgang  G r a f i m a n n  und H a n n s  Dyckerhoff  : 
abe r  die Spezifitat der Hefe-Peptidasen. (11. Abhandlung iiber 
Pflanzen - Proteasen in der von R. W i 11 s t at t e r und Mitarbeitern 

begonnenen Untersuchungsreihe) . 
\--1us d. Chein. Laborat. d. Bayer. Akademie d. Wssenschaften in Miinclieii. 

(Eingegangcn am 15. Febrnar 1928.) 

Theore t i s che r  Teil. 
Die proteolytischen Wirkungen der Hefe und ihrer Ausziige werden 

in einer wichtigen Untersuchung von K. G. Dernby l )  zuriickgefiihrt auf 
ein System a m  drei Einzelliomponenten, nanilich: I) dem ,,Hef e-Pepsin", 
das bei schwach saurer Reaktion (Optimum plI = 4.5) EiweiBstoffe bis zur 
Pepton-Stufe, aber nicht dariiber hinaus, hydrolysieren soll; z) dem ,,Hef e -  
T ryps i  n", das die Spaltung von Proteinen bei neutraler Reaktion (Optimum 
pH = 7) vollzieht, und 3) dem , ,Hefe-Erepsin",  dessen spezifische Wirkungs- 
weise und pi]-Abhangigkeit der des Darm-Erepsins entsprechen soll. 

K. G. D e r n by hat natiirlich keines der Einzel-Enzyme in proteolytisch ein- 
heitlichem Zustande untersuchen konnen. Seine Ansichten ergeben sich vielmehr 
lediglich aus Beobachtungen iiber die pH-Abhangigkeit der tryptischen und der 
ereptischen Wirkung, die an rohen Praparaten des Proteasen-Gemisches 
gewonnen waren. In  einer Untersuchung von R. W i l l s t a t t e r  und W. Grass-  
mann2)  ist es zum ersten Male gelungen, die dipeptid-spaltende Kornponente 
(,,He f e - E r e  p s i n") von der eiweil3-spaltenden, die im Folgenden kurz als 
,,Hef e -Pro  tease" bezeichnet werden soll, abzutrennen. Hinsichtlich des 
Hefe-Erepsins stehen die Beobachtungen W i l l s t a t  t e r s  mit den Annahmen 
D e r  nbys  in Ubereinstirnmung. Dagegen wird die Protein-Spaltung auf 

l) Biochem. Ztschr. 81, 107 [1917]. 
2) Ztschr. physiol. Chem. 153, 250 [r926]. 




