1276 Josephson: Bemerkung zu Waldschmidi-Leitz u. Klein, [Jahrg.61

kommt noch dazu, daB bei den Pyrrolderivaten die Methingruppen gelegent-
lich mit reagieren, und wir glauben, da8 der vorsichtige Standpunkt, der in
der I. Mitteilung bei der Beurteilung der Zerewitinoff-Werte beim Himin
eingenommen wurde, durchaus berechtigt war und ist. Auch die hohen
Werte der Xanthoporphinogene koénnen wir nur so deuten, daB diese
Koérper auBer mit Imidgruppen auch mit Methingruppen reagieren oder als
,Katalysatoren der Blindreaktion dienen. Sonstige katalytische Fahig-
keiten haben wir bis jetzt allerdings nicht finden konnen; z. B. kann man
bei der Blut-Benzidin-Reaktion das Wasserstoffsuperoxyd durch Atio-
xanthoporphinogen nicht ersetzen.

192. Karl Josephson:
Bemerkung zu den Arbeiten von E. Waldschmidt-Leitz und
W.Klein: Uber Spezifitdt und Wirkungsweise von Erepsin, Trypsin
und Trypsin-Kinase, sowie von E. Waldschmidt-Leitz und
Gertrud Rauchalles: Zur Spezifitit der Peptidasen, II.: Ver-
gleich der Peptid-Zucker-Kondensation mit der Wirkungsweise

des Erepsins.
[Aus d. Chem. Laborat. d. Universitdt Stockholm.)

(Bingegangen am 19. April 1928.)

Die im April-Heft der ,,Berichte’ erschienenen Mitteilungen aus dem
Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften von E. Wald-
schmidt-Leitz und Mitarbeitern?) %) miissen wir mit um so groBerer Freude
begriillen, als sie ausgezeichnete Bestitigungen der im hiesigen Iaboratorium
vorher experimentell begriindeten Vorstellungen iiber die Art der Bindung
zwischen dem Darm-Erepsin und seinen Substraten ausmachen. Diein Arbeiten
von H.v. Euler und K. Josephson?) zuerst nachgewiesene, ausschlag-
gebende Bedeutung der freien Aminogruppe in den Dipeptiden, sowie in den
einfachen Amino-sduren fiir die Bindung an das Darm-Erepsin und weiter
die in der Mitteilung von Josephson und Euler ,,Uber die Wirkungsweise
des Darm-FErepsins'“4) heschriebenen Versuche hatten es wahrscheinlich ge-
macht, dal die gesuchte substrat-bindende Gruppe (Affinitdtsgruppe), welche
die Bindung der Aminogruppe des Substrats vermittelt, ,,tatsidchlich Aldehyd-
Eigenschaften besitzt: ,,Von den in Frage kommenden, in der organischen
Chemie bekannten Atomgruppen diirfte die Carbonylgruppe >C:0O (Aldehyd-
oder Ketogruppe) oder eventuell eine in dhnlicher Weise wie bei den redu-
zierenden Zuckern vorkommende umgestaltete Carbonylgruppe mit den
vorliegenden Erfahrungen am besten in Einklang stehen‘.

Nachdem nun E. Waldschmidt-Leitz und W. Klein!) neue Er-
fahrungen mitteilen, welche unsere Vorstellung, ,,wonach es zur Wirkung
desDarm-Erepsins auf ein Peptid, zu seiner Anlagerung, der Gegenwart
einer freien Aminogruppe bedarf, bestitigen, und weiter einige schein-
bar gegen diese Vorstellung sprechende, frither mitgeteilte Beobachtungen
erledigen, machen E. Waldschmidt-T,eitz und Gertrud Rauchalles?)

1) E. Waldschmidt-Leitz und W. Xlein, B. 61, 640 [1928].

2} E. Waldschmidt-Leitz und Gertrud Rauchalles, B. 61, 645 [1928].

3) Ztschr. physiol. Chem. 157, 122 [1926]; B. 60, 1341 [1927].

1) Ztschr. physiol. Chem. 162, 85 [1926].
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einenVergleichder Kondensations-Reaktion zwischen Glucose und
dem Peptid mit der Wirkungsweise des Erepsins. Die Autoren finden,
daB die py-Kurve der Glycyl-glycin-Spaltung durch Darm-Erepsin mit der
pu-Kurve der Kondensations-Geschwindigkeit von Glycyl-glycin mit Glucose
innerhalb der Bestimmungsfehler vollstindig iibereinstimmt, und bringen
damit eine sehr bemerkenswerte Bestidtigung und Erweiterung unserer frither
in anderer Weise begriindeten Vorstellung iiber die Rolle einer Carbonylgruppe
in dem Frepsin.

Wenn aber XE. Waldschmidt-Leitz und Gertrud Rauchalles
meinen, daB ,,die Kondensation von Glucose mit Peptiden... sich
von der Reaktion des Aldehyd-Zuckers mit einfachen Amino-sduren, mit der sie
in vielem Ubereinstimmung zeigt, beispielsweise in ihrem stéchiometrischen
Verlauf oder in ihrer Abhingigkeit von der Konzentration der Komponenten,
in einer bemerkenswerten Beziehung unterscheidet®, ndmlich
so, dal sie durch eine ganz andere Abhingigkeit von der H+-Ionen-Konzen-
tration, von der Alkalitit der Versuchslosung, gekennzeichnet ist, so kann
ich den genannten Autoren nicht ohne weiteres beistimmen. Auch bei der
Kondensation zwischen Glucose und Glykokoll fand ich namlich ein aus-
geprigtes py-Optimum der Anfangs- Geschwindigkeit der Kondensation,
gemessen durch die Drehungsabnahme, obwohl das Gleichgewicht zwischen
der Glucose und der Amino-siure keine solche py-Abhédngigkeit zeigte, sondern
lediglich bei vergréBerter Alkalitit sich zugunsten der Kondensation verschob.
Die folgenden, aus der ersten Mitteilung von H. v. Euler und K. Josephson
iiber die Kondensation zwischen Glucose und Glykokoll?) entnommenen,
von mir bestimmten Zahlen mdgen hier als Illustration des oben Gesagten
wiedergegeben werden.

P Min. Drehung Drehungs-Abnahme
5.9 [ 21.64 —
10 21.52 0.12
20 21.40 0.24
30 21.34 0.30
8.1 [ 21.40 —
10 21.00 0.40
20 20.68 0.72
30 20.51 0.89
8.4 o 21.61 —
5 2I1.12 0.49
15 20.80 0.31
30 20.43 1.18
9.6 [ 21,04 —_
6 20.85 0.19
10 20.81 0.23
30 20.35 0.69

Nach diesen Frgebnissen scheint also die Anfangs-Geschwindigkeit
der Reaktion zwischen Glucose und Glykokoll ebenso wie die von E. Wald-
schmidt-Leitz und Gertrud Rauchalles gemessene Geschwindigkeit

5) Ztschr. physiol. Chem. 153, 1 {1926].
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der Kondensation der Glucose mit einem Dipeptid ein pg-Optimum zu be-
sitzen. Tiir die Gleichgewichtslage gilt dagegen die von H. v. Euler und
E. Brunius®) ermittelte Kurve.

DaB die beiden py-Optima bei der Kondensation von Glucose mit Glyko-
koll einerseits und mit Glycyl-glycin anderseits nicht zusammenfallen, ist
natiirlich nebensidchlich; die verschiedenen ILagen der Optimalbedingungen
der Kondensations-Geschwindigkeit diirften durch die verschiedenen Dis-
soziationskonstanten der Amino-sdure und des Peptids erklirt werden konnen.
Inwieweit die Wasserstoff-Zahl fiir die L,age des Gleichgewichts zwischen
Glucose und Peptid in dhnlicher Weise wie fiir die Geschwindigkeit der
Kondensation bestimmend ist, wie E. Waldschmidt-Leitz und Gertrud
Rauchalles es fiir wahrscheinlich halten, 148t sich aus den von diesen Autoren
mitgeteilten Zahlen kaum entnehmen. Vielleicht liegen die Verhiltnisse
beziiglich des Gleichgewichts wie bei der Amino-siure

SchlieBlich méchte ich auch hinsichtlich der von E. Waldschmidt-
Leitz und Gertrud Rauchalles gemachten Annahme, ,,daB der Einflu
der Wasserstoff-Tonen in dem votliegenden Falle die Bildungs-
Geschwindigkeit der Enzym-Substrat-Verbindung, nicht ihre Zer-
falls-Geschwindigkeit betrifft, und daB die Geschwindigkeitder Erepsin-
Wirkung durch die Bildungs-Geschwindigkeit der Enzym-
Substrat-Verbindung bestimmt wird”, betonen, daB der von den
zitierten Autoren gemachte Vergleich mit der enzymatischen Rohr-
zucker-Spaltung meine Ergebnisse iiber die Abhingigkeit des Gleich-
gewichtes zwischen Rohrzucker und Saccharase von der Wasserstoff-Zahl
nicht beriicksichtigt. Wie ich schon 1923 festgestellt habe?), hat nimlich die
von R. Kuhn?®) ausgesprochene (und von den genannten Autoren zitierte)
Vermutung, daBl das Gleichgewicht zwischen Rohrzucker und Saccharase
unabhingig von der Wasserstoff-Zahl ist, jedenfalls nur eine beschrinkte
Giiltigkeit: der Satz kann jedenfalls nur am alkalischen Ast der pg-Kurve
giiltig sein, nicht aber am sauren, da bei VergréBerung der Aciditit
gegeniiber dem Optimum das Gleichgewicht zwischen Rohrzucker
und Saccharasein hohem Maf3e beeinflufit wird. Der Satz von Kuhn:
,,Die Wasserstoff-Ionen bestimmen die Zerfalls-Geschwindigkeit des Sac-
charase-Komplexes', ist aber auch am alkalischen Ast der py-Kurve
der Saccharase nach einer von H. v. Euler, K. Josephson und K. Myr-
back?® auch im Jahre 1923 entwickelten Theorie dahin abgeindert worden,
daB die Gleichgewichte zwischen den verschiedenen reaktions-
fihigen Molekiilen und Jonen des Enzyms und der Substrat-
Verbindung von der Wasserstoff-Tonen-Konzentration beein-
fluBt werden®). Auch bei der $-Glucosidase des Emulsins liegen dhnliche
Verhiltnisse voril),

AbschlieBend sei hervorgehoben, da die durch experimentelle Ergeb-
nisse aus unserem Iaboratorium gut begriindete Theorie iiber die Art des Zu-

% B. b9, 1581 [1926].

") K.Josephson, Ztschr. physiol. Chem. 134, 50 [1923/24].

8) Ztschr. physiol. Chem. 125, 28 [1922/23].

®) Ztschr. physiol. Chem. 134, 39 [1923/24].

10) Siehe hierzu auch Euler und Josephson, Ztschr. physiol. Chem. 155, 1 [1926];
K. Myrbidck, Ztschr. physiol. Chem. 158, 160 [1926].

1y K. Josephson, Ztschr. physiol. Chem. 147, 1, u. zw. S. 81 u. ff. [1925].
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standekommens einer Bindung zwischen dem Darm-Xrepsin und einem Dipeptid
oder einer Amino-siure, durch die Ergebnisse des Miinchener Laboratoriums
voll bestitigt worden sind. Zum erstennial ist also in der Arbeit von Joseph-
son und Euler ,,die Bindung Enzym-Substrat auf eine rein chemische Reaktion
zwischen bestimmten, experimentell nachgewiesenen Atomgruppen sowohl im
Enzym wie im Substrat® zuriickgefithrt worden.

193. F.Wessely und E.Demmer: Die Konstitution des Fraxetins,
[Aus d. II. Chem. Institut d. Universitit Wien.)
(Eingegangen am 2o0. April 1928.)

Fraxetin, das Aglucon des hauptsichlich in der Rinde von Fraxinus
excelsior vorkommenden Glucosides Fraxinl) wurde durch die Unter-
suchungen von Salm-Horstmar und Rochleder? bekannt. Kérner und
Biginellid) haben spiter gezeigt, daBl Fraxetin ein Monomethyldther
eines Trioxy-cumarins ist, ohne die genaue Konstitution anzugeben.
Auch spitere Untersuchungen haben keine Entscheidung iiber die Struktur
dieser Verbindung erbracht.

Biginelli?) hat nach der Pechmannschen Cumarin-Synthese ein Trimethoxy-
cumarin dargestellt, dem er die Konstitution I zuschrieb, das aber von dem Dimethyl-
fraxetin, das Korner und Biginelli aus Fraxetin etrhielten, verschieden ist. Bar-
gellini®) erhielt durch Oxydation von Dimethyl-daphnetin mit K,S,0, unter Eintritt
einer Hydroxylgruppe einen Dimethylither eines Trioxy-cumarins, dessen Konstitution
aber nicht eindeutig festgelegt wurde.

Fiir das Fraxetin sind 1z verschiedene Strukturen méglich, da jedem
der 4 in Frage kommenden Trioxy-cumarine II—V je 3 Monomethyldther
entsprechen.

CH=CH CH=CH CH=CH
H3C0.i/<|—o«éo |/<—oﬂc‘o HO./<‘—O«éO
H,C0.[ HO.| J.OH _-OH

I.  OCH, II. OH III. OH
CH=CH CH=CH
HO. ]/<1—O—éO HO. r<_o_éo
HO.\/ HO.\/l.OH
IV. OH V.

Es war also zundchst die Konstitution des dem Fraxetin entsprechenden
Trioxy-cumarins und als nichster Schritt die Stellung der Methoxylgruppe
festzustellen.

Wird das Dimethyl-fraxetin in die entsprechende Tetramethoxy-
zimtsdure {ibergefithrt und diese der Oxydation mit KMnO, unterworfen,

1) Salm-Horstmar, Pogg. Ann. 100, 607 [1857].

?) Salm-Horstmar, Pogg. Ann. 107, 327 [1859]; Recchleder, Pogg. Ann. 107,
331 [1859]. 3) Gazz. chim. Ital. 21, IT 452 (1891].

%) Gazz. chim. Ital. 25, IT 365 [1895]. 5) Gazz. chim. Ital. 46, I 249 [1916].



