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Das in Xethanol sehr schwer losliche Semicarbazon schmilzt bei 20-1--2~20. 
3.101 mg Sbst.: 0.822 ccm N (oIO, 738 mm). 

Das violettrote p -Ni tro p h en y 1-11 y dr a zon schmilzt bei 161-162~. 
4.491 mg Sbst.: 9.90 mg CO,, 2.45 mg H,O. - 3.584 mg Sbst.: 0.636 ccm N (24O. 

C,H,,ON,. Ber. N 29.83. Gef. N 29.89. 

i 2 3  mm). 
C,,H,,O&U',. Ber. C 60.21, H 5.9;. N 19.21. Gef. C 60.12, H G.II, S 19.40. 
Die H ydri  er ung mit Palladium-Calciumcarbonat liefert 2-Met h yl- 

butanal-(4) (Schmp. des Semicarbazons 126--127O, des p-Nitro- 
phenyl-hydrazons 116~). Sie geht nach der schnellen Aufnahme eines 
Mols Wasserstoff langsani weiter. 

4. Arnold K. B a l l s  und Franz KCShler: Ober den Mecha- 
nismus der enzymatischen Dipeptid-Spaltung. (XX. Mitteilung zur 
Spezifittit tierischer Proteasen, in der von E. W a 1 d s c h m i d t - 

L e i t  z und Mitarbeitern begonnenen Untersuchungereihe.) 
j-hs d. Institut fur Biochemie d. Deutsch. Techn. Hochschule in Prag.] 

(Eingegangen am 5. November 1930.) 
Uber die Aufteilung des Darm-Erepsins in zwei Komponenten, in 

eine P ol yp  ep t i  d ase und eine Dip e p t i d ase , haben W a 1 d s c h mi d t  - 
Leitz,  Balls und Waldschmidt-Graserl) berichtet. In Fortfiihrung 
dieser Arbeit haben dann in diesem Jahre Waldschmidt-Leitz und 
B alls2) Nciheres iiber die Eigenschaften der Polypeptidase veroffentlicht. 

Die Trennung des ereptischen Enzym-Gemisches in seine Komponenten 
wird bei der Einwirkung von Ferrihydroxyd oder besser noch bei der 
von Ham a t  i t erreicht. Die Polypeptidase findet sich nach mehrmaliger 
Vornahme der Adsorption mit nahezu quantitative1 Ausbeute frei von Di- 
peptidase in der Restlkung. Die Elution der Dipeptidase aus dem Adsorbat 
gelang zwar nicht quantitativ; es scheint, daL3 die Abtrennung schiitzender 
kolloider Begleitstoffe eine grol3ere Instabilitat des Enzyms verursacht. 
Die so dargestellten Dipeptidase-Praparate waren aber praktisch frei von 
Polypeptidase. 

Der Nachweis eines selbstandigen dipeptid-spaltenden Enzyms im 
ereptischen Enzym-Komplex war damit erbracht. Es ist deshalb auch 
gerechtfertigt, die Wirkungsweise der Dipeptidase in Fallen, in denen das 
zu untersuchende Substrat durch Polypeptidase nicht angegriffen wird, 
schon mit dem polypeptidase-haltigen Enzym zu bestimmen. 

Das Ziel vorliegender Arbeit war nun, den Wirkungs-Mechanismus 
der enzymatischen Dipeptid-Spaltung niiher zu kennzeichnen. Die 
IJntersuchung einer Anzahl von sog. ,,Anilin-Peptiden", d. h. Peptiden 
aus Amino-saure und substituiertem Anilin, a d  &re enzymatische Zer- 
legbarkeit hat gezeigt, daL3 viele von ihnen durch Dipeptidase spaltbar sind. 
Diese Anilin-Peptide bilden wegen der Moglichkeit, ihre Konstitution und 
ihre Eigenschaften durch Einfiihrung von Substituenten verschiedener Art 
beliebig zu variieren, im Vergleich zu den Peptiden natiirlicher Amino-sauren 
ein wertvolles und ergiebiges Material fur das Studium des Mechanismus 
der Peptid-Hydrolyse. 

Versuche von E. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann und A. Schaff- 
ner3) haben gezeigt, daI3 das ,,Darm-Erepsin" for seinen Angriff eine freie 

l) E. Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls u. J. Waldschmidt-Graser, B. 69, 
956 [~gzg]. 

3, E. Waldschmidt-Leitz, W. Grassmann u. A. Schiiffner, B. 80, 359 [I927]. 

-- 

*) E. Waldschmidt-Leitz u. A. I(. Balls, B. 6$, 1203 [1930]. 
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Amino-4), nicht  aber eine freie Carboxylgruppe notig hat.  Das- 
selbe gil t  auch fur  die dipeptid-spaltende Komponente des ,,Darm- 
Erepsins", wie beispielsweise die Spaltbarkeit des Glycyl-pnitranilins 
(Tabelle I) zeigt. Es konnte also deinen ,  als sei die zweite, an der SPure-amid- 
Bindung beteiligte Komponente eines Dipeptids - die die Carboxylgruppe 
tragende Amino-sPure - nur von untergeordnetem EinfluB auf die enzyma- 
tisJle Spaltbarkeit. Andere, in der Literatur beschriebene Beobachtungen 6 ) ,  wie 
die stereochemische Spezifitat der Peptidasen, fiihren indessen zu einer 
entgegengesetzten Uberlegung. Danach ist die sterische Konfiguration 
der zweiten Komponente ekes Dipeptids fur seine enzymatische Zerleg- 
barkeit von der namlichen Bedeutung wie die der ersten Romponente. So 
wird z. B. Glycyl-d-alanin durch Dipeptidase hydrolysiert, wiihrend sich 
Glycyl-Z-alanin als unspaltbar erweist. 

Die Annahme, daf3 das Enzym sich mit dem Substrat nicht dur& eine, 
sondern durch zwei haptophore Gruppen verbindet, vermag diesen schein- 
baren Widerspruch zu erklaren. Euler und Josephson6) haben in ihrer 
,,Zwei-Affinitats-Theorie" die Ansicht vertreten, daI3 ein Enzym an zwei 
Stellen mit dem Substrat eine Bindung eingeht. Doch sind die aus dieser 
Theorie sich ergebenden Moglichkeiten selbst in der neueren Literatur nocb 
nie eingehender diskutiert worden. Im Falle der Dipeptidase ist die Amino- 
gruppe als erste Haftstelle allgemein anerkannt7). Ats zweite reaktions- 
fiihige Stelle, die auf Grund der oben mitgeteilten Beobachtung uber die 
stereochemische Spezifitat des Enzyms in der anderen Hiilfte des Dipeptid- 
Molekiils liegen m d ,  kommt vor allem die Iminogruppe in Betracht, da das 
Fehlen einer Carboxylgruppe fur die enzymatische Angreifbarkeit kein 
Hindernis darstellt 7'). 

Tabelle I. 
Verhalten einiger Glycyl-anilin-Derivate gegen ereptische Peptidasen: 

,,Erep- Amino-Poly- 
Sin"  peptidase 

............................... Glycyl-aniline) 0 0 

,, -p-nitranilin + +  0 

,, +-chlor-din.. ......................... 0 0 .. -0 toluidin ............................. 0 0 

,, -p-toluidin ............................. 0 0 

-o-amino-benzoesiiure 0 

-m-amino benzoesaure. + +  0 .. -p-amino-benzoesHure .................... + + * 
+-nitranilin-o-carbsaure + 0 

Die Zeichen bedeuten: o = nicht gespalten; -j= = wenig gespalten: + = gespalten; 

............................ 

.. .................... 0 .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

.. ............... 

++ = stark gespalten. 

4) vergl. die alteren Beobachtungen von H. T. Euler u. K. Josephson; Ztschr. 

s, P. A. Levene, R. E. Steiger u. L. D. Bass, Journ. biol. Chem. 82, 155 [~gzg]. 
O) H. v. Euler u. K. Josephson; Ztschr. physiol. Chem. IS, 279 [1gq-rgz4]; 

7) E. Abderhalden, Naturwiss. 17, 293 [IgZg]. 
7.) A. K. Balls,  Habilitations-Schrift, Prag 1930. 

physiol. Chem. 187, IZZ [1926]. 

K. Josephson u. H. v. Euler,  Ztschr. physiol. Chem. 162, 85 [rgzq. 

Einen entgegengesetzten Bef'und, daI3 Glycyl-&in durch ereptisches Enzym 
hydrolysiert wird, teilen E. Abderhalden u. H. Brockmann, Ferment-Ford. 10, 
159 [rgz8], mit. Unsere wiederholten Versuche zeigen die absolute Unspaltbarkeit dieees 
PrHparates, vergl. Experimenteller Teil S. 40. 

3* 
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Die Versuche dieser Abhandlung zeigen, daS die  zwei te  Haf t s t e l l e  
t a t sach l i ch  d i e  Iminogruppe  des  Pep t ids  is t .  Es ist namlich niog- 
lich, die Spaltbarkeit eines Peptids, durch Einfiihrung oder Stellungs-Ande- 
rung einer, gegeniiber dem Enzym, indifferenten Gruppe, deren Nahe die 
Reaktions-Fahigkeit der Peptid-Bindung bewirkt , zu andern. Die Bedeutung 
des Charakters der Peptid-Bindung fur die Affinitat zum Enzym geht hervor 
aus den Beispielen der Tabelle I uber die Spaltbarkeit verschiedener Glycyl- 
aniline. Wenn, wie die Tabelle zeigt, Glycyl-p-nitranilin, Glycyl-p-aniino- 
benzoesaure und Glycj-1-p-nitranilin-o-carbonsaure spaltbar sind, wahrend 
Glycyl-anilin, Glycyl-ptoluidin und Glycyl-o-amino-benzoesaure nicht spalt- 
bar sind, so d e u t e n  wir diesen EinfluI3 der  Subs t i t uen ten  (Carboxyl 
bzw. Nitrogruppe) a l s  e ine  P n d e r u n g  des  sau ren  Charakters  der  
Pept id-Bindungg) ,  und  zwar der  Iminogruppe;  denn die Anwesenheit 
dieser Substituenten ist fur die Spaltbarkeit an sich nicht notwendig. 

Darnach also sollte die Iminogruppe selbst (bzw. ihr Wasserstoffatom) 
an der Reaktion mit dem Enzym beteiligt sein. Fur diese Anschauung geben 
die Versuche von M. Bergmann,  d u  Vigneaud und ZervaslO) ein an- 
schauliches Beispiel. Erfolgt die Substitution des Imino-Wasserstoffs durch 
eine Acetylgruppe, statt durch ein Enzym, so macht sich eine bemerkens- 
werte Abnahme in der Stabilitat der Peptid-Bindung bemerkbar. 

DaI3 der saure Charakter der Iminogruppe auch durch den Abstand 
der sauren Substituenten von ihr bestimmt ist, wird besonders anschaulich 
durch die in der Tabelle gegebene Gegeniiberstellung der Spaltbarkeit von 
Glycyl-o-, -m- und -p-amino-benzoesaure belegt. Die Aminogruppe der un- 
spaltbaren Glycyl-o-amino-benzosaure ist , wie sich durch Analyse zeigen 
lafit, frei und besitzt, wie Hemungs-Versuche ergeben, die Fahigkeit, sich 
mit dem Enzym zu verbinden. Die Moglichkeit einer sterischen Hinderung 
der Vereinigung von Enzyn und Aminogruppe, durch die in o-Stellung be- 
findliche Carboxylgruppe, scheint also nieht in Frage zu kommen. Auch 
eine sterische Hinderung der Vereinigung von Enzym und Peptid-Bindung 
ist in Anbetracht der Spaltbarkeit von Glycyl-p-nitranilin-o-carbonsaure un- 
wahrscheinlich. Wenn demgegeniiber die m- und p-Verbindung der Glyc yl- 
amino-benzoesawe spaltbar ist, so wird man daraus schliel3en miissen,dal: 
nur die Anderung des elektrochemischen Charakters der Iminogruppe, be- 
dingt durch den in o-Stellung sich befindenden Substituenten, maI3gebend 
ist fur die Unspaltbarkeit der o-Verbindung. 

Die Hemmung der Dipeptidase-Wirkung durch Substanzen wie Chlor- 
acetyl-tyrosin und Acetursaurell), die infolge der Abwesenbeit einer enzym- 
verankernden Anunogruppe als reaktionsfiihige Gruppe nur die in der Peptid- 
Bindung selbst gelegene aufweisen und daher selbst nicht spaltbar sind, 
stiitzt gleichfalls die Anscbauung, wonach die Iminogruppe die zweite Haft - 

rergl. die -4nsicht ron P. A .  Lerene ti. H. S. Simms,  Journ. biol. Chem. 68, 7 1 1  

[1gz9!. wonach die Spaltbarkeit eines Peptids zum Teil eine Funktion der Dissozintions- 
kcnstanten der einzelnen Komponenten ist. 

lo) M. Bergmann, V. du Vigneaud u. I,. Zervas,  B.  62, 1909 [~grg; .  
' I )  Friiher haben H. r. Enler und K Josephson,  Ztschr. physiol. Chem. 167, 

I 12 [192Gl, eine Hemmung der Erepsin-Wirkqng mit Acetursaure nicht gefunden 
Die ron ihnen angewandte Konzentration der Hemmungs-Substanz war im allgemeineu 
geringer und die Hemmung gegen die Yerdaiiung ron Di&cin gemessen. 
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stelle fiir das Enzym sei. Die Hemmungs-Erscheinung ist der Verankerung 
des Enzyms an der zweiten Haftstelle, der Iminogruppe, zuzuschreiben. 

Bescbrelbun# der Versucbe. 
A. Enzym-Ldsungen und Substrate. 

I. Dars te l lung  de r  Enzym-Losungen.  
, ,Erepsin" wurde nach den Angaben von E. Waldschmidt -Lei tz  und 

A. Schaff ner 12) aus dem Glycerin-Extrakt von Darm-Schleimhaut dar- 
gestellt. Nach der Elution mit n/,,-Ammoniak nrird durch Kieselgur filtriert 
und dann neutralisiert. Das Praparat ist frei von Carboxy-Polypeptidase 
trnd Proteinase. 

Amino-Polypept idase  wurde nach den Angaben von E. Wald-  
Schmidt-Lei tz  und A. K. BallsI3) dargestellt. 

Die Darstellung der D ipep t idase  wurde wie folgendes Beispiel zeigt 
ausgefiihrt : 20 ccm einer Erepsin-Losung werden mit n/,-Essigsaure auf 
pH = 5.0 gebracht und I-ma1 mit 5 ccm einer wal3rigen Suspension von 200 mg 
feingepulvertern Hamatit adsorbiert. Das Adsorbat wird 2-ma1 mit 20-proz. 
Glycerin, das Acetat-Puffer vom PH = 4.7 enthalt, gewaschen; dann wird 
mit einer 20% Glycerin enthaltenden n/,,-sek.-Phosphat-Wsung eluiert, nach 
30 Min. durch Kieselgur abfiltriert und neutralisiert. AUe Operationen 
werden bei einer Temperatur von oo bis +so ausgefiihrt. Die Elution ent- 
halt O.OOOIO Dipeptidase-Einheiten und 0.00003 Polypeptidase-Einheiten14). 

11. Dars te l lung  von Subs t r a t en .  
Glycyl-ani l in:  Die Darstellung wurde nach der von W. Majert16) 

angegebenen Methode durchgefuhrt, nur mit der Modifikation, da13 das 
Peptid als Chlorhydrat isoliert wurde. Der ifberschul3 an Anilin wurde durch 
Wasserdampf-Destillation entfernt, die waBrige Lijsung filtriert, bei niederer 
Temperatur wieder zur Trockne eingedampft, der Ruckstand in absol. Al- 
kohol gelost und Salzsaure-Gas eingeleitet , bis die Krystalle des Chlorhydrats 
ausfielen. Nach dem Abkiihlen wurde filtriert. Fur 10 g Glykokoll-ester- 
Chlorhydrat wurden 100 ccm Alkohol benotigt, woraus 2 g des wei&n, 
krystallinen, etwas hygroskopischen Hydrochlorids erhalten wurden ; Schmp. 
170~ (unkorr.). Das Praparat enthielt noch geringe Mengen Ammonium- 
chlorid. 

15.51 mg Sbst.: 2.27 mg N (Pregl). - C,H,,ON,CI. Ber. N 15.1. Gef. N 15.7. 
112 mg Sbst. verbraucht. bei der alkohol. Titration 6.3 ccm a/,,-KOH; her. 6.0 ccrn 

Glycyl-o- toluidin:  Die Darstellung als Hydrochlorid ist analog der 
des Glycyl-anilins. Aus 10 g Glykokoll-ester-Chlorhydrat wurden 4 g Glycyl- 
o-toluidin als wei&s, krystallines Pulver erhalten ; Schmp. 256O (unkorr.). 

7.15 mg Sbst.: 0.99 mp N (Pregl). - C,H,,ON,CI. Ber. N 14.00. Gef. N 13.82. - 
99.0 mg Sbst. (titriert in Alkohol): 4.90 ccm n/,,-KOH; ber. 4.95 ccm n/,,-KOH. 

I~ / ,~ -KOH.  

l*) E. Waldschmidt-Leitz  u. A. Schaffner ,  Ztschr. physiol. Chem. 161, 31 

14) Eine Dipeptidase-Einheit entspricht ungefahr (unter den hier angegebenen 

16) W. Majert,  Dtsch. Reichs-Pat. 5917.1; Fried], Portschr. Teerfarben-Fahrikat. 

[ 19261. 

Versuchs-Bedingungen) der lo-fachen Spaltung der Polypeptidase. 

8. 1918. 

13) E. Waldschmidt-Leitz  u. A. K. Bal ls ,  B.  6$, xzog [1930]. 



38 Balls,  Kohler :  Uber den Meehanismwr TJahrg;. 64 

G 1 y c y 1- amino - be n z oe s a u r en : Die Darstellung erfolgte nach der 
Methode, die C. Tropp16) zur Darstellung der Glycyl-p-amino-benzoe- 
saure angegeben hat. Die Eigenschaften der p-Saure stimmen iiberein niit 
den von ihm angegebenen. 

Glycyl-o-amino-benzoesaure, Schmp. 236O. S.Oj6 mg Sbst.: 1.14 mg N 
(Pregl). - C,HlOO$TN,. Ber. N 14.4. Gef. N 14.2. - 50 mg Sbst. ("itration in Alkohol) : 
5.25 ccm n/so-KOH; ber. 5.16 ccm. 

Glycyl-rn-amino-benzoeszure, Schmp. 245O. 8.000 mg Sbst.: 1.15 mg h' 
(Pregl). - CBH,,O3N,. Ber. N 14.4. Gef. N 14.4. - 50 mg Sbst.: 5.21 ccm fi/ro-KOH; 
ber. 5.16 ccm. 

Nit  r i er ung de r G 1 yc p 1 - o - a mi no - b e nz oe s au r e : Mehrere Versuche, 
nitrierte Glycyl-o-amino-benzosaure durch Kuppelung und Aminierung der 
Nitro-amino-benzosaure darzustellen, waren erfolglos. Endlich gelang es, 
das Peptid selbst, ohne Zersetzung, zu nitrieren, allerdings in schlechter 
Ausbeute. 2.9 g Glycyl-o-amino-benzoesaure wurden allmahlich zu einem 
Gemisch von 50 g Schwefelsaure-Monohydrat und 1.51 g Kaliumnitrat bei 
- 5 0  bis -1o0 gegeben, 16Stdn. stehen gelassen und darnach auf Eis ge- 
gossen. Die SIure wurde zuerst mit festem Natriumcarbonat, dann mit 
Natronlauge neutralisiert. Die Losung wurde bei 40-50' fast zur Troche 
eingedampft und der Ruckstand 3-mal mit je 50 ccm heiQem Methylalkohol 
extrahiert. Der Extrakt wurde bei niederer Temperatur wieder zur Troche 
gebracht und in moglichst wenig heikm Wasser gelost. Die nach 12-stdg. 
Stehen ausgeschiedenen Krystalle wurden n d m a l s  aus Wasser umgelost . 
Hellgelbe Blattchen, Schmp. (von der Geschwindigkeit des Erhitzens ab- 
hangig) zwischen 245O und 260~. Die Substanz ist in Wasser und warmeni 
Alkohol ziemlich, in kaltem Alkohol schwer loslich. Ausbeute an gereinigtem 
Produkt: 0.6 g;  allerdings ging mehr als die Halfte beim Umkrpstallisieren 
verloren. 

Bei der Titration in Alkohol verbrauchten 81.4 mg Sbst. 3.5 ccm n/,,-KOH (Phenol- 
phthalein); fur C*H,O,N, ber. 3.42 ccm n/,,-KOH. 

N-[Chlor-acetyll-p-toluidin: 21.4 g p -  Toluidin wurden in 50 ccni 
Benzol gelost, in einer Kaltemischung gekiihlt und mit 28.25 g Chlor- 
acetylchlorid (in 50 ccm Benzol) gekuppelt. Durch abwechselndes Zu- 
geben von n/,-NaOH wurde die freiwerdende HCl neutralisiert. Das Kup- 
pelungsprodukt wurde nach beendeter Reaktion abfiltriert und aus heiBem 
Alkohol umkrystallisiert. Schmp. 168-169O (unkorr.). Ausbeute 35.0 g. 

GI y c yl- p - t o 1 u i d i n : 10 g gepulvertes [Chlor-acetyll-p-toluidin wurden 
mit der 10-fachen Menge waBrigem Ammoniak (25-proz.) 60 Stdn. bei 400 
stehen gelassen, das Reaktionsgemisch mit kochendem Wasser erhitzt und 
rasch abfiltriert. Nach Absaugen des uberschussigen Ammoniaks schied sich 
der Korper in schonen Krystallen aus, die dann vorsichtig aus wenig heikm 
Wasser umkrystallisiert wurden. Aus dem ungelosten Ruckstand konnten 
3 g Ausgangsprodukt, neben 2.3 g Iminokorper, isoliert werden. Ausbeute 
2.9 g; sintert bei 95O und schmilzt bei 137O zu einer klaren Flussigkeit. 

5.27 mg Sbst.: 0.895 mg N (Pregl). - C9H,,0N,. Ber. N 17.08. Gef. N 16.95. 

A'- [Chlor-acetyll-p-chlor-anilin: 13 g p-Chlor-anilin m d e n  in 
zoo ccm Ather gelost, gut abgekiihlt niit 17 g Chlor-acetylchlorid (in 

- 
Is) C. Tropp,  B. 61, I j j r  . .rg~S:. 
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50 ccm Ather) gekuppelt und durch abwechselndes Zugeben von n/,-NaOH 
immer alkali& gehalten. Nach beendeter Reaktion wurde abfiltriert, die 
atheriscbe Schicht im Vakuum eingeengt, der ausfallende Niederschlag mit 
dem ersten vereinigt und uber P,O, getrocknet. Ausbeute: 20.5 g ;  Schmp. 
173' (unkorr.). Liislich in Benzol, Essigsaure-anhydrid, Alkohol, unloslich 
in Petroliither. Krystallisiert aus heil3em Wasser in feinen Nadeln. 

Glycyl-p-chlor-anilin: Die Darstellung ist analog der oben be- 
schriebenen Gewinnung von Glycyl-ptoluidin. Aus 10 g [Chlor-acetyll-p 
chlor-anilin wurden, neben 4 g Ausgangsprodukt, 4 g Glycyl-pchlor-anilin 
erhalten. Es wurde aus heil3em Wasser umkrystallisiert. a m p .  850 (un- 
korr.) . 

6.00 mg Sbst.: 0.9 mg N (Pregl). - CtH,GNICI. Ber. S 15.22. Gef. N 15.00. 
N-[Chlor-acetyll-p-nitranilin: Eine Liisung von 7 g p-Nitranil in 

in ca. 250 ccm Ather wurde mit ca. IOO ccm Wasser unterschichtet. Nach 
dem Abkiihlen a d  3-50 wurde mit g ccrn Chlor-acetylchlorid (in 50 ccm 
Ather gelost) und 150 ccm n/,-NaOH gekuppelt. Die Substanz ist in Wasser 
unloslich, in Alkohol, Ather und Methylalkohol wenig loslich. Aus vie1 
heiI3em Alkohol umkrystallisiert: Schmp. 1850 (unkorr.). Ausbeute 7.5 g. 

Das fein gepulverte [C hlo r - ace t y l]-p- n i - 
t rani l in  wurde in der 10-fachen Menge waI3rigen Ammoniaks (25-proz.) 
suspendiert und 2 rage bei 400 gehalten. Die Substanz lost sich nicht, sondern 
ballt sich zu einer harten Masse zusammen, welche in einer Reibschale zer- 
kleinert und mit frischem Ammoniak angesetzt wurde. Dieses Verfahren 
wurde 2-ma1 wiederholt, das letztemal wurde der Niederschlag mit Wasser 
gewaschen und mit einem tfberschul3 (25 ccm) von zo-proz. Essigsiiure in 
der Kdte behandelt. Der ungeloste Riickstand wurde abfiltriert, das Peptid 
aus der Liisung mit n/,-NaOH gefgUt und mit Wasser, Alkohol und Ather 
gewaschen. Aus 4.5 g [Chlor-acetyl]-p-nitranilin wurden 2.3 g Peptid ge- 
wonnen. Hellgelbes Pulver; Schmp. 1650 (unkorr.). In Sauren loslich, in 
anderen Liisungsmitteln fast unloslich. 

8.86 mg Sbst.: 1.912 mg N - C,H,O,N,. Ber. N 21.55. &f. N 21.60. - 50 mg 
Sbst. in n/,,-HCl gelost, verbrauchten bei der alkohol. Rucktitration (Thymolblau) 
2.60 ccm n,/,,-KOH; ber. 2.60 ccm tall,-KOH. 

0.~2oo g Sbst.: 0.1475 g AgC1. - C8H,01N,Cl. Ber. C1 16.7. Gef. C1 16.6. 
G1 yc yl- p- ni t r ani li n : 

B. Spaltungsversache. 
Spal tung gewohnlicher Di- und Polypeptide durch ,,Darm- 

Erepsin", Amino-Polypeptidase und Dipeptidase. 
Das zl/,-fache der aus Tabelle I zu ersehenden Substrat-Mengen wurde 

in 5 ccm einer Liisung, die I ccm m/,-Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer 
enthielt, gelost und mit m/,-Ammoniak auf PH = 8.0. gebracht. Bei Ver- 
suchen mit ,,Erepsin" enthielt der Ansatz 0.00036 Dipeptidase-Einheiten und 
0.0027 Polypeptidase-Einheiten; die Verdauungszeit betrug 3 Stdn. Bei 
Dipeptidase-Versuchen enthielt der Ansatz o.ooooz Dipeptidase-Einheiten 
und 0.00ooo6 Polypeptidase-Einheiten; die Verdauungszeit betrug 26 Stdn. 
Bei Polypeptidase-Versuchen enthielt der Ansatz 0.000016 Dipeptidase-Ein- 
heiten und 0.008 Polypeptidase-Einheiten ; die Verdauungszeit betrug 3.5 
Stdn. Die Spaltung wurde durch Titration von 2 ccm des Ansatzes in 50 ccm 
95-proz. Alkohol gemessen. 



3kll 

I Titration 

1)ipeptide 
(;lycyl-glycin .............................. 
d,ldreucyl-glycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
d,l-Alanyl-glycin ........................... 
(;lycyl-Z.tyrosin ........................... 
Glycyl-d ,l-leucin ........................... 
(;lycyl-d.l-alanin ........................... 

d.I-J,eucyl-iliyl~ciii ......................... 

Triglycin .................................. 
d,l-I,eucgl-glyc).l-l- tyn::;in . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Pol ypeptitlc 

d.2- Alanyl-dig1 ycin ......................... 

-1ciditats- yo Spal- 

ccm I einer 
n/,,-I,auge 1 Bindung 

Tetraglycin ................................ 
d.l-.4lanyl-triglycin . . . . . .  : .................... 
d.Z-I,encyl-trigl~cin .......................... 
Pentagly~in'~) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

0.00025 

0.000.5 
0.0002-j 

0.00050 

0.000 jo 

0.OOO.jO 

0 . 0 0 0 2  j 
0.00025 
0.00025 
- 

0.0002j 

0.0002-j I 0.10 + 
0.00OI2 I 0.10 ' 8 
0.00012 0.I . j  , I2 

Linderstroni-Lang berichtete neulich uber die Schwierigkeit einei 
Spaltung von Leucyl - t r ig lyc in  niit Polypeptidase, die wie hier beschrieben 
dargestellt war. Die oben mitgeteilten Resultate bestatigen diese Beobach- 
tung. Auch das ,,Erepsin", also das Enzyni-Gemisch, spaltet Leucyl-triglycin 
sehr schwer, ebenso Alanyl - t r ig lyc in ,  obgleich die Alanyl-peptide fur 
gewohnlich leicht spaltbar sind. In der Tat zeigt sich, dafl alle hoheren 
Glycin-peptide nur sehr schwer gespalten werden. Es scheint, daI3 die Gegen- 
wart von inehreren Glycin-Resten zusaninien eine fur die Polypeptidase 
ungiinstige Konfiguration bildet. 

Spa l tung  von Ani l in-Pept iden  du rch  ,,Erepsin" und  Amino-Poly-  
pept idase.  

Da viele dieser Substrate schwer angreifbar sind, werden die Werte 
der alkohol. Titration durch eine Fa rbenreak t ion  erganzt. Diese beruht 
auf der Fahigkeit der Anilin-Derivate mit sa lpe t r iger  Saure  zu reagieren 
und d a m  rnit Phenol einen Farbs tof f  zu bilden. Von der Liisung der 
unten angegebenen Substrate (s. 'I'abelle 111) wurden z ccm zur Bestimmung 
mit 0.05 ccm n/,-Essigsaure gemischt, in Eis gekiihlt und dann 0.05 ccm 
p p r o z .  Natriumnitrit-Losung zugegeben. Dieser Losung setzt man nach 
30 Sek. I ccm n/,-Alkali und darauf 0.5 ccm einer I-proz. Phenol-I&sung 
zu. Nach 5-10 Min. laflt sich dann die entstehende Farbe beobachten. 
Es kann hier nicht im einzelnen ein allgemeines Verfahren angegeben werden, 
da die Bedingungen fiir die Diazotierung und Kuppelung der Anilin-Derivate 
bei den einzelnen Beispielen variieren. Ehe man diese Farbreaktion an- 
wendet, ist es notwendig, die Reaktion mit einein Csmisch von Substrat, 

17) Teilweise in Suspension. 
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-4ciditats- 
Zuwachs 

ccm 
n,l,,-I,auge 

bel le  11. 
- __ -. . . 

Dipeptidase 

O/b Spaltung 
von einer 
Bindung 

Mol dciditats- 
Substrat , Zuwachs 

Pro. ccni 
'fitration i 91/,,-Lauge 

0.00025 

0.0002j 

0.0002 j 

0.0002j 
0.0002 j 
0.0002 j 

0.00025 

0.0002j 

0.0002 j 

0.16 

0.i.i 

0.20 

i 0.55 

a 0.35 

0.04 

1 0.20 

! 

! 0.08 
0.00 

0.00007 0.04 - 
0.00025 , 0.10 

0.00012 I 0.05 

0.0002j , 0.Oj 

- - 

Spaltung 
Ton einer 
Bindung 

- 
Polypep tidase 

Yo1 
Substrat 

Pro 
Ti tration 

O.OOO'2 j 

0.0002 j 
0.0002 j 
0.00025 

0.00025 

0.0002j 

0.0002=j 
0.ooo'L j 
0.0002 j 
0.00007 

0.0002 j 
0.0002 j 

0.00OIZ 
O.OooI2 

0.01 I 0.4 
0.00 ! 0 

0.04 
0.03 
0.04 
0.01 

0.90 
0.68 
0.73 
0.28 
0.40 
0.15 

0.45 

0.10 

I 
I 
* 
0 

36 
'7 
29 
4 0  
16 
6 
n 

38 

Enzym und Puffer, zu den1 eine Spur des als Endprodukt zu erwartenden 
Anilin-Derivates gegeben ist, auszuprobieren. Nur so ist es moglich zu er- 
fahren, unter welchen Bedingungen die Diazotierung verlauft, ob in der 
Kalte oder bei Zimmer-Temperatur, ob das Alkali vor dem Phenol zugegeben 
werden muB, oder ob esbesser ist, eine alkalische Phenol-Lasung zu verwenden. 
Manche Enzym-Ltisungen sind ungeeignet, da es vorkommt, d& sie selbst 
eine gelbe Farbe geben. Auch ist es wichtig, die Puffer-Mengen sorgfaltig 
festxustellen. Wenn die notigen Vorsichtsmaflregeln getroffen sind, ist die 
Methode genau und wegen ihrer groI3en Empfindlichkeit wichtig. 

Bei den in Tabelle 111 angegehrneu Versuchcn wurden die Titrationen mit j ccm 
Losung in IOO ccm g5-proz. Alkohol durchgefiihrt ; zu den Diazotierungs-Proben wurden 
jemeils 2.00 ccm genommen. Die Suhstrat-Konzentration ist in Milligrammen pro 5.00 ccm 
fur die Titrationeu und pro 2.00 ccm fur die Diazotierungs-Versuche angegeben. -4n 
Puffer aurde entmeder im Falle von .-\mmoniak-Ammoniunichlorid die Halfte, oder im 
Falle von Phosplint ein Fiinftel der angewandten Aqnivalente Substrat zugcgehm. Das 
pH war 8.0. 

Hemmung  der  Spa l tung  von Glycyl-m-amino-  und  Glpcyl-p-  
a m  i no  - b e n z o e s a ur  e i n  G e ge n w a r t  v o n G 1 y c yl- o - a mi no  - be n z o e - 

saure .  
150 mg Glycyl-o- 

amino-benzoesaure wurden in 25 ccm Wasser, das ml,-Ammoniak-Ammo- 
niumchlorid-Puffer (I : I) enthielt, aufgelost, mit 0.004 Dipeptidase-Ein- 
heiten (als ,,Erepsin") versetzt, und das Geniisch 15 Min. im Thermostaten 
bei 30° behalten und dann mit einer Iijsung von 75 mg Glycyl-pamino- 
benzosaure in 25 ccm Wasser, die 0.5 ccm m/,-Ammoniak-Puffer enthielt, 
auf 50 ccm aufgefiillt. Das p.4 der Mischung war 8.0;  mit 5.00 ccm diesel 

Ver s uc h e mi t G 1 y c yl- p- a mi no  - be  nzoe s a u r e : 
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- 

Substrat 

Glycyl-anilin .. . . . . . . . . . . . . . 
Glycyl-p-nitranilin l i )  . . . . . . . . 

Glycyl-p-chlor-anilin . . 

Glycyl-o-toluidin . . . . . . . . . . . 
Glycyl-p- toluidin . . . . . . . . . . . 

. . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . .  

Glycyl-o-amino-benzoesaure . 

Glycyl-nz-amino-benzoesaure . 

Glycyl-p-amino-benzoesaure . 

Glycyl-p-nitro-o-amino-benzoesaure . . . . . . . . , 

-- 
.4ngc- 

wandte 
Mcnge 

pro Be- 
timrnung 

tng 

8 
3 0  

"0 

1 

3 
1 I 0  

4 
4 
8 

I 0 0  

4 
4 

I 0 

I 0 
60 
60 
30 
.io 
$0 

-10 

I i 
I .i 
I 

I 

Ta-  
- -- 

Angewandte 
Enzym-Einheiten 
pro Bestimmung 

Di- 
peptidase 

0 0001 j 
0.0010 

0.0010 

0.0003 

0.0004 j 
0.00009 

o.ooorj 
0.00047 
0.0000g 

0 003 
0.003 
0.0014 
0.0042 

0 

0 

0 

0.0001 

0 
0 0014 
0.0042 

0 0000s 

o 00016 
0 

0 

Irnino-Poly- 
peptidasc 

0.0017 

0.015 
0.01 j 
0.008 

0.006 
0.0052 

0.0016 
0.0017 
0.0052 

0.0016 
0.030 
0.030 

0.015 
0.045 

0.001 

0.015 
0.04 j 
0.0006 
0.0006 
o.oor8 
0.0013 

0.0010 

O . O O I 0  

0.001 

Losung wurde die Spaltung mit Hilfe der Diazotierungs-Proben verfolgt , 
und mit einer Losung von 75 mg der p-Saure. 1.j ccm Puffer und 0.004 Di- 
peptidase-Einheiten in 50 ccm Gesamtvolumen (pa = S.0) verglichen. 

Stunden p n ~ u  - ortho IJOWI allein 
0 0 0 

I 0 0 
1. t - 

( I  - -  '7 
22 - . ,  - 

Die Zeichen hedeuten: 0 = keine Spaltung; & = wenig Spaltung; $- = Spaltung ; 
+ + = gute Spaltung. 

Ver s uc he  Zu wechselnden 
Mengen einer Losung der ortho-Saure, die in j o  ccni 300 mg enthielt, wurden 
z ccm Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer un do.25 ccm ,,Erepsin" ( =  0.004 
Dipeptidase-Einheiten) zugegeben. Dieser Ansatz kam dann 30 Min. in den 
Thermostaten von 300. Dann wurden 2 ccm einer auf gleiche Weise be- 
reiteten I&sung der meta-Saure zugegeben und die Losungen in allen Fallen 
mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. Die Farbenreaktion wurde dann nach 

mi t  G l  yc  yl- m - a mi n o - be n z o e s a u r  e : 

____- 
li) in Susprnsion 
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belle I1 

Zeit 
Stunden 

17 
18 
46 
4 
6 
5 
I5 
I5 
16 
5 

I5 
15 
19 
43 
I7 
41 
22 

22  

I8  
42  
22 

22 
22 

22 

Aciditats- 
Zuwachs 

ccm 
n/,,-lauge 

'j& Spaltung 
von einer 

Bindung 
CO . NH- 

Diazotier.- 
Probe 18) Puffer 

Phosphat 

Phosphat 

Phosphat 

Phosphat 

Phosphat 

-1mmoniak- Ammoniumchlorid 

Ammoniak- Ammoniumchlorid 

Phosphat 

7-erschieden langen Verdauungszeiten mit 2 ccm der Wsung durchgefilhrt. 
Die Farbenintensitat wurde mit einer Reibe von Standard-Wsungen ver- 
glichen. Diese hatte man erhalten durch Diazotierung von bekannten Mengen 
von m-Amino-benzoesaure unter den gleichen Bedingungen. Die Resultate 
zeigen die gescbatzte Menge der durch das Enzym in Freiheit gesetzten 
m-Amino-benzoesaure. 

Tabelle IV. 
Spa l tung  von Glycyl-m-amino-benzoesaure durch  ,,Erepsin". in Gegenwart 

v o n G 1 y c y 1 - o - a m in o - be n z o e s a u r e . 
Z us am m e n s e t z u n g d e r \re r d a u u n g s -L 6 sung . 

.................................. - 7-ersuch Nr. I 3 4 
ccrn Stammlosung von Glycyl-o-amino-benzuesaure . o - 1 8 
ccrn Stammlosung von Glycyl-m-amino-benzoesaure . z 2 0 2 
C C ~  ,,Erepsin"-Lijsuug .......................... 0 . 2 j  0.2.j 0.25 0.25 
Gesamtvolumen ................................ 10.0 10.0 10.0 10.3 

l a )  Zeichen bedeuten: o = nicht gespalten; & = wenig gespalten; + = gespalten; 
j + = sehr stark gespalten. 



44 Bal ls ,  Kohler.  [ Jahrg. 64 

"ach der Verdauung enthielten I ccrn der ohigen Jriisnngen folgende Yengel1 
rn-.~mino-benzoesaure (mg) : 

Versuch h-r. I 3 4 
S o d i  o Stdn. ................................. o 0 0 0 

.................................. - 
.. .< ................................... 0.j '0.2j 0 . I . j  0.15 
.. 7 ................................... 0.j 0.5 0.lj 0.25 

I d e n t  i f i z i e ur  n g d er S p a1 t 11 n g s- E n  d p r  o d u k t e. 
Glycpl -p-n i t ran i l in :  220 g Glycyl-pnitranilin wurden mit 4 ccm 

m/,-Phosphat-Puffer voni PH = 8.0 zusanimen ini Morser verrieben und 
dann mit 75 ccm Wasser, das z ccni Erepsin-Losung (= 0.0020 Dipeptidase- 
Einheiten) enthielt, versetzt. Nach einer Verdauungszeit von 10 Stdn. bei 
30° und gelegentlichem Umschiitteln wurde I ccm n/,-Sodalosung zugegeben. 
Dann wurde 3-mal rnit einem gleichen Volumen Ather extrahiert. Der Ruck- 
stand nach Verdampfen des Athers wurde in 75 ccm heil3em Wasser unter 
Zugabe von 0.5 ccm n/,-Essigsaure gelost. Diese Losung wurde abermals 
3-mal rnit Ather wie vorhin extrahiert. Nach dem Verdampfen des Lijsungs- 
mittels wurde einmal aus sehr verdiinnter Essigsaure umkrystallisiert. 
Beini Einengen auf 4 ccm erscheinen orangegelbe Krystalle. Schmp. 1460 
und 147' (unkorr.). Misch-Schmp. rnit p -Ni t ran i l in  147'; Ausbeute 25 mg 

Glycyl-m-amino-benzoesaure:  400 mg der Substanz wurden in 
100 ccm Wasser, das 3 ccm n/,-Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer (I : I) 
enthielt gelost, auf PH = 8.0 gebracht und 18 Stdn. bei 39O rnit 0.0047 Di- 
peptidase-Einheiten (als , ,Erepsin") verdaut. Dann wurde die Losung mit 
Salzsaure auf pH = 6.0 gebracht und 2-ma1 rnit einem gleichen Volumen 
k h e r  extrahiert. Nach dem dieser verdampft worden war, wurde der Ruck- 
stand in 50 ccm Wasser gelost und noch 2-ma1 rnit Ather extrahiert. Nach 
dem Verdampfen des Athers wvurde ein Riickstand von 11 mg erhalten. 
Schmp. 1740 (unkorr.); Misch-Schmp. rnit m-Amino-benzoesaure (I : I) 

Glycyl-p-amino-benzoesaure:  300 mg dieser Substanz wurden in 
75 ccm wal3riger Liisung, die 3 ccm Ammoniak-Ammoniunichlorid-Puffer 
enthielt, 18 Stdn. rnit 0.0047 Dipeptidase-Einheiten verdaut. Temp. 390. 
Die Losung wurde dann, wie im vorigen Versuch bei der m-Verbindung be- 
schrieben ist, behandelt. Die Ausbeute betrug 16 mg eines schonen, krystal- 
linen Riickstandes; Schmp. 185O (unkorr.). Der Misch-Schmp. rnit p-Amino- 
benzoesanre war 185~. 

H e  m m u n g 

= 16%. 

- 175". 

d e r  D i p e p t i d a se d u r c h [C h lor  - ace  t y 11 - t y r o si n un  d 
Acetursaure .  

Zu einer Ldsung von Leucyl -g lyc in ,  die Ammoniak-Ammonium- 
chlorid-Puffer (I : I) enthielt, wurde [Chlor-acety1-j-tyrosin bzw. Acetursaure 
gegeben und diese Liisung dann mit n/,-Ammoniak auf PH = 8.0 eingestellt. 
'Dieser Losung wurde nunmehr gereinigtes ,,Erepsin" zugegeben, das aus dem 
gewohnlichen Tonerde-Adsorbat durch Elution rnit einer 400/'; Glycerin 
enthaltenden Losung von n,/,,-sek-Phosphat dargestellt war. Von diesem 
Ansatz wurden vor und nach der Verdauung bei 30° aliquote Teile alkoholisch 
titriert. Die in der Tabelle V angegebenen Werte gelten fiir 5 ccm Liisung 
pro Titration. 
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Tabelle V. 

45 

Angew . Angew. 
Hemmunps- Leucyl- 

substanz glycin 
Mol Mol 

Zeit Angew. 
Puffer Miu. 
Mol 

Angew . 
E n q m  
Di.-e. 

0 . 0 0 0 g  0 

0.m.i 0 

0.0003 0.00010 

0.-3 0 

0.0003 0.000'2j 

0.0003 0,000 2 .j 

0.0002 0 
0.0002 0.000 j 
0.0002 0.0010 

iC hlor - a ce t y l] - t y rosin : 
0.000j 0.001 

0.0005 0.001 

O.OOO1 0.000+ 

0.0002 0.0004 
0.0005 0.001 

0.0005 0.001 

Acetursaure: 
0.0005 0.001 

O.OO0 j 0.001 

O.OO0j 0 .oo I 

217 
217 

53 
53 

I& 
I 6 0  

I& 
I 6 0  
IGO 

Aciditats 
2 u\Yachs 

ccm 
n/,,-Lauge 

0.80 

0.35 

0.55 

0.05 

0.2"- 

0.0 j 

0 . j j  

0.40 
0.15 

D er D e u t sc he n For sc-u n g s - Geme i n sc ha f t dar-..en wir ergebenst 
fur die zur Verfiigung gestellten Mittel. 

5. Ernst  Waldschmidt-Leitz und Arnold K. Balls: 
Zur Frage nach den Ursachen sterischer Auslese durch Enzyme. 

(XXI. Mitteilnng eur SpeeifiSt tierischer Proteasen.) 
[Aus d. Institut fur Biochemie d. Deutsch. Techn. Hochschule in Prag.] 

(Eingegangen am 5 .  November 1930.) 

Die Erscheinung der sterischen Auslese bei enzymatischen Reaktionen 
ist zuerst durch Emil Fiscber in dem Sinne gedeutet worden, ,,d& mischen 
den Enzynen und ihrem Angriffs-Objekt eine h l i c h k e i t  der molekularen 
Konfiguration bestehen muB, wenn Reaktion erfolgen s01l"~). Das bekannte 
Gleichnis von W o l 3  und Schliissel veranschaulichte diesen Gedanken. Fur 
das Verstandnis enzymatischer Reaktionen iiberhaupt hat es sich als sehr 
fruchtbar erwiesen; fur die Annahme der Bildung intermediarer Enzym- 
Subs  t r a t  - Ver bin dung en bei en z y m a t  i sc hen K a t  a1 y se n bilden die 
Erscheinungen der sterischen Spezifi t a t  eine der wichtigsten Stiitzen. 

Auf Grund seiner Beobachtungen iiber die spezifiscbe Spaltbarkeit 
sterisch isomerer Glucoside und Peptide gelangte E mi 1 Fi s c he r bekanntlich 
zu der Schldfolgerung, dal3 nur die aus den natiirlich vorkommenden Anti- 
poden zusammengesetzten Substrate, z. B. Peptide, enzymatisch zerlegbar 
seien. Diese Aussage bat durch neuere Erfahrungen an peptid-spaltenden 
Enzymen eine Einschrankung erfahren. Wiihrend sie fiir die Hydrolyse 
von Dipeptiden, d u r h  Dipeptidase, durchwegs zu gelten scheint e), wird 
die sterische Auslese bei der Wirkung polypeptid-spaltender Enzyme, z. B. 
Amino- Polypeptidase oder Carboxy-Polypeptidase, oft nur durch die Konfi- 
guration der an der Vereinigung mit dem Enzym beteiligten Amino-saure- 

l) Ztschr. physiol. Chem. 26, Go, u. zw. S. S z  [1898]. 
2) vergl. die zahlreichen Arbeiten von E. Abderhalden und Mitarbeitern, Fer- 

ment-Forsch., sowie neuerdings P. Rona u. Th. Marsson, Biochem. Ztschr. 224, 384 
CI9301. 




