
Nr. 4119401 Kazama.  331 

Das Umlagerungsprodukt wird auch hier als m-Dinitrobenzoat isoliert; es bildet, 
aus Aceton-Methanol umkrystallisiert, nahezu farblose Nadeln vom Schmp. 147-1480. 

17.1 mg Sbst., 2 ccm Chloroform, I = 1 dm, aD: +O.O5O, [a]g: f5.85O. 
5.095 mg Sbst.: 13.170 mg CO,, 3.610 mg H,O. - 4.073 mg Sbst.: 0.177 ccm N, 

C,,H,,O,N,. Ber. C 70.55, H 8.02, N 4.84. Gef. C 70.50, ‘H 7.92, N 5.03. 
(24O, 765 mm). 

Der durch Verseifung gebildete Alkohol schmilzt bei 136O. er fallt nicht mit Digitonin. 
22.4 mg Sbst., 2 ccm Chloroform, I = 1 dm, aD: 4.72O. [a]E: -64.5O. 
Das Acet  a t  bildet aus Aceton-Methanol Blattchen vom Schmp. 920. 
8.0 mg Sbst.. 2 ccm Chloroform, I = 1 dm, aD: -4.18O, [a]s:  -350. 
4.530 mg Sbst.: 13.540 mg CO,, 4.420 mg H,O. 

C,,H,,O,. Ber. C 81.62, H 10.88. Gef. C 81.52, H 10.92. 

Auch dieses Umlagerungsprodukt addiert bei der katalytischen Hydrierung nur 
1 Mol. Wasserstoff. Das gebildete Dihydro-Derivat bildet ein m - D i n i t r o b e n z o a t  
vom Schmp. 112-113°. 

30.7 mg Sbst.. 2 ccm Chloroform, I = 1 dm, aD: +0.2S0. [a]g: +18.Z0. 
5.008 mg Sbst.: 12.910 mg CO,, 3.710 mg H,O. - 3.138 mg Sbst.: 0.143 ccm N, 

C,,H,,O,N,. Ber. C 70.29, H 8.33, N 4.83. Gef. C 70.31, H 8.29, N 5.15. 

Hrn. Prof. Windaus  bin ich f i i r  die Leitung meiner Versuche zu grol3em 
Dank verpflichtet. Der I.-G. F a r b e n i n d u s t r i e  A.-G., Werk Elberfeld, und 
der Chem. Fabrik E. Merck,  Darmstadt, danke ich vielmals fur die Forderung 
dieser Arbeit. 

(23O, 745 mm). 

58. Tunehiro Kazama : 
enzymatischen 

Zusammenwirken von zwei Faktoren im 
Abbau von Benzoyl-diglycin*) . 

[Aus d. medizin.-chem. Institut d. Kaiserl. Universitat Kyoto.] 
(Eingegangen am 28. Februar 1940.) 

Durch die Untersuchungen von G. Yoshimatsul)  und K. Komatu2)  
ist gezeigt worden, da13 einige Acylderivate von EiweiBkorpern, wie P-Naphtha- 
linsulfo - Gelatine, P - Naphthalinsulfo - Gelatinepepton, P - Naphthalinsulfo- 
Casein, Benzolsulfo-Gelatine, Benzolsulfo-Gelatinepepton, Benzolsulfo-Casein 
und P-Naphthalinsulfo-Keratin, durch das Zusammenwirken von Pankreas- 
und Nierenprotease vie1 rascher zerlegt werden, als durch jedes einzelne dieser 
Fermente fur sich. Auf Grund dieser Beobachtungen wurde von ihnen die 
Vermutung ausgesprochen, da13 eine der beiden Proteasen die betreffenden 
Substrate so weit abbaut, - wenn auch in manchen F’allen die Spaltungen 
kaum meBbar sind - daB sie der weiteren Hydrolyse durch die andere zu- 

*) Die vorstehende Arbeit wurde in den Hauptziigen am 17. Oktober 1938 beim 
XIV. GeneralkongreD der J apanischen Biochemischen Gesellschaft protokolliert. Die 
Versuche muaten vorzeitig abgebrochen werden; da sich bIs jetzt keine Gelegenhdt 
geboteu hat, dieselben wieder aufzunehmen, sollen sie als v o r l a u f i g e  M i t t e j l u n g  ver- 
offentlicht werden. 

l) Acta Scholae med. Univ. imp. Kyoto 12, 131, 141, 147 [1929]. 
z, Nippon Seikagakkai K a M  11, 224 [1936]. 
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ganglich werden. Die hier wirksame Nierenprotease sol1 nach Komatu  die 
sog. ,,Sulfopeptidase"3) sein. Diese Annahme Komatus  ist aber nicht ganz 
folgerichtig, denn die ,,Sulfopeptidase" ist definitionsgemaf3 spezifisch auf 
P-Naphthalinsulfo-, pl'oluolsulfo- und Benzolsulfo-diglycin eingestellt und 
nicht auf Acylderivate von hochmolekularen Eiweiakorpern. AuBerdem ist 
eine Spezifitat in bezug auf die Atomgruppe -SO,-NH- meines Wissens niemals 
erwiesen worden. 

IJm in dieser Richtung eineii Schritt weiter zu komnien, priifte ich die 
analogen Verhaltnisse an den Acylderivaten von kiinstlich hergestellten 
Peptiden genau bekannter Knnstitution. Fur diesen Zweck wurden zwei 
Peptid-Derivate gewahlt : $-Naphthalinsulfo-triglycin und Benzoyl-diglycin. 

Der Abbau von P-Naphthalinsulfo-triglycin durch Pankreasauszug war 
maSig, mit Nierenauszug aber war fast kein Abbau nachzuweisen; durch 
Zusammenwirken beider wurde er nur unbedeutend heschleunigt (Tafel 1). 

Bei der Aufspaltung von Benzoyl-diglycin war jeder der beiden Ausziige 
fur sich allein fast unwirksani, erst ihre Vereinigung fiihrte zu einer 
erheblichen Fernientwirkung (Tafel 2). 

Da diese Reaktionsbeschleunigung in solcheni husnial3e eintritt, ist der 
stufenweise Abbau durch zwei Fermente fast undenkbar, urn so mehr, als die 
ersten Angriffspunkte der Fermente nach meinen friiheren Versuchen4) 
wahrscheinlich nicht in der Peptidbindung zwischen Benzoyl und Diglycin 
liegen, sondern in der zwischen beiden Glykokollkomponenten liegenden 
Peptidbindung. 

Die Beteiligung der sog. , ,Sulfopeptidase" ist hier wiederum ausge- 
schlossen, da eine Reaktionssteigerung bei Benzoyl-diglycin beobachtet wird, 
welches gar keine Sulfamidgruppe enthalt. 

Diese Befunde zeigen zum mindesten, daS fur die Zerlegung von Benzoyl- 
diglycin wenigstens zwei zusammenwirkende Faktoren verantwortlich sind. 
Uber die Natur dieses Zusammenwirkens lassen sich allerdings noch keine 
weiteren Aussagen machen. 

3 j  S .  O t a n i ,  Acta Scholae med. IJniv. imp. Kyoto 15, 164, 170, 182 j1934j. 
4 j  Weil diese Tatsache in meinen friiheren Mitteilungen nicht crlautert wurd e ,  

miissen hier einige Erklarungen beigefiigt werden : 
Da ein Enzympraparat (1. Eluatj, auch wenn es nur eine kleine Menge Histozym 

enthalt, mit noch geniigender Geschwindigkeit Benzoyl-diglycin angreift, kommt die 
Moglichkeit, dal3 dnrch Histozym in der Peptidbindung zwischen der Benzoylgruppe 
und Diglycin eine Spaltung s t a f i n d e t ,  nicht in Frage. (Vergl. Tafel 4, Acta Scholae 
med. Univ. imp. Kyoto 23, 159 [1939]. 
' Der Angriffspunkt der Nierenpeptidase auf Benzoyl-triglycin liegt auch auf Grund 

des Vergleichs seiner Zerlegungsgeschwindigkeit mit der des Benzoyl-diglycins hochst- 
wahrscheinlich in der Mitte der Peptidkette. Die Aufspaltung der der freien Carboxyl- 
gruppe des Peptids benachbarten Peptidbindung ist deshalb ausgeschlossen, weil das 
Hydrolysenergebnis dasjenige des Benzoyl-diglycins um einen 1 Xol. Glykokoll ent- 
sprechenden Aciditatszuwachs iibersteigt. Die Zerlegung in Benzoesaure und Triglycin 
ist auch unwahrscheinlich, weil das entstandene Triglycin bedeutend langsamer als 
Diglycin angegriffen wird. (Vergl. Tafel 1 u.  4, Acta Scholae med. Univ. imp. Kyoto 2.3, 
172 r1939j ,) IXe hier wirksame Peptidase ist infolgedessen eine Endopeptidase, wie sie 
vor kurzem y o n  M. Hergmann festgestellt wurde (Journ. hiol. Chem. 117 ,  18's 119371). 
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Zusammensetzung der Fermente 
(Glycerinauszug 1 : l O )  in ccm 

Niere I Pankreas 

T a f e l  1. Versuche  m i t  13-Naphthalinsulfo-triglycin: 14.9. - 24. 9. 1938. 

Spaltung Aciditatszuwachs 
in ccm n/,-KOH 

in 24Stdn. I %  

Zusammensetzung der Fermente 
(Glyceriuauszug 1 : 10) in ccm 

Niere 11 Pankreas 

0.125 

0.125 
0.063 

. .  

Spaltung Aciditatszuwachs 
in ccm n/,-KOH 

in 24 Stdn. 1 %  

- 
0.25 
0.25 
0.125 

0.03 
0.12 
0.55 
0.31 
0.27 
0.37 

0.04 
0.66 
0.76 
0.55 

1.5 
7 

33 
18.5 
16 
22 

2 
39.5 
45.5 
33 

Zusammensetzung der FermenJe 
(Glycerinauszug 1 : 10) in ccm 

Niere 1 Pankreas Diinndarm 

.~ - 0.50 
0.25 0.50 

0.50 0.10 
0.25 0.25 

Tafe l  2. Versuche rnit Benzoyl -d ig lyc in ;  14. 9. - -  24.9.1938 

Aciditatszuwachs Spaltung I 

in ccm '~/,-KoH 
in 24Stdn. I %  

1.5 I 0.03 
0.00 0 
0.06 3 
0.02 1 

I 

0.25 

0.25 
0.125 
0.20 
0.05 

0.50 
0.50 
0.25 
0.10 
0.40 

Tafe l  4. Versuch m i t  f r i scheren  F e r m e n t e n  (Benzoyl -d ig lyc in) ;  
18. 11. - 25. 11. 1938. 

Zusammensetzung der Fermente 
(Glycerinauszug 1 : 10) in  ccm 

Xiere 1 Pankreas 
~~ ~~ 

Aciditatszuwachs 
in ccm n/.-KOH 

0 25* - 

0.50. 
0.25' 0.50* 
0 25* 0.05* 

0.50' 
0 25' 0 50. 

I 

0.05 
0.14 
0.32 
0.14 
0.13 
0.14 

3 
8 

19 
8 
8 
8 

Die hier benutzten Ausziige wurden im September, also 2 Monate vor dem Gebrauch 
hergestellt. Zum Unterschied von den friiher hergestellten werden sie, sowohl in diesex 
Tafel als auch in den folgenden, mit gekennzeichnet. 
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Zusammensetzung der Fermente 
(Glycerinauszug 1: 10) in ccm 

Niere Pankreas 
~ 

0 25 0.50 
0 25* 0.50" 
0.25* 0.50* 

Aciditatszuwachs Spaltung 
in ccm n/,-KOH 

in 24Stdn 1 %  
1 2; 

0.45 27 
0 4 P )  
0 04b) 

Zusammensetzung 
cler Fermente (Glycerin- 

auszug 1 : 10) in ccm 
. ~. .  -~ . 

Niere Pankreas 

0.25* 0.50 
0.25 0.50' 
0.25* 0.50* 
0.25* 0.50* 

I 

= 
Spal- 

% 

tung 

42 
38 
3 h 
36 

A4ciditats- AbiditPts- 
Vor- zuwachs zuwachs 

in ccni Spaltung in ccm 

in 24 Stdn. % in 48 Stdn. 
n/,-KOH behandlung n!,-KOH 

keine 0.34 20 0.70 
keine 0.30 18 0.64 
keine 0.34 20 0.60 

30 Min. 37OC 0.35 21 0.60 

Wie in den Tafeln belegt ist (vergl. Tafel 4 u. 5 niit den anderen), ist 
init iiber 3 Monate im Eisschrank aufbewahrten Ferment-Ausziigen die 
Wirksamkeitssteigerung sofort nach dem Zusammenbringen der Fermentc 
erzielt worden, wahrend mit frischeren Ausziigen dies gar nicht oder nur mit 
geringem Erfolg moglich war. Um die vplle Reaktionsbeschleunigung auch 
hier zur Entfaltung zu bringen, geniigte es in diesen Fallen, die Ferment- 
praparate nach dem Zusammenbringen 30 Min. bei 37O stehen zu lassen. 

Da bei einem Zusatz von Diinndarmschleimhaut-Extrakt (Tafel 3) keine 
Beschleunigung der Spaltung erfolgte, so ist eine Aktivierung der Nieren- 
peptidase durch die in dem Pankreasextrakt befindliche Enterokinase aus- 
geschlossen. 

Beschreibung der Versuche. 
DieVersuche wurden in derselben Weise wie meine fruheren') angestellt. Die 

Einwaage der Substrate war 1/4 Millimol. Diese Menge wurde rnit 1.0 ccm n, 5- 

Phosphatpuffer vom PH 7.65 vermischt, dann rnit n/,-NaOH auf ~ ~ 7 . 6 - 7 . 8  ge- 
bracht und mit destilliertem Wasser auf 5.0 ccm.aufgefiillt. Zu diesen m'20 
Substratlosungen wurden 2.5 ccm verdiinnte, neutrale Fermentlosung gegeben, 
deren jeweilige Zusammensetzung in den Tafeln angegeben ist. Als Fermente 
dienten 1 : 10-Glycerinausziige (87 yo Glycerin) aus den Organpulvern vom 
Schwein, die nach Waldschmidt-Lei tzs)  durch Entwasserung mit Aceton 
und Ather hergestellt worden waren. Die Konzentration des Ansatzes in 
bezug auf die Substrate war also mlm. PH 7.6-7.8 gegen Phenolrot. 

Der zeitliche Verlauf der Hydrolyse wurde in je einer Analysenprobe 
von 2.0 ccm nach v a n  Slyke  ermittelt, dann in ccm n/,-KOH auf eine 10.0 ccni 
Probe umgerechnet und in den Tafeln zusammengestellt. 100 yo Spaltung 
einer Peptidbindung entspricht somit 1.67 ccm n/,-KOH. 

,) Nach dem Mischen der beiden Fermente. 30 Min. bei 37O C stehen gelassen. 
6 ,  30 Min. bei 37OC gesondert behandelt und vor dem Gebrauch gemischt. 
') Acta Scholae med. Univ. imp. Kyoto 23, 154, 160, 167, 176 [1939]. 
8 )  Ztschr. physiol. Chem. 147, 292 r19251. 




