
(~ber die enzymatische Spezifit~tt der bakteriellen Proteinase, 
die Ovalbumin in Plakalbumin verwandelt. 

Von 

H. Tuppy. 

Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universit~t Wien. 

Mit 4 Abbildungen. 

(Eingelangt am 16. Juli  1953. Vorgelegt in der Sitzung am 8. Oktober 1953.) 

Die Spezifitiit des von Bacillus subtilis erzeugten proteolyti- 
schen Enzyms wurde mit I-Iilfe eines Triakontapeptids natiir- 
licher Herkunft und bekannter Struktur, tier aus oxydiertem 
Insulin erh~ltliehen ,,Fraktion B", untersueht. Die bei der 
Verdauung des Polypeptids mit dem bakteriellen Enzym ent- 
stehenden niederen Peptide wurden chromatographiseh von- 
einander getrennt und idengifiziert. Aus ihrer Zusammensetzung 
liel3 sieh auf die Art der Peptidbindungen sehliel3en, die yore 
Enzym gespalten werden. Die bakterielle Proteinase erwies sieh 
als ein Enzym von bedeutend geringerer Selektivitiit als Trypsin, 
Chymotrypsin und Pepsin. 

Ovalbumin geht, wie Linderstrom-Lang uud Ottesen gefunden haben 1, 
unter der Einwirkung eines aus Bacillus subtilis gewonnenen und kfirzlich 
in kristallisierter Form erhaltenen proteolytischen Enzyms 2 in einen 
neuen, ebenfalls kristallisierenden EiweiBk6rper, das Plakalbumin, fiber. 
Diese Umwandlung verliiuft unter Abspaltung yon drei niedermolekularen 
Peptiden; das l~estprotein Plakalbumin ist gegen eine weitere Einwirkung 
des bakteriellen Enzyms verhiiltnismi~l]ig resistent und wird nur langsam 
weiter abgebaut. Ottesen und Mitarbeiter konnten die bei tier Plak- 
albuminbildung abgesprengten Peptide chromatographisch voneinander 

1 K. Linderstrom-Lang und M. Ottesen, C. r. tray. lab. Carlsberg, S6r. B, 
26, Nr. 16 (1949). 

.4. V. Gi~ntelberg und M. Ottesen, Nature 170, 802 (1952). 
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trennen ~ und durch stnfenweisen Abbau chemisch aufklgren4: ein Tetra- 
peptid Ala-G]y-Val-Asp, ein Dipeptid Ala-Ala und ein Hexapept id  
Ala-Gly-Val-Asp-Ala-Ala. Das Di- und das Tetrapeptid ents tammen 
einer aus sechs Aminos~ureresten bestehenden Sequenz, welche im 
Hexapept id  geschlossen vorliegt und - -  nach Steinbergs Ergebnissen 
beim Abbau des Ovalbumins mit  Carboxypeptidase zu schliegen 5 - -  vom 
Carboxylende der Peptidkette  des Ovalbuminmolekfils herriihrt. Das 
Bacillus subt i l i s -Enzym beschrgnkt sich also im wesentlichen ~ui die 
Spaltung von nur zwei Peptidbindungen im Ovalbmnin: 

. . . . .  -Ala-Gly-Val-Asp-Ala-Ala. 

Diese anscheinend augergewShnlich selektive Wirkung des bakteriellen 
Enzyms lie[~ uns eine n~here Untcrsuchung seiner Spezifit~t in Angriff 
nehmen, zumal auch im Hinblick auf eine mSgliche Verwendung der 
Proteinase bei der Untersuchung der Konsti tut ion yon Eiweil~kSrpern 
und Peptiden 6, hat te  sich doch die Kenntnis  und der Gebrauch yon 
proteolytischen Enzymen verschiedener Spezifit~t in letzter Zeit bereits 
bei der Aufkliirung der Reihenfolge der Aminos~urereste in den Peptid- 
ket ten des Insulinmolekfils hervorragend bew~hrt 7, s 

Die Spezifitgt des Bacillus subt i l is -Enzyms wurde von uns nicht 
wie in den klassischen und bahnbrechenden Untersuchungen mehrerer 
Proteinasen durch Bergmann und seine Mit~rbeiter mit  Hilfe nieder- 
molekularer synthetischer Peptidsubstrate ermittelt,  sondern unter 
Verwendung eines Triakontapeptids natfirlicher Provenienz, der ,,Frak- 
tion B "  des mit  Perameisens~ure oxydierten Insulins% In diesem Poly- 
peptid, bei dessen chemischer Aufkli~rung 7 bereits die Enzyme Pepsin, 
Trypsin und Chymotrypsin eingesetzt und wertvolle Befunde fiber die 
Spezifit~t dieser drei Proteinasen erhalten worden waren, liegen 29 Peptid- 
bindungen mit  nicht weniger als 26 verschiedenen Kombinationen von 
je zwei miteinander verkniipften Aminos~ureresten vor. Durch papier- 
chrom~tographische Trennung und Identifizierung der durch Verdauung 
des Polypeptidsubstrats  mit  der bakteriellen Proteinase entstandenen 
Spaltstiicke lieg sich fiber die Wirkungsweise ur/d Wirkungsbreite dieses 
Enzyms wesent]icher Aufschlug gewinnen. 

3 M.  Ottesen und C. Villee, C. r. tray. lab. Carlsberg, S6r. B, 27, Nr. 18 
(1951). 

4 M.  Ottesen und A.  Wollenberger, Nature 170, 801 (1952). 
D. Steinberg, J. Amer. Chem. Soc. 74, 4217 (1952). 

6 H. Tuppy  und H. Michl, Mh. Chem. 84, 1011 (1953). 
7 F.  Sanger und H. Tuppy,  Biochemic. J. 49, 481 (1951). 
s F.  Sanger und E, O. t ). Thompson, Biochemic. J. 53, 366 (1953). 

F. Sanger, Biochemic. J. 44, 126 (1949). 
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)Iaterial und Methoden. 

Die als Substrat verwendete ,,Fralction B",  ein aus kristallisiertem Rinder- 
insulin hergestelltes Pr/~parat ~, wnrde uns in freundlicher Weise yon Doktor  
F. Sanger, Cambridge, zur Verftigung gestellt. 

Die kristMlisierte Bacillus subtilis-Proteinase ~ war eine Gabe der Herren 
Prof. K. Linderstrom-Lang nnd Ing. M. Ottesen, Kopenhagen. 

Die proteolytische AlctivitSt des bakteriellen Enzyms wurde viskosimetriseh 
mit  Gelatine als Substrat als etwa halb so groB ermittel t  wie die yon krist. 
Trypsin (Worthington Biochemicals). Die viskosimetrische Aktivit~.ts- 
bestimmung folgte im groBen und ganzen den Angaben yon Northrop und 
Kunitz I~ doeh wurde start  bei pI-I 4,0 bei einem pH yon 7,3 gearbeitet. Bei 
diesem alkalischeren pH, in dessen N~he aueh die weiter m~ten besehriebene 
enzymatische tIydrolyse der , ,Fraktion B"  vorgenommen wurde, zeigen 
sowohl die bakterielle Proteinase als aueh Trypsin eine sehr hohe Aktivit~t ,  
so dab zur viskosimetrisehen Bestimmung aul3erordentlieh geringe Enzym- 
mengen ausreichen. 

l y i . 0 1  I , ' ~ J 
�9 : ;'0 :s 2:  25 3a 

M/)TU:~D 

Abb. 1. Viskosimetr ische B e s t i m m u n g  proteolyt ischer  Aktivit~it  bei DH 7,3 und  35,5 ~ C. 
- - x - -  x - - •  5 ccm Gela t inesubst ra t  -t- 20/~I B. subtilis-ProteinaselSsung (1 : 150000, 0,020/~g E n z y m - N )  ; 

- - o - - o - - o - - 5 c c m  Gela t inesubst ra t  § 20/~1 TryDsinlSsung (1 :  100000, 0,028l~g Enzym-N) .  

2,5 g lnfttroekene Gelatine werden in 100 ecru 0,1 m Phosphatpuffer 
yon pI-I 7,3 bei zirka 40 ~ gel6st. Die L6sung wird hierauf in einem Wasser- 
bad yon 60 ~ 20 Min. lang erhitzt und warm dureh ein gehgrtetes Faltenfil ter  
filtriert. Das beim Erkatten erstarrende Fi l t ra t  ist im Eiskasten viele Tage 
lang hMtbar. Zur Bestimmung der proteolytisehen Akt ivi tgt  eines Enzyms 
werden vom Gelatinesubstrat, welches dureh m6gliehst kurzes Erwgrmen 
auf 45 ~ verfliissigt worden ist, 5 ecru in ein Ostwald-Viskosimeter pipettiert ,  
dessen Durehflul3zeit for Wasser bei 35,5 ~ 80 bis 90 Sek. betrggt. Die 
spezifisehe Viskositgt der Gelatinel6sung liegt bei dieser Temperatur  zwisehen 
1,50 und 1,70; sic bleibt fiber lgngere Zeit v611ig konstant oder fgtlt nur 
geringf/igig ab. Zu dem im Viskosimeter befindliehen, auf 35,5 ~ erwgrmt.en 
Gelatinesubstrat werden mit  einer Konstriktionspipette 11 20/~1 einer sehr 
verdiinnten Enzyml6sung hinzugefiigt. Naeh Feststelhmg des Zeitpunktes 
des Zusatzes werden Substrat und Enzym im Viskosimeter dureh I-Iindurch- 
perlen yon Luft gemiseht und hierauf in knrzen IntervMlen Viskositgts- 

lo j .  H. Northrop und IF/. Kunitz, J. Gen. Physiol. 16, 313 (1932). 
11 K. Linderstrem-Lang und H. Holter, ,,Die enzymatische I-Iistoehemie:', 

in E. Bamann und K. ~Vlyrbi~ck, ,,Die Methoden der Fermentforschung",  
Thieme, Leipzig, 1940. 
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messungen vorgenommen. Die spezifische Viskositat wird in ihrer Abhttngig- 
keit von der verstrichenen Zeit aufgezeiehnet, wobei als Zeitpunkt einer 
Messung ]eweils jene Zeit registriert wird, zu der die H~lfte tier Gelatine- 
15sung die Viskosimeterkapillare durchlaufen hat. Bei kleinen Enzymmengen 
ergibt  sich wghrend der ersten 20 bis 30 Min. ein vSllig linearer, der Enzym- 
aktiviti~t proportionaler Abfall der spezifischen Viskositi~t mit der Zeit. 
Definieren wir in Anlehnung an Kuni tz  und Northrop als viskosimetrische 
Aktivit i~seinheit  jene Enzymmenge,  welehe in 5,02 cam Gelatinesubstrat 
bei 35,5 ~ ein l~oiges Absinken der spezifischen Viskosit~,t in der Minute 
hervorruft ,  so ergibt sieh aus dem abgebildeten Diagrarnm (Abb. 1), dal~ 
Trypsin bei pH  7,3 eine Aktivit/i~ yon etwa 14000 viskosimetrischen Ein- 
heiten je mg Enzymstiekstoff und die krista]lisierte Bacillus subtilis-Proteinase 
eine solche yon 7000 Einheiten je mg Stickstoff besitzt. Zum Vergleich sei 
erwghnt,  dal3 Trypsin bei p t t  4,0 eine Aktivi tgt  yon nur 95 Einheiten zeigt ~~ 

Enzymatische Hydro- 
lyse. 20 mg ,,Fraktion B"  
wurden in 2,0 corn Wasser 
unter  Zusatz yon 2,7 #1 ~ 0 
konz. Ammoniak oder ,~ 
yon gerade so viel festem .~ ~ 
Natr iumbikarbonat  ge- .~ 
16st, dab des pH der ent- ~ 10 
stehenden klaren L6sung 
einen Wert  yon 7,5 er- 
reichte. Naeh ttinzufiigen 
yon 1,0 ecru einer 0,1%- 
igen wi~Br.LSsung der bak- ~ z0 
teriellen Proteinase (ent- 
haltend 0,149 mg N) 
wurde 20 Stdn. lang bei 
37 ~ inkubiert. Die In- 

tP r - 7,Vc r f  (Pile n o l/O, a ~ i l i t t j  /ttCNJ 
o,z o,~ o,6 0,8 7,0 

I I i I 

(:D <z) 

Abb. 2. Chromatogramm der sattren Fraktion A. 
u Tabelle 1. 

aktivierung des Enzyms wurde hierauf durch kurzes Erhitzen im siedenden 
Wasserbad bewerkstelligt oder aueh dadurch, dab des pH ~der Inkubations- 
misehung dureh Eintropfen yon Eisessig auf 3 bis 4 gebr~eht wurde. 

Ionophorcsc. Die Inkubationsmisehung wurde je naeh der Art,  in der 
des Enzym inaktiviert  worden war, mit  Essigs~ure bzw. Ammoniak ver- 
setzt, bis zugesetztes Methylrot  seine gelbrote Umschlags~arbe angenommen 
hatte,  und in den ,,Mittelraum~' der yon Sanger und Tuppy  12~ verwendeten 

,,Mlttelraum war 4-r~umigen Ionophoreseapparatur gebraeht. Dieser " " 
sowohl veto , ,Kathodenraum",  dessen Inhal t  0,02 n NHa war, als aueh auf 
der gegeniiberliegenden Seite von dem mit  0,5%iger Essigs~iure igefiillten 
l~aum dureh formolgeh~irtete Gelatinemembranen getrennt.  Der Essigs~ure 
enthaltende Raum war seinerseits veto  , ,Anodenraum", in dem sich 0,1 n 
I~2SO~ befand, dutch eine Cellophanemernbran gesohieden. Die in den Anoden- 
und Kathodenraum eingefflhrten Platinelektroden wurden an die 220-VEIL- 
Gleiehstromleitung unter  Zwischensehaltung einer 40-Watt-Birne ange- 
schlossen. Der anfangs niedrige Strom (30 mA) stieg innerhalb weniger 
Minuten auf 90 bis 100 mA, urn dann langsam wieder abzusinken. W~ihrend 
der ganzen Ionophorese wurde des pl-I des Mittelraumes dureh tropfenweisen 
Zusatz yon n NH 3 so gut wie mSglieh innerhalb des Umschlagbereiches 

1~ F. Sanger und H. Tuppy,  Bioehemie. J .  49, 463 (1951). 
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von Methyirot gehMten. Ein elektrischer Rfihrer sorgte ffir dauernde gute 
Durchmischung der Flfissigkeit im Mittelraum: Mittel- und Kathodenraum 
wurden von auBen mit fliei~endem Wasser gekfihlt. Der Inhalt  des Kathoden- 
raumes wurde w~ihrend der ionophoretisehen Trennung 3real abgelassen 
und dureh frischen 0,02 
n NH 3 ersetzt. Die Trenn- 
operation wurde beendet, 
als nach 75 Min. der Strom ..~ ~ 0 
auf 30 mA abgesunken 
war. ~ 

Der Inhal t  des Ka- ,~ 
thodenraumes, vereinigt ~/0 
mit der schon w~hrend 
des Versuches aus ihm , 
entnommenen Fliissig- 
keit, wurde im Vak. zur 
Troekene verdampft und Zd 

lieferte die im folgenden 
mit dem Buehstaben K 
bezeichnete basisehe Pep- 

,el- Wet1 (ra -Kfesol/gg3 % N@ /HC#/ 
g 4Z 4r 4[' 48 go 

, I J i 

o 

Abb. 3a. Chromatogramm 4er neutralen Fraktion M. 
VgL Tabelle 2. 

tidfraktion. Im  Mittelraum,, dessen Inhalt  ebenfalls eingedampft wurde, 
war die neutrale Peptidfraktion M enthalten, in dem mit Essigs~ure 
beschickten Raum die 
saure Fraktion A. Da 
in die Fraktion A aus 
dem Anodenraurn etwas -~ ~ o 
Sehwefels~ure hineinge- .~ 
raten war, wurde die saure 
Flfissigkeit vor dem Ein- ,~'~z 
dampfen mit einer Chlo- 
roforml6sung yon Tri-n- 
octyl-amin 13 und dann ~ 
noch 2maI mit Chloro- ~"  
form ausgeschfittelt. .~ 

Papierchromatogra- .% 
phie. Die einzelnen Frak- ~4~-  

worfen,ti~ wurdenum der zwei- ~ .t dimensionalen Papier- 
ehromatographie 14 unter- 

die in ihnen @48 
enthaltenen Peptide von- 
einander zu trennen: 
I-Iierbei fanden im we- z0 
sentlichen die von San- 
get und TuppyT,  12 be- 

sehriebenen Methoden 

Rf "/I/g/'t/teM-drBg/#Ikollol dllfste/gend/ 
0 O,Z 0,~ O,d 0,8. ~,0 

o 

% 

Abb. 3b. Chromatogramm der neutralen Fraktion M. 
Ygl. Tabelle 2. 

Verwendung. Zur ehromatographischen Trennung wurde vonder sauren Peptid- 
fraktion A die Hglfte, yon den neutralen und basischen Peptidfraktionen M und 
K je ein Viertel der bei der Ionophorese erhaltenen Mengen auf je einen halben 

13 D. E.  Hughes u n d  D. H.  Wil l iamson,  Bioehemie. J.  48, 487 (1951). 
14 R.  Consden, A .  H.  Gordon und A .  J .  P.  Mart in ,  Bioehemie. J. 41, 590 

(1947). 
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Bogen Wha~man Nr. 4-Filtrierpapier gebraeht. Die Chromatogramme 
wurden gewShnlich zuerst in der l~iehtung der langeren Seite des Papier- 
bogens mi~  wassergesattigtem, gereinigtem ~5 Phenol oder m-Kresol ent- 
wiekelt; in beiden Fallen befand sieh am Boden des Chromatographiekastens 
ein Gefal3 mit  NaCN und eine Sehale mit  0,3%igem bzw. 0,03%igem NH a. 
I n  der zweiten l~iehtung wurde vor allem eine aus 4 Teilen n-Butylalkohol, 
1 Tell Eisessig und  5 Teilen Wasser bereitete Mischung verwendetl~; bei 
deren Gebrauch ist es oft night ratsam, die chromatographisehe Entwicldmag 
sogleich zu beenden, wenn die Front  des L6sungsmittelgemisehes den unteren 
l~and des Papierbogens erreieht hat, vielmehr ist eine Fortsetzung der Ent-  
wicklung unter  Abtropfenlassen des L6sungsmittels veto Papierrand ffir 
eine gute Trennung vieler langsam wandernder Peptide vorteilhaft. Die 
Lage der Peptide auf den BSgen wurde durch ihre Fluoreszenz im ultra- 
violetten Lieht naeh scharferem Erhitzen im Trockensehrank 17 oder durch 
sehwaehe Farbentwlcklung 
naeh Beslorengen mi6 einer 
0,025~oigen alkohol. Nin- 

hydrinlSsung ermittelt .  ~ o 
Jedes Peptid wurde hier- .~ 
auf einzeln aus dell] Pa- ~_-~ 
pier eluiert ~e und  das 
Eluat  (etwa 0,1 ccm) auf 

70 Polythenstreifen im eva- 
kuierten Exsikkator zur ~ 
Troekene eingedampft. 

Untersuchung der Pep- 
tide. Zur Feststellung der 3o 
in den eluierten Peptiden 
enthaltenen Aminosauren 
wurden sie mit  5,7 n HC1 
in Glaskapillaren einge- 
schlossen fiber Naeht bei 

& - Z/erl/zz-/rreso//o.o3 ~o #zJ//~'A// 
o o,z o,, 0,5 3,,8 i,o 

I I I I 

0 

Abb. 4. Chromatogramm clef basischen Fraktion K. 
Vgl. Tabelle 3, 

105 ~ hydrolysiert. Die ents~andenen Amino- 
sauren wurden unter  Verwendung eindimensionaler Papierehromatographie 
mit  Phenol/NH3/HCN und verschiedenen anderen Solventien als Entwick- 
lungsmittel  identifizier t. 

Zur naheren Charakterisierung der Peptide diente Sangers bewghrte 
Dinitrophenylierungsmethode, im besonderen die vor kurzem besehriebene, 
ein flfichtiges tertiares Amin an Stelle yon Natr iumbikarbonat  verwendende 
Modifikation is. Die dinitrophenylierten Peptide wurden 5 bis 7 Stdn. lang 
bei 105 ~ mit  5,7 n HC1 hydrolysiert. Die atherl6sliehen Dini~rophenyl- 
(DNP)-Aminosauren wurden aus dem I-Iydrolysat ausgesehfittelt und  dutch 
Chromatographie auf mit  Puffer vorbehandel~em Filtrierpapier identifiziert1% 
Die nieht N-terminalen und  da tum unsubsti tuiert  gebliebenen Aminosguren 
sowie die mit  Xther nieht extrahierbaren DNP-Derivate wurden ebenfalls 
chromatographisch, jedoeh auf nieht gepuffertem Filtrierpapier, untersueht. 

Da die Struktur  des Ms Substrat verwendeten Polypeptids, der ,,Frak- 
t ion B" des oxydierten Insulins, bekannt  ist 7, war es im allgemeinen aus- 

is O. J .  Draper u n d A .  L .  Pollard, Science 109, 448 (i949). 
1~ S.  M .  Partridge, Biochemie. J.  42, 238 (1948). 
1~ D. M .  P .  Phil l ips ,  Nature 161, 53 (1948). 
is F .  ~'anger und E.  O. P .  Thompson,  Bioehemie. J. 53, 353 (1953). 
1~ S.  Blackburn und A .  G. Lowther, Bioehemie. J. 48, 126 (1951). 

~onatshefte f~r Chemie. ~d. 84/5. 65 
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~ reiehend, die Aminos-~ure- 
zusammense~zmlg und  die N- 

O ~ ~ terminalen Reste der beim pro- 
N teolytisehen Abbau entstehen- 

~ ~ ~ ~ den niedermolekularen Peptide 
zu bestimmen, u m m i t  Sieherheit 
deren gesamte Struktur angeben 
zu k6nnen. 

~ v  

g 

~2 

~ 3  

Ergebnisse. 
Die Abb. 2 bis 4 stellen 

zweidimensionale Papierchro- 
matogramme der sauren (A), 
neutralen (2//) und  basischen 
Peptidfraktion (K) dar. Die 
bei der Untersuehung der ein- 
zelnen yon den Chromatogram- 
men eluierten Peptide erhalte- 
nen l~esultate wurden in den 
Tabellen 1 his 3 zusammenge- 
faBt. Die Charakterisierung der 
Peptide war Ergebnis wieder- 
holter Versuche und chromato- 
graphiseher Untersuchungen;  
urn der gr6Beren ~bersiehtlieh- 
keit willen warden jedoch nur  
die klarsten und  eindeutigen Re- 
sulfate zusammengefal3t wieder- 
gegeben. Die Zahl der Kreuze 
( •  neben den identifizierten 
freien oder DNP-Aminosauren 
ist ein Mal~ fiir die Quantit/~t, 
in der sie chromatographiseh 
gefunden worden sind. Geringe 
Mengen sind dureh ein Frage- 
zeiehen (?) gekermzeichnet. Die 
in der letzten Spalte der Ta- 
bellen angegebene Struktur  der 
im enzymatischen Hydrolysat  
gefundenen Peptide ist aus den 
Ergebnissen ihrer Hydrotyse 
und Dinitrophenylierung unter  

Beriicksichtigung der be- 
sehr/~nkten ~6glichkeiten, wel- 
ehe die bekarmte Zusammen- 
setzung der Frakt ion B f/Jr 
ihre Zusammensetzung bietet, 
abgeleitet. 

Die im enzymatisehen Hy- 
drolysat der Frakt ion B identi- 
fizierten Peptide (12 Dipeptide, 
5 Tripeptide, 3 Tetrapeptide u n d  
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1 Pentapepgid) sind in Tafel I mit der intakten Folge der Aminos~urereste im 
Substrat, aus der sie bei der Proteolyse hervorgehen, iibersiehtlieh zusammen- 
gestellt. Die oberhalb des Substratpeptids gezeiehneten Pfeile deuten auf jene 
Bindungen hin, die, aus der Natur der gefundenen Spaltprodukte zu sehliel~en, 
yon der bak~eriellen Proteinase hydrolysiert werden. Zur Erleiehterung der 
naehfolgenden Bespreehung der Versuehsergebnisse sind die Amh~os/~urereste 
der ,,Fraktion B" der Reihe naeh beziffert worden, beginnend mit dem 
endst/~ndigen, eine freie c~-Aminogruppe tragenden PhenylalanylrestL Zur 
Bezeiehnung der Aminos~urereste dienten die yon Brand und Edsalt vor- 
gesehlagenen Abktirzungen 2~ 

Wie aus Tafel 1 hervorgeht, werden yon der bakteriellen Proteinase 
mindestens 18 yon den 29 Peptidbindungen des Substrats angegriffen. 
Di- und Tripeptide stellen den I-Iauptanteil der bei der proteoly~isehen 
Spaltung entstehenden Abbauprodukte. Es ist bemerkenswert, dab 
freie Aminosauren in nut  geringerer Menge auftreten, obgleich in mehreren 
Fallen benaehbarte Peptidbindungen im Substratmolekiil Angriffspunkte 
des Enzyms sind; so fiihrt der Abbau der Sequenz Asp(NHB)-Glu(NI-I~)- 
His-Leu-CySO3H-Gly (Aminos~urereste 3 his 8), in der jede einzelne 
Peptidbindung dureh das Enzym gespalten werden kann, vorwiegend 
zur Bildung yon Dipeptiden und Tripeptiden und nur kaum zu der 
freier Aminos/~uren. Offensiehtlieh ist ein und dieselbe Peptidbindung 
im Dipeptid oder Tripeptid betr~ehtlich resistenter als im Verbande 
eines gr6geren Peptides. Es ist naheliegend, diese Resistenz gegeniiber 
der proteolytischen Wirkung des Bacillus subti l is-Enzyms auf einen 
hemmenden EinfluB zuriickzufiihren, den die in Nachbarschaft der Peptid- 
bindung befindlichen freien a - A m i n o - b z w .  ~-Carboxylgruppen der 
Peptide auf das Enzym ausiiben k6nnten. Gegen diese Annahme sprieht 
allerdings die Tatsache, dab das in grSl~erer Menge in freier Form auL 
findbare Alanin (M 6) vom Carboxylende des Substratpeptids (Amino- 
saurerest 30) herzuriihren seheint und freies Phenylalanin (M 11) yore 
Aminoende der Ket te  abgetrennt wird (Aminos/~urerest 1). 

Die groBe Zahl und Versehiedenheit der Peptidbindungen, die yon 
der bakteriellen Proteinase bei der Inkubation mit der ,,Fraktion B "  
hydrolysiert werden, bildet einen Kontrast  zum ffiiher erwahnten Befund, 
dab das Enzym bei der Umwandlung des Ovalbumins in Plakalbumin 
in spezifiseher Weise nut  2 Peptidbindungen spaltet. Es ist anzunehmen, 
dab die scheinbar augerordentliche Selektivitat des Enzyms bei seiner 
Einwirkung auf OvMbumin dadureh zustande kommt, dab die zwei rasch 
gespaltenen Peptidbindungen nicht nut  der Spezifitat des Enzyms 
geniige tun, sondern aueh steriseh der Einwirkung der Proteinase besonders 
ausgesetzt sind, wahrend zahlreiche andere Peptidbindungen dem Enzym 
unzuganglieh bleiben. Im Falle der ,,Fraktion B"  hingegen, deren Molekiil 
einer dem nativen Ovalbumin vergleichbaren kompakten raumlichen 

2o E. Brand und J.  T. Edsall, Ann. Rev. Biochem. 16, 224 (1947). 
65* 
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Struktur ermangelt, dfirfte das Enzym zu alien Peptidbindungen Zutritt 
haben. 

Ein Vergleieh der Verdauung der ,,Fraktion B" durch die bakterielle 
Proteinase mit dem dureh die Enzyme Pepsin, Trypsin und Chymotrypsin 
erzielten 7 Abbau fiihrt zn folgendem Resuttat: Das Ferment aus Bacillus 
subtilis spaltet 

1. die beiden aueh yon Trypsin angegriffenen Peptidbindungen (2I 
--22 und 29--30), an denen die stark basisehen Aminosgurereste des 
Arginins (Rest 22) und des Lysins (Rest 29) mit ihren Carboxylgruppen 
beteiligt sind; 

2. alle jane Bindungen, welche die ,,aromatischen Aminos~turen ''~ 
Phenylalanin (Reste 1, 24 und 25) und Tyrosin (R,este 16 und 26) mittels 
ihrer Carboxylgruppen eingegangen sind und die zum Tell aneh Chymo- 
trypsin angreift ; 

3. die zahlreichen Bindungen, deren Hydrolyse yon dem weniger 
selektiv wirkenden Pepsin katalysiert wird, mit Ausnahme der Ver- 
knfipfungen zwischen G]ykokoll und Phenylalanin (Bindung 23--24) 
und zwischen Atanin und Leucin (Bindung 14---15); 

4. eine Anzahl yon Peptidbindungen, die yon keinem der genannten 
drei Enzyme gespalten werden und die es verdienen, einzeln Erw~hnung 
zu finden: 

Zu dieser letzten Gruppe gehSrt die Bindung zwisehen Asparagin 
und Glutamin (Bindung 3--4). Die besondere Spezifit~t des Bacillus 
subtilis-Enzyms fiir Bindungen dieser Art hat sich yon uns bereits erfolg- 
reich bei der Untersuehung der geihenfolge der Aminosgurereste im 
Peptidhormon Oxytocin verwerten lassen6; in diesem kommt ebenfalls 
eine Bindung vor, die Asparagin und Glutamin miteinander verkn,fipft, 
allerdings in der umgekehrten Anordnung -Glu(NH~)-Asp(NH2)- , und 
die durch das bakterie]le Enzym gespalten wird. 

Ferner 15st die Proteinase die Bindung yon Cysteins~ure an Glykokoll, 
die sieh im Substrat zweimal vorfindet (7--8 und 19--20); es ist 
schwer zu sagen, ob fiir die Spaltung dieser Bindungen die Tatsaehe 
maBgebend ist, dab an ihnen Cysteinsgure mit ihrer Carboxylgruppe 
oder eher, dab an ihnen Glykokoll mit seiner Aminogruppe Anteil hat. 
Fiir die letztere Alternative spricht der Befund, dab aueh eine dritte 
Peptidbindung, an der ein Glykokollrest mit seiner Aminogruppe be- 
teiligt ist (Bindung 22 bis 23), einen Angriffspunkt des Enzyms darstellt. 
Im fibrigen wird yon der bakteriellen Proteinase aueh in Oxyboein eine 
~hnliche Peptidbindung (zwisehen Leucin und Glykokoll) gespalten 6. 
In diesem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dab in der Fraktion B 
aneh stets dort Hydi'olyse eintritt, wo das n~ehsth6here Homologe des 
Glykokolls, Alanin, mit seiner Aminogruppe in Peptidbindungen einge- 

~treten ist (Bindungen 13--14 und 29--30). Diese Tatsache ist yon 
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besonderem Interesse im Hinblick auf die enzymatische Umwandlung 
des Owlbumins in Plakalbumin, bei der ebenfMls zwei Peptidbindungen 
gespalten werden, die Alaninresten benaehbart sind: 

Drei weitere Bruchstellen liegen in Nachbarschaft von Histidin- 
resten; die gespaltenen Bindungen verkntipfen im intakten Substrat 
Glutamin bzw. Serin mit Histidin (4--5 bzw. 9--10) und Histidin mit 
Leucin (5--6). 

Schliel31ich werden yore Bacillus subtilis-Enzym alle Bindungen ge- 
15st, an denen Leucin mit seiner Carboxylgruppe beteiligt ist, und zwar 
nieht nur die eine Leu-VM-Bindtmg (11--12), welehe auch yon Pepsin, 
und jene zwischen Leuein und Tyrosin (15--16), die sowohl yon Pepsin 
als auch von Chymotrypsin gespalten wird, sondern aul3erdem aueh 
noch die Bindungen zwischen Leucin und Cysteins/~ure (6--7) und 
zwisehen Leucin und Valin (17--18). 

Unter den zahlreichen Peptiden, die im Verlauf der vorliegenden 
Arbeit papierchromatogmphisch untersueht worden sind, um aus ihrer 
Struktur auf die proteolytisehe Spezifit~t der bakteriellen Proteinase 
riickzuschliegen, dutch deren Wirkung sie entstanden sind, befinden 
sich einige, die weder, dureh Hydrolyse mit Mineralsi~ure 12 noch durch 
enzymatische Spaltung 7 der ,,Fraktion" B" Iriiher erhMten worden sind; 
diese stellen daher zusatzliehes Beweismaterial fiir die Formel dar, 
die fiir die" ,,Fraktion B" aufgestellt worden ist 7. Im besonderen sei 
hier auf die Peptide Gly-Ser (M2), CySO~II-[Gly, Ser] (A 1) und 
Leu-[CySO3H, Gly, Ser] (A 3) hingewiesen, die Mle fiir die Verkniipfung 
yon Serin mit Glykokoll (Bindung 8 bis 9) Zeugnis ablegen; diese Peptid- 
bindung ist i~ugerst empfindlich gegen s~ure Hydrolyse und war naeh 
deren Verwendnng in keinem einzigen der erhaltenen Peptide mehr 
vorhanden gewesen TM und ihre Existenz konnte bislang nur aus der 
Zusammensetzung komplizierterer Bruchstiicke im peptisehen Hydro]ys~t 
der ,0Fraktion B" erschlossen werden. Auch die iibrigen bei dieser Unter- 
suchung erhMtenen Peptide sind in Ubereinstimmung mit der fiir das 
Triakontapeptid vorgesehlagenen Struktur. BloB unter den bei der 
Papierehromatographie in Mlen verwendeten LSsungsmitteln schnell- 
laufenden Best~ndteilen der neutralen Peptidfraktion, deren Trennung 
nur schwer und unvollkommen gelingt, scheint sich ein aus PhenylManin 
und Leucin zusammengesetztes Peptid (M 16) vorzufinden, fiir dessen 
Herkunft und Entstehung derzeit keine befriedigende Erkl~rung gegeben 
werden kann. 

Im Vergleieh zu anderen Proteinasen, zu Trypsin, Chymotrypsin 
und Pepsin, ist das bakterielle Enzym mi~ einer sehr breiten Spezilit/~t 
begabt. Sein Wirkungsspektrum, welches Peptidbindungen umfaBt, 
an denen basische (Arg, Lys, His) und saure (CySOaI-I, Glu) Amino- 
s~urereste, solehe, die keine oder Meine Seitenkegten tragen (Gly, Ala) 
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und solche, die groBe Seitenketten oder aromatische Strukturen besitzert 
(Leu, Phe, Tyr), beteiligt sind, scheint in der Tat  welter zu sein als das 
irgendeiner anderen wohldefinierten Proteinase. Es ist freiIich noch zu 
kl/~ren, ob es sich bei dem kristaUisierten und als elektrophoretisch 
homogen befundenen s bakteriellen Enzym ~irklich um einen vSllig 
einheitlichen EiweiBstoff handelt  und ob ein einziges enzymatisch aktives 
,,Zentrum" eines EiweiBkSrpers fiir so vielfgltige Wirkung verantwortlich 
gemacht werden kann. 

Dieser Arbeit kam eine Zuwendung zugute, welche die Rocks/slier 
Foundation dem Vorstand des I I .  Chemischen L~boratoriums der Uni- 
versit/~t Wien, t te r rn  Prof. F. Wessely, zur Unterstii tzung der unter  
seiner Leitung ausgeffihrten Arbeiten gew/~hrt hat. Der Autor dankt  
hierffir sowie fiir die ttilfe, die er yon der Osterreichischen Akademie der 
Wissenschaften aus den Mitteln der Seeg~n-Sti[tung erhalten hat. 


