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Emige chromogene Aminopeptidasesubstrate, fl-Naphthyl- 
amide yon a-Aminosiiuren, werden durch Schwangerenseren 
schneller gespalten als durch Seren nichtschwangerer Frauen. 
Besonders stark erh6ht ist w~hrend der Gravidit~t der Spiegel 
eines Enzyms, welches I~-Cystin-di-fi-naphthylamid hydrolysiert 
und mit Hilfe dieses Substrats quantitativ bestimmt werden 
kann. Es wird diskutiert, ob dieses Enzym mit dem Oxytoein 
inaktivierenden Prinzip des Sehwangerenserums identisch ist. 

Das Serum schwangerer Fr~uen ist imstande, das tIypophysen- 
hinterlappenhormon Oxytocin rasch zu inaktivieren 1, 2, 8, 4; die Seren 
yon M~nnern und nichtschwangeren Frauen hingegen zerstSren Oxytoein 
nur sehr langsam. Die Konzentration des ~ls Oxytocinase bezeichneten 
inaktivierenden Prinzips im Serum nimmt w~hrend der Gravidit~t 
sti~ndig zu und erreicht ihren ttShepunkt zur Zeit des Einsetzens der 
Wehen ~, a, 6. Der 0xytocinasespiegel des Kreil3endenserums fibersteigt 
den des Serums der niehtsehw~ngeren Frau um etw~ alas T~usendfache s, 6 
Die Ermittlung des Serum-Oxytocinasespiegels ist sowohl zur Sehwanger- 
schaftsdiagnose Ms aueh zur Feststellung des Alters der Frucht empfohlen 

* Herrn Prof. Dr. F .  Wessely ,  unserem verehrten Lehrer und Instituts- 
vorstand, zu seinem 60. Geburtstag gewidmet. 
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worden 5, 8, 7, s Sie erfolgte bisher immer derart,  dab die Aktivit~,ts- 
einbuBe, die Oxytocin bei Inkubat ion  mit  dem Serum erleidet, mit  Hilfe 
des isolierten Ratten- oder Meerschweinehenuterus best immt wurde. 

Die chemische Struktur  des Oxytoeins ist bekannt  9, 70 nicht jedoch 
die Art seiner Inaktivierung durch die Oxytocinase. In  der vorliegenden 
Arbeit werden Versuche besehrieben, deren Ergebnisse die Vermutung 
nahelegen, dab das inaktivierende Agens ein proteolytisehes Ferment 
mit  der Spezifit/it einer Aminopeptidase ist. 

In einem informativen Experiment wurde Oxytochl mit diaIysiertem 
Schwangerenserum inkubiert, bis seine hormonelle Wirksamkeit fast roll, 
kommen zerst6rt war. Die Inkuba.tionsmischung wurde mi t  Trichloress[g: 
s~ure enteiweiBt. Die in L6sung verbliebenen Produkte wffrden mi t  Per/ 
ameisensaure behandelt und hierauf papierehromatographiseh untersucht: 
unter ihnen befand sieh in betrachtlicher Menge freie Cysteinsgure (CySOsH) 
neben geringeren Mengen anderer freJer Aminos~iuren und einem Polypeptid, 
wetehes alia Aminos~ureba.usgeine des oxydierten Oxytoeins (CySO3}I, Asp, 
Glu, Gly, Tyr, Pro und Leu/Ileu) enthielt. Als eine mSgliehe Deutung der 
Entstehung der freien CySOstt kam in Bet.raeht, dab im Oxytoeinmolekiil 

CyS-Tyr-Ileu-Glu(NH 2)-Asp(NHe)"CyS-Pro;Leu-Gly(NHe) 

dutch das inaktivierende Prinzip jene Peptidbindung angegriffen worden 
ist, welehe de-ssen amino-endstgndigen ttalbeystinrest (CyS) mit dem ihln 
benaehbarten Tyrosinrest (Tyr) verl~l~pft, und dab die Perameisens/iure- 
oxydation das primfire Spaltprodukt 

CyS Tyr-Ileu- Glu(NH2)-Asp(NtrI2)-Cy S-Pro-Leu- Gly(NH2) 
! i 

in CySOaH u n d  T~:rr-I leu-Glu(NI-I2)-Asp(NH2)-CySO3H-Pro-Leu-Gly(NH. 2) 
verwandelt hat. 

Wenn die Annahme zutrifft, dag die Oxytoeinase den amino-end- 
st~tndigen Aminos~urerest in Oxytoein abspaltet,  besitzt sie die Wirkungs- 
weise einer Aminopeptidase; man sollte demnaeh erwarten, dab der 
enzymehemiseh ermittelte Aminopeptidasespiegel im Serum yon Sehwan- 
geren gegentiber jenem in Normalseren stark erh6ht ist. Zur Prfifung 
dieser Annahme wurde die Aminopeptidaseaktivit/~t in den Seren einiger 
sehwangerer und niehtsehwangerer Frauen ermittelt, wobei jeweils drei 
erprobte ehromogene Aminopeptidasesubstrate,  die ~-Naphthylamide des 
Glyeins 11, DL-Alanins n und L-Leueins 1~, la, zur Verwendung ka, men. 

E.  Werle und K .  Serum, Arch. Gyn/~koI. 187, 106 (1955). 
s K .  Serum, Klin. Wsehr. 83, 817 (1955). 
9 V. du  Vigneaud,  C. Ressler und S.  Tr ippet t ,  J.  Biol. Chem. 205, 949 (1953). 
io H.  T u p p y  und H.  Miehl ,  Mh. Chem. 84, 1011 (1953). 
~1 G. Gomori, Proc. Soe. Exp. Biol. Med. 87, 559 (1954). 
1~ j .  E.  Fo lk  und 2~I. S .  Burstone,  Proe. Soe. Exp. Biol. Med. 89, 473 (1955). 
~:~ M .  N .  Green, K. -U.  Tsou,  R .  Bressler und A .  M .  Sel igman,  Arch. 

Bioehem. Biophysics ,57, 458 (1955). 
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-Die Best immung des bei der Spaltung dieser Substrate freiwerdenden 
fl-Naphthylamins erfolgte nach Green, Tsou, Bressler und Seligman la mit  tti lfe 
einer modifizierten Bratton- 
~ a r s h a l l -  Methode ~4. Das 
Amin wird in saurer L6sung o,8 
diazotiert  und das Naphthyl -  [ 
diazoniumsalz mit  N- (1- 0, 
Naphthyl)- i i thylendiamin zu 
einem blauviolet ten Farb-  o,6 
stoff gekuppelt ,  der sieh 
kolorimetrisch best immen 
l~gt. Die Anwendung dieser o,5 
Methode ergab anf~nglieh 
nicht reproduzierbare und o,~ 
bisweilen s tark erniedrigte 
Megwerte ; naeh langem g,3 
Suehen wurde eine Fehler-  
quelle in einer betrgchtl i-  
then Lichtempfindliehkeit  0,2 
des Naphthyldiazoniumsal-  
zes gefunden; Diazotierung ~z 
and  Kupplung miissen unter  
Ausschlug direkter  Sonnen- 
strahlung oder st~rkeren dif- 
fusen Tagesliehtes erfolgen. 
Auch eine Adsorption des 
Diazofarbstoffes an den Wan-  
dungen der Glasgef~ge und 
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Abb. 1. Eichkurve fiir die kolorimetrische Aminopeptidase- 
bestimmung 

der bei der kolorimetrischen Messung verwendeten Ki ivet ten  kann fehler- 
hafte Resul ta te  verursachen; sie wird dadurch ausgesehlossen, daft man die 

Tabe!le 1. S p a l t u n g  v e r s c h i e d e n e r  A m i n o s / ~ u r e - f l - n a p h t h y l a m i d e  
d u r e h  d i e  S e r e n  s c h w a n g e r e r  u n d  n i e h t s c h w a n g e r e r  F r a u e n .  
Die enzymatische Aktivitf i t  der Seren wurde bei p i t  7,4 bes t immt und ist 

in mg fi-Naphthylamin/100 ml Serttm/1 Std. angegeben la 

Seren 

Schwangere im 
10. Lunarmona$ 

~r (M1) 

Niehtschwangere 

Mittel (M2) 

Substrate: ~-Sral)hthylamide yon 

GlyciD. [Dr-Alanin I z-Leucin 

47,2 
49,6 
5 0 , 4  

49,1 

15,2 
12,8 
13,6 

S 43 16,25 79,2 
s ~ 19,03 I Sl;2 
S 45 16,40 77,6 

r,-Cystin 3a-cystein I DL-~ethionin 

6,05 0,60 2,75 
5,80 0,70 3,20 
~,0~ 0,58 2,95 

0 ,50.  0,58 
0 , 4 0 1 0 , 5 6  

_ _  0 , 4 0  

0,51 

S 711 13,7 ~ 44,8 
S 72 [ 7,35 26,1 

5,85 25,6 

3/I1/M2 I 1,9 I 2,5 3,5 18,1 [ 1,2 

2,97 

3,6 
2,5 
2,25 

2,8 

1,I 

t4 A:  C..Bratton und E. K .  Marshall, J.  Biol. Chem. 128, 537 (1939). 
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Bildmlg und Messung des Farbstoffes nieht, in wfiBriger L6sung, sondern 
in verdfinntem Aeeton vornimmt. 

Es zeigte sieh, dab dutch Seren yon Sehwangeren im 10. Lunar- 
monat  Glyein-~-na, phthylamid im Durehsehnitt  1,9mM, DL-Alanin- und 
L-Leuein-~-naphthylamid 2,5- bzw. 3,5mal so raseh gespalten wurden 
als dureh Normalseren (Tabelle 1). Green et al. 13 hat ten beobaehtet, 
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Abb. 2 (oben). pH-AbhS, ngigkeit der Spaltung des 
L-Cystin-di-fl-naphthylamids durch Schwangerenserum 

Abb. 3 (rechts). Abhg, ngigkeit  der Spaltung des :L-Cystin- 
di-:/-naphthylamids dutch Schwangerenserum yon der 

Inkubat ionsdauer .  p i t  7,8 

I 

/ 
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/ 

/ 
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dal3 Sehwangerenseren gegeniiber L-Leuein-fl-naphthylamid als Substrat  
eine durehsehnittlieh 1,8mal hShere enzymatische Aktivit~t zeigen als 
andere Seren. 

Die Aminopeptidase~ktivitS,t des Serums ist also w~hrend der 
Gravidit~t in signifikanter Weise erh6ht, abet  bei weitem nieht so sehr 
wie der Oxytoeinasespiegel. Auffallend war jedoeh der Befund, dag die 
Verwendung versehiedener Enzymsubst ra te  eine versehieden starke Ver- 
mehrung der Aktivit~t ergab; er deutete darauf hin, dal~ im Serum nieht 
nur eine einzige Aminopeptidase vorkommt,  sondern zwei oder mehrere 
Enzyme mit  untersehiedlieher Substratspezifit~t. Denn w~re f/Jr die 
Spaltung der drei Substrate sowohl im Normal- als aueh im Sehwangeren- 
serum ein und dasselbe Prinzip verantwortlieh (ein einziges Enzym 
also mit groBer Wirkungsbreite, wie z. B. die yon E. L. Smith eingehend 
untersuehte ,,Leuein-Aminopeptidase "15, 1~), so sollte die ErhShung der 
Aktivi tgt  wghrend der Gravidit~t alle Substrate in gleiehem 2VfaBe 
betreffen. 

1~ E. L. Smith, Advane. Enzymol. 1, ~ 191 (1951). 
16 E. L. Smith und D. H. Spae/c~nc~n, J. Biol. Chem. 212, 271 (1955). 
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Man konnte infolgedessen auch an die MSglichkeit denken, da~ im 
Strum, w~hrend der Schwangersehaft eine Aminopeptidase vermehrt 
vorkommt, welche in spezifischerer Weise Substrate yon der Art des 
Oxytoeins angreift. Da Oxytocin durch einen N-terminalen tIalbcystin- 
rest ausgezeichnet ist, war es naheliegend, chromogene Aminopeptidase- 
substrate zu synthetisieren, welche ebenso wie das Polypep$idhormon 
N-terminale Halbcystinreste enthaiten. 
naphthylamid, wurde (auf drei ver- 
sehiedenen Wegen) dargestellt. Seine 

/ 
l 

m: l-:'g,:I/~-:'/=/]- :::Oh//:gl,~m:Y/m/ 

Das einfachste, L-Cystin-di-fl- 
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Abb. 4. Einflui~ der Konzentration des Substrats 
(L-Cystin-di-fl-naphthylamid) auf die Geschwindig- 
keit seiaer Spaltung dutch Schwangerenserum. 

4 Stdn. Inkubation, 37 ~ p]~ 7,8 

Abb. 5. EinfluB der Enzymkonzentra~ion 
(Serummenge) auf die Geschwindigkeit der 
Spaltung des Substrats (L-Cystin-di-fl- 
naphthylamid). 4 Std~a. Inkubation bei 

pit  8,2 uI~d 37 ~ 

Spaltung durch Schwangerenseren erfolgt, wie Tabelle 1 zeigt, bedeutend 
(durchsehnittlieh ]3,1mal) schneller als durch Normalseren. Es ist 
bemerkenswert, dat~ hingegen die fl-Naphthylamide der anderen zwei 
natiirlich vorkommenden sehwefelhaltigen AminosKuren, des Cysteins 
und des Methionins, dutch das Serum yon Schwangeren kaum starker 
als durch das yon Nichtschwangeren gespalten werden. Auf Grund dieser 
Ergebnisse wurde die enzymatisehe ttydrolyse des Cystin-di-fi-naphthyl- 
amids n~her untersucht. 

Die Enzymreaktion geht optimal zwisehen pH 7,2 und 7,7 vor sich 
(Abb. 2). Interessant und wichtig ist jedoch, dab mit steigendem pH 
die Gesehwindigkeit der Spaltung des Cystin-di-~-naphthyIamids dureh 
Sehwangerenserum langsamer absinkt als die der Spaltung durch Nicht- 
schwangerenserum; so kommt es, dal~ der Quotient der Aktivitaten 
yon Schwangeren- und Normalserum, der bei pi t  7,4 als 13,1 bestimmt 
worden ist (Tabelle 1), bei pH 7,8 etwa 23 betrKgt. Die ttydrolyse- 
gesehwindigkeit nimmt bei l~ngerdauernder Inkubation etwas ab (Abb. 3). 
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Die Substratkonzentration hut auf die enzymatisehe Reaktion keinen 
nennenswerten Einflug, sofern sie 250#g/ml iibersteigt (Abb. 4). Aueh 
bei hoher Substratkonzentration (675#g/ml) ist die Gesehwindigkeit 
der Substratspaltung der Enzymkonzentration im Ansatz nieht streng 
proportional (Abb. 5) ; ein Grund fiir die Abweiehung yon der Proportiona- 
litgt kann eine zu geringe L6sliehkeit des Substrats im neutrMen und 
alkalisehen pII-Bereieh sein,' die dazu ftihren mag, dub die effektive 
Substratkonzentration in den Inkubationsansgtzen die zur Sgttigung 
des Enzyms erforderliehe HShe nieht erreieht. 

Einige anorganisehe Ionen und organisehe Substanzen wurden auf 
ihre Fghigkeit geprtift, die Spaltung des Cystin-di-fl-naphthylamids dureh 
Sehwangerenserum zu beeinflussen (Mle in einer K6fizentration yon 
0,001 m). Co++ war ohne Einflug, Zn++ und ~Mn ++ hemmten 40~ 
bzw. 300/0 . Ca++ erodes sieh als wirknngslos. Komplexon fief eine 40% ige 
FIemmung hervor, wghrend Oxalat ohne EintluB blieb. Cyanid, Aseorbin- 
sgure und Cystein hemmten je 30%. N-Xthylmaleinimid hatte keinen 
Effekt. 

Es ist in diesem Zusammenhang erwghnm~swert, dub die Oxytoeinase, 
den Angaben yon Werle und Serum 17 zufolge, ebenso wie das yon uns 
bearbeitete Enzym dureh Metallehelatbildner wie Komlolexon gehemmt 
wird. Anderseits beriehten Werle, Hevettce und Butl~man'~ a, dab die 
Oxy~oeinase weder dutch Cyanid noeh dureh M~ngan gehemmt werde, 
wghrend diese Ionen die Hydrolyse des Cystin-di-fl-naphthylamids 
herabsetzen. 

Gegen die Annahme, dal30xytoein und Cystin-di-fl-naphthylamid 
Substrate des gleiehen Enzyms sind, seheint jedoeh vor allem aueh zu 
spreehen, dal3 die Inaktivierung des Polypeptidhormons dutch Kreiflenden- 
serum 1000mal sehneller als dureh Niehtsehwangerenserum 5, die S10altung 
des ehromogenen Substrats hingegen nut 13real (bei pt{ 7,4) oder 23mM 
sehneller (bei pH 7,8) erfolgt. Diese Diskrep~nz sehliel3t jedoeh eine 
Identitiit der beteiligten Enzyme nieht sehleehthin aus. Sie k6nnte z. 13. 
dadureh zustande kommen, dug Cystin-di-~-naphthylamid auger yon 
der Oxytoeinase aueh in geringem M~ge yon einer anderen Amino- 
peptidase ~ngegriffen wird, welehe in Niehtsehwangerenserum vorhanden 
und deren Konzentration wiihrend der Gravidit~t nieht betr~ehtlieh 
erhSht ist; unter dieser Voraussetzung wfirde das ehromogene Substrat 
dutch Normalserum sehneller hydrolysiert, als auf Grund des ~uBerst 
niedrigen OxytoeinasegehMtes zu erwargen w~re, und das Verh/~ltnis 
der enzymt~tisehen Wirksamkeit von Schwangeren- und Niehtsehwangeren- 
serum wgre infolgedessen niedriger als erwartet. Es sind derzeit wei~ere 
Versuehe im Gange, die zu einer K1/~rung dieser Fragen beitragen sollen. 

17 E.  Werle und K.  Serum, Arch. Gynfikol. 187, 449 (1956). 
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Der  Befund,  dab  wghrend  der  Sehwangersehaf t  im Serum in betri~eht- 
l ieh ve rmehr t e r  Menge ein E n z y m  anznt ref fen  ist,  dessen Aktivit i~t  sieh 
auf  ehemischem Wege ohne groBe Miihe q u a n t i t a t i v  be s t immen  I~LBt~ 
h a t  medizinisehes Interesse,  - -  ob es sieh nun  bei  dem E n z y m  u m  die 
0 x y t o e i n a s e  selbst  hande l t  oder  nieht .  Das  Auf t r e t en  und  die Eige n, 
sehaf ten  des E n z y m s  werden aueh un te r  dem medizinisehen Bl iekwinkel  
weiter  bearbe i t e t ,  

Experimenteller Teil 

I. Synthese der ehromogenen Aminopeptidasesubstrate 
Glycin- und DL.Alanin-fl-naphthylamid w u r d e n  nach den Angaben yon 

Gomori n aus Chloraeetyl- bzw. a-Brompropionyl-f l -naphthylamin is durch 
Umsetzung mit  N H  3 in w/iBr. Methanol dargestellt .  

z - L e u e i n - ~ - n a p h t h y l a m i d  

Carbobenzoxy-L.leucin-fl-naphthylamid. 2,75 g Carbobenzoxy-z-leucin 
(61ig) 1" wurden in 4 ml absol. Tetrahydrofuran (THF) mit  1,4 ml Tri~thyl-  
amin versetzt  und bei - -  5 ~ mit  1,12 g Chlorkohlens~ure~thylester zur Reak~ion 
gebrach~ :Naeh 10 Min. Stehen warden zur gallertig ers tarr ten Masse 1,55 g 
fl-Naphthylamin, in 3 ml T H F  gel6st, zugesetzt. Die festwerdende Reaktions- 
misehung blieb fiber Naeht  bei Zimmertemp. stehen, wurde hierauf in 50 ml 
Essigester aufgenommen und in dieser LSsung mit  Wasser, 0,1 n HC1, 
Wasser und NaI-ICO3-LSsung gewasehen. Naeh Trocknen wurde das Carbo: 
benzoxy-L-leucin-fl-naphthylamid dutch Abdampfen des Essigesters in Form 
seines von Green et al. is besehriebenen g e m i h y d r a t s  erhalten,  weige Nadeln 
veto Schmp. 127 bis 129~ Ausbeute 1,7 g (41% d. Th.). 

1,.Leucin-fl-naphthylamid. Die Abspal tung des Carbobenzoxyrestes erfolgte 
nach der Methode von Ben-Ishai  und Berger 2~ 1,23 g Carbobenzoxyverbin- 
dung wurden mi t  5 ml t tBr-Eisessig (38%ig) versetzt.  Naeh lstfind. Stehen 
bei Zimmertemp. wurde dureh Zusatz yon 100 m] absol. 5 t h e r  das Hydro-  
bromid des Leucin-fl-naphthylamids in 51iger Form ausgef~tllt und nacb 
Abgiegen des ~ thers  in Wasser gel6st. Bei Zusatz yon verd. Ammoniak 
fiel das freie Leucin-fl-naphthylamid in k r i s t .  Form aus. Naeh LSsen in 
verd. Essigs~ure, Behandlung der warmen LSsung mit  Tierkohle, F~llen 
mit  NI-I a, Waschen des  Naphthylamids  mit  ~rasser und Trocknen fiber 
P205 betrug sein Schmp. 123 bis 125 ~ Ausbeu te  0,72 g (90% d. Th.). Vet  
der Analyse wurde 3 Stdn. im Hochvak.  bei 70 ~ getrocknet.  

C16I-I20N20. Ber. C 74,96, I-t 7,85. Gef. C 74,70, H 7,91. 

Bei S~ttigung seiner L6sung in Methanol-Ather ( 1 : 1 ) m i t  trock. HC1- 
Gas krist,  das L-Leuein-fi-naphthylamid-Hydrochlorid in Nadeln vom Schmp. 
239 his.241 ~ aus. 

~s A .  Tigerstedt, Ber. dtseh, chem. Ges. 25, 2919 (1892). 
19 M.  Bergmann, L. Zervas und J . S .  Fruton, J. Biol. Chem. 11~, 593 

(1936) . . . .  
2o D. Ben-Ishai und A.  Berger, J. Org. Chem. 17, 1564 (1952). 
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L - C y s V i n - d i - f l - n a p h t h y l a m i d  

Di-carbobenzoxyoL-cyst in-di- f i -naphthylamid.  Methode A 21. Zu einer 
L6sung yon 1,60 g I)i-carbobenzoxy-L-cystin 2~ und 0,90 ml Tri~thylamin in 
3,5 ml absoh THF wurden tropfenweise bei - - 5  ~ unter  Schiitteln 0,63 g 
Chlorkohlens~turei~thylester gefiigt. Die entstandene Suspension blieb 
10 Min. bei - - 5  ~ stehen und  erhiett dann portionenweise einen Zus~tz yon 
1,05 g fl-Naphthylamin, gel6st in 3 ml absol. THF.  Nach Stehen fiber Naeht 
bei Zimmertcmp. wurde die gallertige Masse in 20 ml Essigester suspendiert, 
die Suspension mit  Wasser, 0,1 n HCI, wieder mit  Wasser und znletzt mit  
l~/oigcr NaI-ICOa gewaschen. Das durch Absaugen, Waschen und  Trocknen 
erhaltene Rohprodukt (0,94 g) hatte einen Schmp. von 208 bis 210 ~ (Zers.). 
Seine Reinigung erfolgte durch L6sen in heigem Pyridin und tropfenweisen 
Zusatz yon Methanol. Das gallertig ausfallende I)i-carbobenzoxy-cystin-di- 
fl-naphthylamid wurdc mit  ~ ther  grfindlich gewaschen. Ausbeute 0,91 g: 
Schmp. 225 bis 227 ~ Auch nachdem es 2 Stdn. bei 80 ~  Hochvak. getrock- 
net worden war, lag es anscheinend noch als Monohydrat vor. 

C4~HasN40~S~. H~O. Ber. C 64,95, H 5,19. Gef. C 65,08, H 4,96. 

Aus der r6tlich gefiirbten Essigesterl6sung konntcn durch Eindampfe~ 
des LSsungsmittels und Aufnehmen des Riickstandes in Methanol weitere 
0,22 g derselben Substanz erhalten werden. Ausbeute insgesamt 47% d. Th. 

In  manchen Ansittzen wurde das Di-carbobenzoxy-L-cystin-di-fl-naphthyl- 
amid auch in seiner wasserfreien Form (Schmp. 255 bis 257 ~ erhalten. 
(Analyse bei Methode B angegeben.) 

~Vlethode B 2~. 0,80 g I)i-carbobenzoxy-L-cystin m~d 0,53 g fl-Naphthyl- 
amin wurdcn in 3,5 ml THF gel6st und tropfenweise mit einer L6sung yon 
0,55g Di-cyclohcxyl-carbodiimid in 1 ml T H F  versetzt. Unter Selbst- 
erw~rmung schieden sich Dicyclohexyl-harnstoff und Dicarbobenzoxy-L- 
eystin-di-fl-naphthylamid ab. Nach Stehen fiber Naeht und Zugabe von 
Essigester wurden die auskristallisierten Reaktionsprodukte abgesaugt. 
[hre Trennung gelang dutch 3maliges Auskochen der Mischung mit sieden- 
dem gthanoh Der Harnstoff ging dabei in LSsung; das Naphthylamid 
blieb zurfick, wurde mit  Ather gewaschen and  gctrocknet. Ausbeute 0,91 g 
(76os d. Th.); Schrnp. 258 bis 260 ~ (Zers.). 

Q2HasN40~S2. Ber. C 66,46, I-I 5,04. Gef. C 66,51, H 5,26. 

z~lethode C 24. Zu einer LSsung yon 2,0 g Di-carbobenzoxy-L-cystin ill 
5 ml absol. THF  wurden 0,80 g Tri~thylamin gefiigt und dann bei - - 5  
tinter Riihren 0,95 g Isovalerylchlorid zugetropft. Nach 3stiind. Stehen 
bei 0 ~ folgte die Zugabe yon 1,13 g fl-NaphthylamJn in 3 ml absoh THF.  
Die Reaktionsmischung stand fiber Naoht bei Zimmertemp., wurde dann 
mit Essigester aufgenommen und in der bei Methode A beschriebenen Weise 
auf Di-carbobenzoxy-cystin-di-fl-naphthylamid aufgearbeitet. Ausbeute 
1,76g (67% d. Th.); Sehmp. 248 bis 250 ~ (Zers.). 

L-Cys t in-d i - f l -naphthy lamid .  Zur Abspaltang der Carbobenzoxyres~e 
wurden 2,33 g der nach einer der drei Methoden dargestellten und fein- 
gepulverten Carbobenzoxyverbindang in 15ml HBr-Eisessig suspendiert. 

21 R.  A .  Boiasonas, Helv. Chim. Acta 34, 874 (1951). 
22 M .  Bergmann  und L. Zervas, Ber. dtsch, chem. Gem 65, 1192 (1932). 
~3 j .  C. Sheehan und G. P .  Hess,  J. Amer. Chem. Soc. 77, 1067 (1955). 
24 j .  R.  Vaughan  und R. L. Osato, J. Amer. Chem. Soc. 73, 5553 (1951). 



It .  5/1957] Aminopeptidaseaktivit~t des Sehwangerenserums 985 

Die sogleieh einsetzende Gasentwieklung war nach 11/~ Stdn. beendet und 
Mare L6sung eingetreten. Zugabe von 100 ml Nther bewirkte Fi~lkmg des 
L-Cystin-di-fi-naphthylamid-hydrobromids in krist. Form. Es wurde mit  
~[ther gewasehen und  in 30 ml 50~ w/il3r. Nthanol gel6st. Bei tropfen- 
weisem Zusatz verd. Ammoniaks bis zu piE 4 fiel ein Teil des freien Naphthyl-  
amids aus, ging jedoeh bei Erhitzen wieder in L6sung, mit  Ausnahme einer 
harzigen Verunreinigung, von der die LOsung abgegossen wurde. Nunmehr  
fortgesetzte Zugabe von Ammoniak (his pH 8) f~tllte das Dinaphthylamid 
vollst/indig aus. Es wurde zur weiteren Reinigung in verd. Essigs~ure gel6st, 
mit  Tierkohle behandelt und naeh deren Abfiltrieren wieder mit  NiE3 aus- 
gef/illt. Abgesaugt, mit  verd. Methanol gewaschen und bei 100 ~ im Vak. 
fiber P~O 5 getrocknet, schmolz das weiBe Pulver bei 167 bis i69 ~ Ausbeute 
I, I8 g (78% d. Th.). Es ist in Wasser und  Methanol kaum 15slich, wohl 
abet  in TFIF. 

C~6I-Ia~NtO~S2. Ber. C 63,64, IE 5,34, S 13,07. 
Gef. C 63,05, H 5,35, S 13,00. 

L - C y s t e i n - f l - n a p h t h y l a m i d  

0,30g Cystin-di-fl-naphthylamid wurden in 75ml  2,5%iger Sehwefel- 
s~ure 3 Stdn. lang mit  0,8 g Zinkstaub (p. a.) gesehfittelt 25. Naeh Abfiltrieren 
des fibersehfissigen Zinkstaubes und  Naehwasehen mit  wenig Wasser wurde 
aus dem Fil t rat  dutch Zugabe friseh bereiteten Kupferoxyduls ein violett- 
blau gef~rbter Kupferkomplex des Cystein-naphthylamids ausgefiillt. Die 
Suspension blieb fiber Naeht im Eiskasten. Naeh Zusatz yon 1 ml Eisessig 
wu_rde der Niedersehlag abzentrifugiert und  in der Zentrifuge 4real mit  je 
50 ml Wasser gewasehen. Die Zersetztmg der Kupferverbindung erfolgte 
in w~Br. Suspension (80 eem) in der Siedehitze dureh Einleiten yon IE2S. 
Das Cu2S wurde abfiltriert und  mit  IE2S-haltigem Wasser griindlieh ge- 
wasehen. Aus dem warmem Fil t rat  (40 ~ wurde der gel6ste H~S dutch Em- 
loiten von Stiekstoff vertrieben und das Cystein-naphthylamid dureh Zusatz 
von 0,1 n NH 3 ausgef~llt. Ausbeute 0,25 g (83~o d. Th.). Sehmp. (in einer 
mit  N~ geffillten Kapillare bestimmt) 130 bis 132 ~ Vor der Analyse wurde 
2 Stdn. bei 70 ~ im Iloehvak. getroeknet. 

CiaHi~N2OS. Bet. C 63,38, H 5,73. Gel. C 63,43, I I  5,43. 

Die Umwandlung in sein Hydrochlorid erfolgte dureh L6sen yon 0,1 g 
Cystein-fl-naphthylamid in 2 ml absol. Methanol, Zusatz von 4 ml absol. 
Nther und  Einleiten frock. HC1-Gases. Die L6sung wurde im Vak. bei 
Zimmertemp.  eingedampft, der krist. Rfiekstand fiber NaOH im Vak. yon 
fibersehtissigem I-ICI befreit und  aus absol. Methanol-Nther umkristallisiert,. 
Sehmp. 223 bis 225 ~ (Zers.). 

CiaI-t~4N2OS- HC1. Ber. C 55,2t, H 5,35. Gel. C 55,36, H 5,39. 

D L - M e t h i o n i n - f l - n a p h t h y l a m i d  

Carbobenzoxy-Di,-methionin-fl-naphthylamid. Die Darstellmlg erfolgte 
analog der des entspreehenden L-Leuein-Derivats. Aus Chloroform-Essig- 
ester (1 : 3) umgel6st, Nadeln vom Sehmp. 160 bis 162 ~ Ausbeute 55% d. Th. 

C~3H24N2OaS. Ber. C 67,67, H 5,92. Gef. C 67,67, I-I 6,10. 

1)I,-Methionin-fl-naphthylamid. 1,i5 g Carbobenzoxy-Verbindung wurden 
dureh Istfind. Einwirkung yon HBr-Eisessig (5ml) bei Zimmertemp. de- 

25 N. W. Pirie, Bioehemie. J. 25, 614 (1931). 
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Carbobenzoxyliert. Zusatz yon 40 ml absol. ~ ther  ffillte das Hydrobromid 
des Methionin-naphthylamids zun/~chst als 01 aus. Anreiben mit  einigen 
Tr0pfen Wasser braehte es zur Kristallisation. Aus seinem Hydrobromid 
wurde das freie Naphthylamid mit  retd.  NI-I 3 in Freiheit gesetzt. Anreiber~ 
mit  alkohol. HC1 verwandelte das 61ige Produkt  in eiu gut krist. Hydro- 
eMorid, welches naeh wiederholtem Uml6sen aus absol. Methanol/i4her (1 : t) 
und 2stfind. Troeknen gel i00 ~ im Hochvak. einen Sehmp. yon 172 bis 173 ~ 
zeigte. Ausbeute 0,45 g (52% d. Th.). 

ClsI~I18N2OS. HC1. Ber. C 57,95, H 6,!6. Gef. C 58,31, H 6,25. 

Alle Schmelzpunkte wurden im Kofler-Mikrosehmelzpunktsapparat be- 
st.immt und  sind korrigiert. 

II. Die kolorimetrisehe Aminopeptidasebestimmung im Serum 

Die Serumproben. Bei der Blutabnahme mid Abtrennung der Erythrocyten 
mull darauf geachtct werden, dab es zu keiner ttamolyse kommt. H~moly- 
tische Seren gehen, mit  Cystin-di-fl-naphthylamid als Substrat, zu hohe 
Aminopeptidasewerte, da in den Erythrocyten ein Enzyra vorkommt, durch 
welches das Substrat ebenfalls gespalten wird. (Analoges gilt fiir den 
fermentativen Abbau des Oxytoeins: das I-Iorm'on wird ebenfMls nieht n u t  
d m.ch die Oxytocinase des Sehwangerenserums, sondern auch dureh ein' 
Erythroeytenferment abgebaut 5, 7; h~molytische Seren t~usehen infolgedessen 
zo'hohc Serumoxytocinaseaktivit/it vor.) S e r e n k 6 n n e n b e i 0 b i s 5 ~  
48 Stdn. ohne nennenswerten Verlust an enzymatiseher Wirksamkeit a uf2 
bewahrt werden. 

Herstellung der Substratl6sungen. Glycin-fl-naphthylamid (0,01 m), 2,20 mg 
je ml 0,012n HCI; Dg-Alanin-fl-naphthylamid (0,01 m), 2,36 mg unter Er- 
w/irmen in 1.ml 0,012n tiC1 gel6st; L-Leucin-fl-naphthylamid (0,01m), 
3,22 mg des Hydrochlorids je 1 ml 0,001 n I-I~C1; L-Cystin-di-fl-naphthylamid 
(0,0055 m), 2,70 mg je ml 0,012 n ttC1, unter  schwachem Erw~irmen in L6s~mg 
gebracht; ~,-Cystein-fl-naphthylamid (0,01m), 3 ,1 l ing  des Hydrochlorids 
je ml 0,001n HC1; Dl~-Methionin-fl-naphthylamid (0,01m), 3,14rag des 
Hydroehlorids je ml 0,001 n HCI. - -  Da bei Mien Bestimmungen (siehe 
unten) 0,25 mt Substratl6sung mit  0,75 ml verd. Serums gemischt wurden, 
betrug die Substratkonzentration w~hrend der Enzymreaktion nu t  1/4 der 
oben angegebenen Konzentrat ion der Substratl6sungen. Eine Ab/inderung 
dot hier angeffihrten Substratmengen erfolgte bei dem dutch die Abb. 4 
dargestellten Versuch, dessen ZieI es war, die Abh/ingigkeit der Gesehwindig= 
kei~ der Spaltung des Cystin-di-fl-naphthylamids yon dessen Konzent, ration 
zu ermitteln. 

PuMer. Zur Einstcllm~g der gew0nsehten pH-Werte wghrend dec 
enzymatischen Reaktion wurde stets 0,067 m Veronalpuffer (2 Teile Miehaelis- 
Puffer2S § 1 Teil Wasser) verwendet. Bei den in Tabelle 1 zusammen- 
gestetlten Vcrsuchen betrug das pH des  Puffers 7,4; gin" Yerf01gtmg der 
I~onzentrationsver/inderungen, die das Cystin-di-fl-naphthylamid spaltende 
Enzym w/~hrend der Sehwangersehaft erf~hrt, hat. sich jedoeh ein pI-I des 

.angewendeten Puffers  von 7,9 als giinstiger erwiesen.  Da die Enzym- 
substrate in verd. HC1 gel6st eingesetzt ~atrden, war der pHAVert der Misehun- 
geD yon Serum, Puffer und Substrat ~v/~14rend der Inkuhation selbstver, 

ss L. Michaelis, J. Biol. Chem. 87; 33 (1030). 
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stgndlich etwas niedriger als des des verwendeten Puffers. In  dot Abb. 2, 
welche die pI-I-Abhiingigkeit der Spaltung des Cystin-di-nalohthylamids 
dutch Schwangerenserum illustriert, wurden die mit  der Glaselektrode be- 
s t immten pt t -Werte  der Inkubationsmischungen m~d nicht, die der ver- 
wendeten Puffer eingezeiehnet. 

Die Bestimmung der Enzymaktivit~t. Standardverfahren: 0,40 ml Serum 
werden mit  0,60 ml Wasser and  2,00 ml Veronalpuffer verdiinnt. Von dieser 
Mischung werden in 2 R6hrchen je 0,75 ml pipettiert und  mit  je 0,25 ml 
SubstratlSsung (siehe oben) versetzt. In  das erste RShrchen, welches zur 
Bestimmung des Blindwertes dient, wird unmit te lbar  nach der Substrat- 
zugabe zur Verhinderung der Enzymreaktion 1,00 ml einer 10~oigen Trichlor- 
essigs~urelSsung pipettiert ; das zweite R6hrchen wird 2 Stdn. bei 37 ~ inkubiert 
und  erst dann mit  1,0O ml Trichloressigs/~ure versetzt. Von mm an. wird der 
Inhal t  der beiden I~6hrchen wieder auf gleiehe Weise behandelt. Der aus- 
gefloekte EiweiBniederschlag wird abzentrifugiert. Zu 1,00ml der klaren 
iiberstehenden L6sung f/igt man zungchst 9,0 ml einer Mischung yon 2 Volum- 
teilen 0,36 n HC1 und  I Volumteil Aeeton (p. a., Merck). Die folgenden 
Zugaben m~issen unter  Ausschlug yon Tageslicht (~m besten in einer Dunkel- 
kammer unter  l%otliehtbeleuchtung) erfolgen und nach jedem Zusatz muB 
grtindlieh gemischt werden: 1,0ml 0,1~ NaNO 2 (zur Diazotierung des 
/LNaphthylamins), ungef~hr 3 Min. sparer 1,0 mI 0,5%ige Ammonsulfamat- 
16sung (zur Zerst6rm~g /iberschiissigen Nitrits) und wieder ungefiihr 3 Min. 
spiiter 1,0ml einer 0,1~ w~tgr. L6sung yon N-(1-Naphthyl)-~thylen- 
diamin-di-hydroehlorid (Eastman Kodak). Nun lggt man bei 37 ~ und eben- 
falls im Dunkeln die Entwieklung des blauvioletten Farbstoffes vor sich 
gehen. Die maximale Farbe ist naeh 3 Stdn. erreicht und bleibt dann viele 
Stdn. lang konstant.  Die kolorimetrisehe Bestimmung wurde in unserem 
Laboratorium mit einem Beekman-Spektrophotometer in Kiivettert mit  
einer Schichtdieke yon 1 em und  bei einer Wellenl/inge yon 565 m# vorge- 
nommen. Aus den abgelesenen Ext inkt ionen (Versuchswert minus Blindwert) 
l~iBt sich mit  Hilfe einer Eichkurve (Abb. 1) die Menge des dutch die enzyma- 
tische t~eaktion freigesetzten Naphthylamins ermitteln. Bei Einhal tung 
der oben angegebenen Serumverdiinnung und  Inkubationsdauer sind die 
in Abb. 1 in #g ~-Naphthylamin angefiihrten Abszissenwerte gleieh der 
Zahl der Milligramme fl-Naphthylamin, die yon 100 ml des Serums in 1 Std. 
in Freiheit gesetzt werden ~a. 

Wird die Aminopeptidaseaktivitiit  des Serums mit Glyein-/~-naphthylamid 
Ms Substrat. bestimmt, so kann man dem eben besehriebenen Standard- 
verfahren ohne weiteres folgen. Verwendet man hingegen die sehneller 
gespMtenen Naphthylamide des Alanins oder Leueins als Substrate, so ist 
es angezeigt, entweder die Inkubationszeit  yon 2 Stdn. auf eine kiirzere 
Zeit oder die Serummenge im Inkubationsansatz auf 1/2 oder 1/~ herabzu~ 
setzen. Bedient man sich anderseits der langsamer hydrolysierten ~-NaphthyL 
amide des Cystins, Cysteins und Methionins, so empfiehlt sieh eine Ver- 
l/~ngerung der Inkubat.ionsdauer auf ~ Stdn. (vgl. Abb. 3), eventuell aueh 
eine Vermehrung der Serummenge in d e r m i t  Substrat versehenen Mischung 
(vgl. Abb. 5) und allenfalls bei der Photometrie die Verwendtmg von- 
Kiivet ten mit  einer Schiehtdieke yon 10 era. Solehe Ab/inderungen des 
Standardverfahrens mfissen bei der Bentitzung der Eiehkurve selbstverst~nd- 
lieh ber/ieksiehtigt werden. 

Zur Aufstelhmg der Eichkurve (Abb. 1) werden /~-Naphthylaminl6sungen 
bekannten Gehalts mit dem gleichen Volumen einer 10~oigen Triehloressig- 

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 88/5 65 
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s~ure verdfinnt. Von diesen Mischungen werden jeweils 1,00 ecru entnommen 
(die Zahl der /~g fl-Naphthylamin in 1 acre Mischung ist der Abszissenwert 
der Eichkurve) und ebenso behandelt, wie es im 8tandardverfahren ffir 1 ccm 
der nach Zusatz yon Triohloressigsgure zm" Serum-Substrat-Mischung und 
Zentrifugieren erhaltenen fiberstehenden F]fissigkeit beschrieben worden ist.. 

Herrn Prof. Dr. A. Lindner sind wir ffir Anregungen zu der vorliegenden 
Arbeit und ffir wertvolle ttilfe, tIerrn Dr. O. Hornykiewicz ffir Oxy~ooin- 
bestimmungen zu grol~em Dank verpfliohtet. 

Die Elementaranalysen wurden yon Herrn Doz. Dr. G. Kainz im M_ikro- 
~nalytischen Laboratorium des II .  Chemisehen Instituts ausgeffihrt. 

Fiir freundliche und grol]zfigige Unterstiitzung danken wir der Firma~ 
S~nabo, Wien. 


