
475 

A N G E W A N D T E  C H E M I E  
47. Jahrgang, S. 475-490 m Inbaltsverzeiddst Siehe Anzeigenteil S.  X d 2  8 30. Juni19S4, Nr.26 

Fortschritte der physiologischen Chemie seit 1929. 
11. Enzyme*). 

Proteasen. 
Von Prof. Dr. E. WALDSCIIMLDT~LEITZ, 

Deutwhe Technische Hochschule, Prag. (Eingeg. 12. Mai 1934.) 

I n h a 1 t : P r o t e i n  a s e n (Pepsin, Lab, Trypsin, Protaminase, Kathepsin, Papain, Thrombin), 
P e p t i d a s e n (Dipeptidasen, Aminopolypeptidase, Dehydrodipeptidase, Polypeptidasen). 

Unter den am Eiweiijabbau beteiligten Enzymen handle') ; der Anspruch, das kristallisierte PepsineiweiB 
unterscheidet man bekanntlich die beiden groi3en Qrup- stelle das reine Enzym dar, wird somit weiterhin auf- 
pen der Proteinasen, spezifisch fur die Spaltung der rechterhalten. Er ersoheint auch gestutzt durch das Ver- 
eigentlichen Proteine und ihrer hBhermolekularen Ab- halten bei der Denaturierung mittels b- und y-Strahlen 
bauprodukte, und der Peptidasen, deren Wirkung man und mit ultraviolettem Licht, bei welcher Proteindenatu- 
nur gegenuber niedermolekularen Peptiden wahrnimmt; rierung und Aktivitatsverlust in allen Fallen parallel 
Untergruppen der letzteren bilden beispielsweise die gehena), Bemerkenswert erscheinen in diesem Zusammen- 
Aminopolypeptidasen, Carboxypolypeptidasen und Dipep- hang die Beobachtungen von Martins), nach welchen 
tidasen, wahrend man die Proteinasen je nach ihrer Wir- Bus menschlichem Magensaft sich ein euzymatisch in- 
kungsweise in Pepsinasen, Tryptasen und Papainasen aktives kristallisiertes Gastro-globulin isolieren lafit, das 
unterteilt. beziiglich seiner Kristallform und der Lage des koelek- 

trischen Punktes groi3e Khnlichkeit mit dem kristallisier- 
ten Pepsin zeigt, vielleicht also die enzymfreie Kompo- P r o t e i n a s e n. 

suche zur Reindarstellung von Pepsin und Trypsin be- Gegeniiber der Nort hropschen Auffassung von der 
sondere Forderung erfahren. Northropl) hat uber die EiweiiJnatur des Pepsins weisen Wallstdtter und Rohde- 
Darstellung von k r i s t a 11 i s i e r t e m , aktivem Pepsill wa$dl0) auf die Tatsache bin, daiJ e5 gelingt, auf anderem 
auch aus inaktiven, denaturierten PepsinprEiparaten be- Wege eiweiiJfreie Pepsinpr~parate darzuste]len; ein Tei] 
richtet; sie gelingt durch Einwirkung von Siiure auf die des Pepsins findet sich allerdings in der Magenschleim- 
mit Alkali denaturierten Praparate. Pepsin selbst w i d  haut in unlcslicher Form, vielleicht an Eiweifi gebunden, 
demnach als ein Protein beschrieben; )die Zusammen- als Desmo-pepsin. ~~~h wird in der S&leimhaut das 
setzung der Praparate des kristallisierten Pepsins ist Vorkommen cines unwirksamen pro-pepsins, einer vor- 
durch einen besonders niedrigen Gehalt an basischen stufe des E ~ ~ ~ ~ ~ ,  beschriebenll), dessen &tivierung 
Aminosauren ausgezeichnet2). Die Einheitlichkeit dieser durch Wasserstoffionen erfolgt, bei pH = 5 mit mefibarer, 
kristallisierten Enzymprlparate iSt indessen bwweifelt schon bei pH = 3 mit unmeiJbar groiJer Geschwindigkeit. 
worden; so laDt sich kristallisierbes Pepsin durch Adsorp- Andere Untersuchungen beschaftigen sich mit den 
tion mit Tonerde in Fraktionen Zerlegen, deren cine durch Produkten der peptischen Aufspaltung "on Eiwei& so 
eine besondere verfliissigende, deren andere durch cine wird die Eigenart der peptischen Verdauung von Casein, 
besonidere hydrolysierende Wirkung gegenfiber Gelatbe welche durch einen anfgnglichen Viscogtgtsanstieg ge- 
gekennzeichnet ist3) ; auch Northrop') hat die G'%enwart kennzeichnet ist, mit der Bildung einw schwerloslichen, 
einer gelatineverflussigenden Komponente rohen Pep- phosphorreichen Zwischenprod&tes erklarti2) ; die mito- 
sinpraparaten beschrieben. Die experimentell gestfibten genetischel8) wie die tyndallmetrische Analyse der Pep- 
Einwandee), da8 eS  gelinge, aUS Losungen kristallisierten sinwirkungia) ergeben die Auf1Ssung von Peptidbin- 
Pepsins durch Adsorption an kristallisiertes PflanZen- dungen durch das Enzym. 
globulin den aktiven Anteil des Pepsins allein aufzu- Die Unterscheidung des eiweiBspaltenden Pepsins 
nehmen, unter Zurucklassung des Pepsineiweifies, sind von dem nur Ma& koagulierenden Lab hat weitere Fort- 
von Northrope) zuruckgewiesen worden mit dem .Hh- schritte gemacht. Fnuber und Kleinerib) berichten uber 
weis, da5 es sich hierbei um eine Adsorption des gesam- ___ 
ten Pepsin-EiweiiJ-Molekiils an das Pflarrzeneiweifl ') Vgl. J .  B. Sumner, Proc. SOC. Exp. Biol. and Medicine 31, 

Die Erforschung der Proteinasen hat durch Ver- nente desselben darstellt. 

204 ri9331. 

*) Itereits erschienen der Abechnitt ,,Naturstoffe", vgl. diese 
Ztschr. 47, 447 [1934]. Aus dem Abschnitt ,,Enzyme" eind er- 
schienen: Ammon: ,,Esterasen und Lipasen", ebenda 47, 447 
[1934]; Weidenhagen: ,,Carbohydraeen", ebenda 47, 451 [1934]. 

1) J .  H .  Northrop, Journ. gen. Physiol. 14, 713 [i%i]. 
2) P.  A.  Levene u. J .  H .  Helberger, Science 73, 494 [1931]. 
3) I! Holter, Zhchr. physiol. Chem. 196, i [1931]. 
4) J. H. Norlhrop, Journ. gen. Physiol. 15, 29 [1931]. 
6 )  E .  WaZdschrni&t-Leik u. E. Kofrrfnyi, Naturwiss. 21, 206 
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i) J. i. Northrop, Journ. gen. Physiol. 17, 359 [1933134]. 
0) L. Martin, Journ. biol. Chemistry 102, 113, 131 [1933]. 
10) R.  Willstutter u. M .  Rohdewald, Ztschr. physiol. Chem. 

11) R .  Ege u. P. Yenck-Thygesen, Biochem. Ztschr. 264, 

18) H .  Holter, K .  LinderskomLang u. J. B. Funder, Ztschr. 
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die Darstellung pepsinfreien Labs ,durch fraktionierte 
Alkoholfallung von Estrakten aus Kalbsmagen; auch das 
Lab ltommt hier i n  Form einer unwirksamen Vorstufe 
vor, diese wird aber schon bei einer geringeren Wasser- 
stoffionenkonzentration in wirksames Enzym iibergefuhrt 
als das Pro-pepsin. Die Natur der Labwirkung ist noch 
nicht naher zu kennzeichnen, es liegt ihr indessen sicher- 
lich eine cheniische Veraiiderung des Caseins zugrundela). 
Nach Tauber und lileinerl') stellt die durch Trypsin 
bewirkte Milchgerinnung nur die erste Stufe des hydro- 
lytischen Caseinabbaus dar. Echtes, voni Pepsin abtrenn- 
bares Lab findet man indessen nur im Magensafte des 
Kalbea ; bei allen auderen Saugetieren wird gleichwie bei 
erwachseuen Organismen auch in1 Sauglingsalter lteine 
spezifische labende Enzymkoinponente beobachtetLs). 

Die Beschreibung von Lyo- und Desmo-formen der 
Enzyme, von loslichen und an unlosliche Zellbestandteile 
gebundenen, ist auch auf Trypsiii ausgedehnt w o r d e ~ i ~ ~ ) .  
So wird in den farblosen Blutkorperchen und im Pan- 
kreas ein glyceriiilosliches und ein glycerinunliisliches 
Trypsin unterschieden; pankreatisches Desnio-trypsin ist 
durch Enterokinase niclit mehr aktivierbar. Der Vergleich 
dieser Lyo- und Desmo-formen erscheint bedeutsam fur 
die Frage nach der EiweiBnatur der Enzyme. Die bis- 
herigen Erfahrungen sprechen dafur, dai3 die enzymatisch 
aktiven Gruppen an eineri veranderlichen kolloiden 
Triiger gebunden sind, der auch den1 Abbau unterliegen 
kann, und dalS nian daueben lose assoziierte Begleitstoffe, 
,,Schlepper" des Enzyms, zu unterscheiden hat. 

Eiii kristallisiertes Trypsiupraparat von EiweiBnatur 
und von holier mid konstanter Aktivitat haben Northrop 
und Kunitz2") beschrieben ; spin Molekulargewicht wipd 
ZLI 34 000 angegeben. Das Praparat wirkt blutgerinnend, 
aber nur in geringem Maije milchkoagulierend, durch 
Enterokinase ist es nicht mehr aktivierbar ; >das AusmaB 
seiner Wirkung auf EiweiBkorper ist geringer als das der 
roheren Trypsinpraparate. Bei langerem Erhitzen der 
Enzymlosungen sowie bei der Einwirkung von Pepsin 
oder Alkali geheii Verlust an Aktivitat und Veranderung 
des Proteius parallel ; benierkenswerterweise ist bei 
lcurzeni Erhitzen auf 100' urid raschem Wiederabkuhlen 
der Losung Iteine Aktivitatsabnahnie, auch keine Denatu- 
rierung zu beobachien. Zwischen der nativen, enzynia- 
tisch aktiven und der iuaktiven, denaturierten Forin des 
'rrypsins besteht in Losung ein Gleichgewicht, welches 
von der Saure- bzw. der Alkali- bzw. der Alkoholkon- 
zeutratioii uiid der Temperatur abhangig gefundeii 
wird'l). Aus diesen Erfahrungen wird geschlossen, dai3 
die tryptische Aktivitat der Praparate eine Eigenschaft 
des nativen Yroteinmolekuls darstellt. Andere Erfah- 
rungen deuten indessen darauf hin, dafi die aktive Kom- 
ponente der kristallisierten Trypsinpraparate unter ge- 
wissen Bedingungen, namlich durch Verdauung mit Pep- 
siu in inononiolekularer Schicht uiid bei Gegenwart von 
EiweiB aIs dubstrat, aiich von ihrem EiweiBtrager abge- 

l l j )  H .  Holler, Biochem. Ztschr. 255, 160 [1932]. 
17) H. l'uuber u. I .  S. Kleiner,  Journ. biol. Chemistry 104, 

18) H .  Holter u. I). Andersen, Biochem. Ztschr. 269,285 [1934]. 
19) R. Willstutter u. M ,  Rohdewnld, Ztschr. physiol. Chem. 

20)  J .  H .  Norlhrop u. M .  Kunitz, dourn. gen. Physiol. 16, 

267 [1933/34]. 

204, 181 [1931/52]; 218, 7'7 [1933]. 

'267, L a ,  313, 323, 339 [1932]. 

lost ihre Wirksamkeit beizubehalten vermag22). Kleiner 
und Tauber23) konnten zudem nach langdauernder Auto- 
lyse von Pankreas ein eiweiBfreies Trypsinpraparat er- 
halten von der nainlichen Aktivitat wie kristallisiertes 
Trypsin; danach ware das Trypsin selbst kein Protein. 

Die lange bekannte Aktivierung des Trypsins durch 
Enterokinase besteht nach Dyckerhofp4) nicht eigentlich 
in einer Aktivierung des Enzyms, sondern in der Aus- 
schaltung das Enzyni begleitender Hemmungskorper 
durch die Kinase; in gewissen Fallen erfolgt EiweiB- 
spaltung durch Trypsin auch in Abwesenheit von 
Enterokinase. 

In der Pankreasdruse, wahrscheinlich auch in I :I  iren 
Sekreten, ist neben dein Trypsi!l ein zweites zu den Pro- 
teinasen zu rechnendes Enzym, die Protamiuase, vor- 
handen25). Dieses Enzym zeigt mit dem Trypsin groi3e 
Ahnlichkeit in der Abhangigkeit seiner Wirkung voni p a  
und in seinem Adsorptionsverhalten; im Gegensatz zu 
jenem wind es indessen durch Enterokinase nicht akti- 
viert, seine Wirkung wind durch Albumin nicht gehemmt. 
Die Wirkung der Proiaminase beschrankt sich aid die 
Spaltung an basischen Bausteinen reicher, aber nicht 
tiochmolekularer Proteine und Proteinabbauprodukte, 
beispielsweise der Protamine aus Fischsperma; sie be- 
trifft hier die Abspaltung basischer Aminosauren, bei- 
spielsweise von Arginin, vom Carboxylende der Substrate. 
Die Abtrennung des Enzyms von l'rypsin gelingt durcli 
Ausfallung ,des letzteren nach Zusatz von Eieralbuniin 
mittels AcetoiP). 

Die Existenz einer besonderen ,, K e r a t i n a s e ' I  

ini tierischen Verdauungstrakt, zur Spaltung der Horn- 
substanz befahigt, die aus den Befunden an Kleider- 
motten?') und an R a ~ b v o g e l n ~ ~ )  gefolgert war, erscheint 
noch fraglich"); in den Larven von Lucilia sericata 
andererseits ist ein kollagenspaltendes Enzym beschrie- 
ben wordenso). 

Auch bei der tierischen intrazellu1;iren Proteinase, 
den1 Kathepsin, hat man eine Desmo- neben einer Lyo- 
form zu unterscheiden31) ; jdaneben beschreibt Hedin 32) 

in der Milz ein besonderes, Eiweiij synthetisierendes 
Enzym, welches daraus von der sogen. a-Protease mittels 
traktionierter Extraktion getrennt isoliert werden kann. 
Den Mechanismus des EiweiSabbaus durch Papain, die 
dem Kathepsin entsprechende pflanzliche Proteinase, 
haben Svedberg und E r i k s ~ o n ~ ~ )  am Eieralbumin unter 

22) J.  H .  Schulmnn u. E .  li. Rideul, Riocheiuicnl Journ. 27, 
1581 [1933]. 

z,;) I. S. Kleiner u. H ,  Tnuber, Jouru. biol. Chemistry 104, 
'267 [1933/34]. 

H. Dyckerlzoff, H. Mzehler u. V .  l'udsen, Biochein 
Ztschr. 268, 17 [1933/34]. 

2s) E. Waldschmidt-Leitz, Er. Ziegler, A. ScAaffner u. 
I,. Weil ,  Ztschr. physiol. Chem. 197, 219 [1931]. 

2 E )  E. Waldschmidt-Leitz u. E .  Kofrnnyz, ebenda 222, 148 
[ 19333. 

2i) E'. N .  Schulz, Biochem. Ztschr. 156, 124 [1925]. 
as) R. Stankovic, V .  Arnovllevic u. P .  Mntnvulj, Ztschr. 

9 E. Mangold u. J .  Dubiski, Wiss. Archiv f .  Landwirt- 

30) R. P .  Hobson, Biochemical Journ. 35, 1468 [1931]. 
31) R. Willstdfter u. M .  Rohdetcnld, Ztschr. p h y h l .  ( 'hem 

J*) S. G. Hedin, ebenda 207, 213 [1932]. 
s3) Th. Svedberq u. I .  B. Eriksson. Biochem. Ztschr. 258. 

physiol. Cheru. 181, 291 [1929]. 

whaft 4, 200 [1930]. 

208, 258 [1932]. 

~ . .  

21) M .  L. Anson u. A.  E.  Mirsky, ebenda 17, 39'3 [1933/34j. 1 [1932/33]. 
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Anwendung der Ultrazentrifuge verfolgt ; er scheint da- 
nach so vor sich zu gehen, dai3 das EiweiDniolekul unter 
Abspaltung niedermolekularer Bruchstucke allmahlich 
verkleinert wipd. 

Der schon friiher gefuhrte Nachweis geringer Mengen 
einer trypsinahnliohen Proteinase von alkalischem Reak- 
tionsoptimum in dem Sekrete der P a r o t i s d r u s e s4) 

wunde bestatigt35) ; das Enzym sol1 abweichend von friihe- 
ren Ergebnissen frei im Parotissekret gelost unrd nicht an 
Zellreste gebunden sein. Speichel der Sublingualis- und 
der Submaxillariadruse oder gemischter Mundspeichel 
weisen ldagegen keine tryptische Wirkung auf, nur die 
Parotisdruse erscheint der Pankreasdriise ahnlich. Die 
Beschreibung einer trypsinartigen, aber durch Entero- 
kinase nicht aktivierbaren Proteinase in Leukocyten 
neben einem Kathepsin36) endlich ist ebenfalls bestiitigt 
worden37) ; das Enzym scheint vorwiegend den poly- 
niorphkernigen Zellen anzugehoren. Nach KZeinmunnas) 
IaDt sich eine Trennung von Trypsin und Kathepsin aus 
Leukocyten durchfuhren, wahrend Lymphocyten nur die 
letztere Proteinase enthalten; die weitere Angabe, daij 
das Kathepsin nur bei der Spaltung von Gelatine durch 
Sulfhpdrylverbindungen aktiviert werde, ist indessen 
widerlegt wondenso). 

Bei der Untersuchuag der intrazellular wirkenden 
Proteinasen des Tier- und Pflanzenreichs, die dem 
Kathepsintypus angehoren, hat man der Frage ihrer 
h k t i v i e r u n g besondere Beachtung geschenkt. Die 
Feststellung, dai3 diese Enzyme nicht nur durch Blau- 
saure und Schwefelwasserstoff40), sonldern auch durch 
organische Sulfhydrylverbindungen, Cystein oder SH- 
Glutathion, spezifisch aktiviert werden41), ist erganzt 
worden durcli die Identifizierung des natiirlichen Kathep- 
sinaktivators mit SH-Glutathion und seine Isolierung in 
kristallisierter Form und in quantitativer Ausbeute aus 
Leber4*). Die Vorstellung, dai3 ein gesteigerter Gehalt 
an SH-Glutathion, eine gesteigerte katheptische Aktivitat, 
fur 'die Gewebe maligner Geschwiilste charakteristisch 
seia3), hat indessen eine Bestatigung bisher nicht erfahren ; 
diese scheinen hinsichtlich der proteolytischen Aktivitat 
eine ' Sonderstellung nicht ein~unehmena~).  In den Tu- 
moren, bei herabgesetzter Atmung, findet man weniger 
Kathepsin als in anderen Organen carcinomatoser Tiere46), 

34) R. Willstiilter, E. Bamnnn u. M. Rohdewald, Ztwhr. 
physiol. Chem. 186, 85 [1929]. 

36) 0. Vog, ebenda 197, 42 [1931]. 
36) R.  Willstatter, E .  Bamann u. M .  Rohdewald, ebenda 180, 

127 [19%/29]; 185, 267 [W29]; 188, 107 [ lW] .  
37) E.  Husfeldt, ebenda 194, 137 [1930/31]. K. G. Stern, 

ebenda 199, 169 [1%1]. 
H. Kleinmann u. G. Scharr, Biochem. Ztschr. 251, 275; 

252, 145 [1932]. 
E. Waldsehmidt-Leitz, A. Scharikova u. A. Schaffner, 

Ztschr. physiol. Chem. 214, 75 [1432/33]. 
40) R. Willstatter u. W .  Graprnann, ebenda 138, 184 [1924]. 

E.  Woldschmidt-Lezlz, A. Sehaffner, J .  J. Bek u. E .  Blum, ebenda 
188, 17 [1!329/30]. 

41) W .  Grapmann, 0. v. Schonebeck u. H .  EibeEer, ebenda 
194, 124 [1930/31]. 

42) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, ebenda 198, 260 [1931]. 
43) E. Waldschmidl-Leitz u. A. Schaffner, Naturwiss. 18, 

280 [1930]. 
44) H .  -4. Krebs, Biochem. Ztschr. 238, 174 [1931]. H. Klein- 

mnnn u. F. Werr ,  ebenda 241, 108, 140, 181 [1931]. P. Rona u. 
H .  Kleinmnnn, ebenda 241, 283, 316 119311. 

45) E. Maschmann u. E .  Helmert, Ztschr. physiol. Chem. 
218, 142 [1933]. P. Rondoni, Biochemical Journ. 26, 1477 [1932]. 

auch der Aktivierungsgrad des Enzyms ist dort geringer, 
desgleichen der Gehalt an reduzierteni G l ~ t a t h i o n ~ ~ )  ; ein 
einfacher Zusammenhang zwischen Atmung und EiweiD- 
umsatz in tierischen Organen und in Tumoren sollte da- 
nach nicht bestehen. Die Annahme, daD die hemmende 
Wirkung von Jodessigsaure auf die Organproteolyse 
lediglich auf eine oxydative Ausschaltung der Sulfhydryl- 
verbindungen zuriickzufuhren sei4'), ist berichtigt wor- 
den@); es handelt sich hierbei um eine Hemmung der 
Enzymwirkung, also der Wirkung des aktivierten Enzyins 
an sich, durch Jodessigsaureion. Nach Bersin und Loge- 
mumgo) ist die Aktivierung des Papains durch Sulfhydryl- 
verbindungen als eine Reduktion des in oxydierter Form 
vorliegenden, Disulfidgruppen enthaltenden Enzyms 
selbst zu verstehen; sie erfolgt auch bei Einwirkung 
anderer Reduktionsmittel. Auch Ascorbinsaure (Vita- 
min C) wirkt als Aktivator der Proteolyse durch Kathep- 
sin, auffallenderweise dagegen nicht gegeniiber Papain5"). 
Fur die Aktivierung durch Ascorbinsaure ist nacli 
X ~ s c h m a n n ~ ~ )  die Beteiligung von Eisen erforderlich ; 
sie betrifft vor allem die spateren Stadien der Eiweii3- 
spaltung. Wihrend man nach KrebsGP) die Ursache der 
Aktivierung des Kathepsins durch Sulfhydrylverbin- 
dungen in der Auihebung einer Heminung der Proteolyse 
durch vorhandene Schwerinetallionen, verniittels Kom- 
plexbildung, zu sehen hat, nicht in einer Aktivierung des 
Enzyms selbst durch Sulfhydryl, erlauben die Beobach- 
tungen uber den Einflufi des Eisens ldie zwischen dieset] 
Anschauungen vermittelnde Annahme, dai3 nicht Sulf- 
hydryl allein, sondern die Bildung eines Sulfhydryl- 
Schwermetall-Komplexes fur die Aktivierung verantwort- 
l i c r  zu machen ist53). 

Benierkenswert erscheint ferner mder antagonistische 
EinfluD oxydierender und reduzierender Mittel auf den 
EiweiGumsatz : Oxydation scheint die Eiweasynthese, Re- 
duktion die Hydrolyse zu begunstigen; dies wird vom 
EiweiDumsatz in tierischems4) und besonders eindrucks- 
voll von dem in pflanzlichem Material b e r i ~ h t e t ~ ~ ) .  Eine 
von der Aktivieruug durch Sulfhydryl zu unterschei- 
dende, auf unspezifischer Adsorptionswirkung beruhende 
Aktivierung des Kathepsins durch Phosphatide (Lecithin, 
Kephalin), welche sich gegeniiber dem mit Sulfhydryl be- 
reits maximal aktivierten Enzym geltend macht, hat 
R0nd0niSe) beschrieben und ihre mogliche physiologische 
Bedeutung erortert. 

49 H. Heinlein, Ztschr. f .  Krebsforsch. 35, 161 [1@2]. 
47) D. Mzchlin u. W .  Rubel, Biochem. Ztschr. 260, 121 [1933]. 
48) E. Maschmann u. E .  Helmert, Ztschr. physiol. Chem. 

40) TI&. Bersin u. W .  Logemann, ebenda 220, 209 [1933]. 
6 0 )  P. Karrer u. F.  Zehender, Helv. chim. Acta 16, 701 

[1933]. A. Purr, Biochemical Journ. 27, 1703 [1933]. 
51)  E. Mnschmann u. E. Helmert, Ztschr. physiol. Cheni. 

223, 127; 224, 56 [1934]. 
52) H. A. Krebs,  Biocheni. Ztschr. 220, 269 [ lW] ;  Natur- 

W ~ S .  18, 736 [1930]. 
5 3 )  Vgl. E. Waldsehmidt-Leilz u. M'. Kocholaty, Naturwiss 

21, 848 [1933]. R. Bierich u. A.  Rosenbohm, Zlschr. physiol. 
Chern. 223, 1% [1934]. 

54) P. Rondoni u. L. Pozzi, Ztschr. physiol. Chem. 219, 22 
[1938]. C. Voegtlzn, M. E.  Maver u. J .  M .  Johnson, Journ. 
Pharmacol. exp. Therapeutics 48. 241 [1933]; Chem. Ztrbl. 1934, 
I, 1076. 

5 5 )  K .  Mothes, Naturwiss. 20, 102 [1932]; 21, 8% [1933]. 
P. Rondoni, Ztschr. physiol. Chem. 207, 103 [1932]. 

220, 199 [1933]. 
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In Bakterien wie auch in insektivoren Pflanzen 
werden, soweit sie untersucht worden sinid, haufig Pro- 
teinasen beobachtet, welche keinem einheitlichen Typus, 
sondern eher M i s c h t y p e n angehoren. Die Bakterien 
der sauren Labgerinnung, die Acidoproteolyten, enthalten 
eine Proteinase, zwischen Papainase und Tryptase stehend. 
mit eineni Reaktionsoptimum in annahernd neutralem 
Milieu, durch Sulfhydryl nicht aktivierbaF) ; interessant 
ist die Erscheinung, da5 die Proteinase des €3. fluorescens 
liquefaciens, wenn auf Gelatine kultiviert, quantitativ in 
das Nahrmedium sezerniert wird, wahrend die vorhan- 
denen Peptidasen in der Zelle verbleiben58). Im Sekrete 
des Drfisengewebes der Fangorgane zweier Nepenthes- 
Arten ist das Vorkommen je zweier echter Proteinasen 
beobachtet worden, dem Reaktionsoptimum nach den1 
Trypsin- und Kathepsintypus zugehorig, aber ohne die 
entsprechen'den Aktivierungserscheinungen60) ; nur das 
katheptische Enzym soll indessen von der Pflanze selbst 
abgeschieden merden, die Gegenwart des tryptischen auf 
bakterielle Verunreiniguagen zuruckzufuhren seinao). Das 
Sekret von Drosera rotundifolia andererseits enthalt eine 
den Eigenschaften nach zwischen Pepsin und Papain 
stehende Proteinaseel). 

Das von den anderen Proteinasen besonders unter- 
schiedene Enzym der Blutgerinnung, Thrombin, hat eine 
naihere Kennzeichnung erfahren. Nach MeZlanbya2) i d  es 
ein proteolytisclies Enzym, dessen Wirkung in lder Auf- 
spaltung des Fibrinogens zu Fibrin und Serumglobulin 
bestehen soll; nach anderen Beobachtungene3) ist seine 
Wirkung dagegen nur eine denaturierende, keine hydro- 
lytische. Fischer64) hat das Thrombin aus Muskelextrakt 
unter der Kontrolle einer quantitativen Bestimmungs- 
methode einer Reinigung unterzogen. Das Enzym selbst 
wird als ein calciuinhaltiges Lipoproteid aufgefaflt, ails 
einer Eiweiskomponente und einer prosthetischen Gruppe, 
wahrscheinlich Kephalin, bestehend. 

P e p  t i d a  s e n .  
Voii den Untersuchungen uber peptidspaltende En- 

zyme betreffeii die meisten Fragen des Vorkominens oder 
der Spezifitat. Le Breton und Mocoroaeb) haben festge- 
stellt, dai3 miner Pankreassaft inaktives Trypsin neben 
aktiver Carboxy-polypeptidase, aber keine anderen Pep- 
tidasen enthalt; in reinem Darmsaft finden sich dagegen 
nur die ereplischen Peptidasen neben Enterokinase. 

Die Frage nach der Existenz mehrerer Dipeptidasen 
ist vie1 untersucht worden. Wahrend man nach Lindu- 
strom-Lang66) in der Darmschleimhaut, nach Satoa7) auch 
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im Malz, mindestens zwei Dipeptidasen zu unterscheiden 
hat, von denen eine fur die Hydrolyse von Leucpl- 
peptiden spezifisch, auch zur Spaltung hoherer Leucyl- 
peptide befahigt, also keine echte Dipeptidase sein sol], 
sinld die dieser Auffassung zugrunde liegenden Beobach- 
tungen uber ein wechselndes Verhaltnis der Zerlegbar- 
keit z. B. von Alanyl-glycin und von Leucyl-glycin durch 
verschiedene Enzymlosungen nach Grapmunnes) nur durch 
Begleitstoffe bedingt; diese beeinflussen die Affinitat der 
als einheitlich anzusehenden Dipeptidase gegenuber ver- 
schiedenen Substraten in  verschiedenern Mai3e. Die Frage 
nach dem Vorkommen mehrerer spezifischer Dipeptidasen 
nebeneinander ist noch nicht endgultig zu entscheiden. 

Zur Messung der enzymatischen Peptidspaltung haberi 
Linderstrom-Lung und Holt.We) ein Mikroverfahren be- 
schrieben, das die Bestiinmiing der Enzymmengen iii 
einer einzigen oder doch in nur m-enigen Zellen vor- 
bereiten soll. Mit dieser Methodik ist die Peptidasen- 
verteilung in Wurzel und Blattkeim des Malzkornes ge-  
messen worden70) ; Enzymanhaufungen in gewissen Wur- 
zelteilen scheinen hier mit bestimmten Wachstumsvor- 
gangen in Zusammenhaiig zu stehen. 

Aiif Grun-d ihrer Erfahrungen bei der Reinigung von 
hniino-polypeptidase ails Darmschleimhaut kommen Bulls 
und Kohler71) zu der Feststellung, dai3 das Enzym selbst 
Phosphor enthalte, welcher bei der Dialyse unter Inakti- 
vierung in Form van Phosphation abgespalten wird; die 
relative Aktivitat des Enzyms gegeniiber einer Anzahl 
von Tetrapeptiden fan-d man im Verlaufe der Reinigung, 
auch bei teilweiser Inaktivierung, konstant, es ergab sich 
also kein Anzeichen fur die Existenz mehrerer Amino- 
polypeptidasen. 

Ober die apezifischen Wirkungen der einzelnen 
Peptidasen hat Abderhaldeni2)  eine gro5e Anzahl von 
Untersuchungen ausgefiihrt ; unter vielen beschriebenen 
Einzeltatsachen sei die Feststellung hervorgehoben, dai3 
die Spaltbarkeit von optisch aktiven Peptiden durch 
Carboxy-polypepti,dase durch die Konfiguration der am 
Carboxylende stehenden Aminosaure, die Spaltbarkeit 
durch Amino-polypeptidase cdagegen durch die Konfi- 
guration der Aminosaure am Aminoende des Peptids be- 
stimint wird. 

Sehr bemerkenswert erscheinen Versuche uber die 
enzymatische Spaltbarkeit von Dioxopiperazin-carbon- 
~Yuren'~). Dioxopiperazin-carbonsaure, ferner Korper wie 
Glycyl-asparaginsaureanhydrid, Glycyl-glutaminsaurean- 
hydrid und ahnliche erweisen sich im Gegensatz zu den 
nicht carboxylierten Dioxopiperazinen als enzymatiscli, 
nainlich durch Carboxy-polypeptidase spaltbar, solarige 
sie eine freie Carboxylgruppe aufweisen ; ereptische 
Enzyme und Pepsin sind darauf ohne Wirkung. Die 
Moglichkeit des Vorkommens von Dioxopiperazinringen 
im EiweiG wird durch diese Befunde erneut zur Dis- 
kussion gestellt. 
._____ 
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Peptide des Lysins, in welchen die ~-Aminogruppe 
desselben an der Peptidbindung beteiligt ist, werden 
durch Peptidasen nicht gespalten74) ; solche Bindungen 
scheinen danach in den Proteinen nicht vorzukommen. 
Die Existenz eines besonderen, Prolinpeptide spaltenden 
Enzyms z. B. in der Darmschleimhaut, einer P r ~ l i n a s e ~ ~ ) ,  
ist mehrfach bestatigt worden76). Prolin ist auBerdem in 
gewissen Proteinen wie Gelatine auch an den Peptid- 
bindungen beteiligt, wie aus dem bei der enzymatischeii 
Hydrolyse auftretenden Fehlbetrag an freien Amino- 
gruppen gesehlossen ~ i r d ~ ~ )  ; solche Bindungen, rnit ter- 
tiarem Stickstoff, srheinen durch Amino-polypeptidase 
zerlegt zu werden. 

Uber die Auffindung eines neuen, dehydrierte Di- 
peptide spaltenden Enzyms in der Niere, einer Dehydro- 
dipeptidase, haben Bergmann und SchZeich78) berichtet ; 
es findet sich auch in gealterten Pankreasdriisen. Das 
Enzym greift wie eine echte Peptidase an der Peptid- 
binsdung selbst an, es zerlegt beispielsweise Glycyl- 
dehydro-phenylalanin in Glycin und Phenyl-brenztrauben- 
saure ; das Vorkommen 'dieses spezif ischen Enzyms macht 
das intermediare Auftreten von dehydrierten Peptiden 
im Stoffwechsel wahrscheinlich. 

Unter den Polypeptidasen hat man Amino- und 
Carboxy-polypeptidase zu unterscheiden ; sie finden sich 
gewohnlich zusammen in den rohen Enzymlosungen aus 
tierischen oder pflanzlichen Zellen und konnen z. B. rnit 
Adsorptionsmitteln voneinander getrennt werden79). Auf 
Grund der Beobachtung, daD Polypeptidaselosungen aus 
Hefe, welche man von Dipeptidase befreite, nach dem 
Zusatz dipeptidasefreier Ultrafiltrate wiederum die Fahig- 
keit zur Spaltung von Dipeptiden erlangten, wind 'die 
Spezifitat gegeniiber Poly- und Dipeptiden von Fodorso) 
lediglich der Gegenwart besonderer Trager, nicht der 
Existenz spezifischer Enzyme zugeschrieben; die bis- 
herigen Beobachtungen diirften allerdings zur sicheren 
Begriindung einer so weitgehenden Vorstellung noeh 
iiicht ausreichend sein. Auch AbderhaZdensi) hat iiber 
Erfahrungen berichtet, nach denen dipeptidasefreie En- 
zymlosungen bei langerer Aufbewahrung die Fahigkeit 
zur Dipeptidspaltung wieder erlangten. Es scheint, daf3 
die Ausschaltung die Dipeptidasewirkung hemmender 
Begleitstoffe, z. B. durch enzymatischen Abbau, fur diese 
Erscheinung verantwortlich ist. 

Nach Untersuchungen von Abderhalden und Sehwab8z) 
hat man in der Pankreasdriise neben der Carboxy-poly- 
peptidase, deren Wirkung sich auf die Hydrolyse von 
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Peptiden besonderer Zusammensetzung bezieht, z. B. von 
Polypeptiden mit endstandigem Tyrosin wie dem Leucyl- 
glycyl-tyrosin, eine besondere ,,Acylase" anzunehmen, 
welcher die beobachtete Spaltung von Halogenacyl-amino- 
sauren zugeschrieben wird; man findet namlich diese 
beiden enzymatischen Wirkungen, gegenuber Polypep- 
tiden und gegenuber Halogenacyl-aminosauren, die man 
beiide der Carboxy-polypeptidase zugeschrieben hatte, in 
verschiedenen Enzymlosungen von wechselndem Ausmai3 
und unabhangig voneinander. 

Mit dem M e c h a n i s m u s der enzymatischen Di- 
peptidspaltung befassen sich Untersuchungen von Balls 
und KOhZers3). Wahrend die Verankerung des Enzyms 
an der freien Aminogruppe der Dipeptide erfolgt, ist 
danach fur  das Eintreten der hydrolytischen Spaltung 
eine zweite Bindung zwischen Enzym und Dipeptid er- 
forderlich, an welcher die Irninogruppe der Peptidbin- 
dung selbst als sogen. ,,zweite Haftstelle" beteiligt zu 
sein scheint; fur den Eintritt dieser Reaktion erscheint 
ein gewisser saurer Charakter der Iminogruppe bestim- 
mend, wie aus der Spezif itat gegenuber verschiedenen 
,,Aailin-peptiden", im aromatischen Kern substituierten 
Glycyl-anilinen, sowie aus Hemmungsversuchen ge- 
schlossen wird. Die Reaktion rnit der Iminogruppe als 
der zweiten Haftstelle scheint eine gemeinsame Funktioii 
aller Peptidasen, auch der Polypeptidasen zu sein, wah- 
rend sich die einzelnen Peptidasen hinsichtlich der Natur 
der ersten Verankerungsstelle im Substrate unterscheiden 
lassen; diese ist entweder die Aminogruppe (Amino- 
peptidasen) oder die Carboxylgruppe (Carboxy-pep- 
tidasen). Diese Erfahrungen haben in neueren Unter- 
suchngen von Bergmunn84) eine BestaQung und Er- 
weiterung erhalten mit dem Nachweis, daB fur die Wir- 
kung der Dipeptidase auf3er der Gegenwart einer freien 
Aminogruppe auch die einer freien Carboxylgruppe er- 
fonderlich ist. Aus der Tatsache, dai3 alle Peptidasen die 
Gegenwart von Imidwasserstoff in der Peptidbindung er- 
fordern, ist nach Bergmann zu folgern, dai3 die Peptide 
in der Imidform -C=N- mit den Peptidasen reagie- 

ren; aus der hieraus sich ergebenden raumlichen An- 
ondnung der Substituenten lassen sieh bestimmte Vor- 
stellungen uber die Ursache der spezifischen Reaktions- 
weise der einzelnen Peptidasen, auch die der sterischen 
Auslese, ableiten. 

In Ausziigen aus Darmschleimhaut wird ferner eine 
Peptidase beson'derer Art beschrieben, welche zu ihrer 
Anlagerung an die Substrate weder freie Carboxyl- norh 
Aminogruppen benotigt, beispielsweise Chloracetyl-o-nitr- 
anilin zu zerlegen vermagss); ihre Abtrennung von den 
begleitenden Peptidasen ist durchgefiihrt. Auf die Gegen- 
wart eines solchen Enzyms hat man vielleicht die Be- 
obachtungen uber die Spaltung gewisser Halogenacyl- 
aminosauren wie des Chloracetyl-alanins zuriickzu- 
fiihrenss), welche gegeniiber den bisher bekannten Pep- 
tidasen resistent gefunden werden. 
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