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Elektive Spaltung der 2.3-Diphosphoglyzerinsiure in Erythrozyten 
Im Rahmen  der Untersuchung des Phosphatstoffwechsels der Ery throzy ten  fanden wir, dass bei 
lnkuba t ion  menschlicher Ery throzyten  mit  einer entsprechenden Konzentrat ion an NaHSOz, 
oder Na2SiO4, die z.3-Diphosphoglyzerins~iure (2.3-PGS) mit gut  messbarer  Geschwindigkeit 
gespalten wird, wAhrend sich anorganisches Phospha t  und Brenztraubensi~ure anhAufen. Es ist 
fiberraschend, dass die Glykolyse der roten BlutkOrperchen gleichzeitig ungest6rt,  bzv~. je nach 
tier verwendeten Konzentrat ion des Bisulfits, gesteigert abliiuft, wie dies auch durch den normalen 
ATl'-Gehalt  bewiesen ist (Tabelle I). Wird das Bisulfit nach der Spaltung der 2.3-PGS aus dem 
Reaktionsgemisch durch mehrmaliges Waschen mit Tyrode-L6sung entfernt,  so bilden die so 
erhaltenen Erythrozyten  aus Glukose mit unver~inderter Intensit~it Milchsiiure. Die gespaltene 
2.3-PGS wird inzwischen auch bei schwach alkalischem, ffir die Synthese giinstigem pH nicht 
aufs Neue synthetisiert  (Tabelle II).  In H~tmolysaten verursachen NaHSO 3 bzw. Na2SIO 4 ausser 
den bekannten,  durch die Sch~idigung der Zellstruktur hervorgerufenen Stoffwechselver~inde- 
rungen x eine rasche Spaltung der 2.3-PGS. 

Ffir diese alleinstehende Erscheinung, dass ein Zwischenprodukt  elektiv, ohne St6rung des 
gesammten  energieliefernden Stoffwechsels abgebaut  werden konnte, ist die mit  NaHSO 3 bzw. 

T A B E L L E  I 

DIE XVIRKUNG VON NaHSO 3 AUF DEN 2 . 3 - P G S -  BZW. A T P - G E H A L T  DER E R Y T H R O Z Y T E N  

Reaktionsgemisch: defibriniertes Menschenblut mit o .o23I  NaHSO 3 bei 37°C inkubiert. VCerte 
in ltg/ml Reaktionsgemisch angegeben. 

Zeit Psdure.-Pz5o 
(min) Panorg. P7 Pxso Psdure-lOslich P7-Panorg. 16slich 

o 2z 58 68 z66 37 98 
3 ° 84 166 82 
60 60 97 I I I  166 37 55 
9 ° 7 ° lO6 I25 I66 36 41 

12o 77 111 134 166 34 32 
lbO 88 124 I53 166 36 13 

T A B E L L E  I I  

DIE W I R K U N G  YON NaHSO 3 A U F  DIE GLYKOLYSE DER E R Y T H R O Z Y T E N  

Reaktionsgemisch: defibriniertes Menschenblut mit  o . o i 5 M  NaHSO 3 bei 37°C inkubiert.  Nach 
4 o5 stfindiger Inkubierung dreimal mit  Tyrode-L6sung (glukosefrei, p H  7.4), einmal mit  eigenem 
Serum gewaschen und dann in - -  mit  isotonischer Glukose-L6sung versetztem - -  Serum suspen- 
diert, im ursprfinglichen Volumen weiter inkubiert.  Werte in/~g/ml Reaktionsgemisch angegeben. 

Zeit Psgiure--Pz5° Glukose* Mileksdum** 
h Panorg. 16slich. 

o i8 88 795 430 
1 5I 46 61o 550 
2 78 14 445 805 
305 8S io 280 - -  
4 o5 98 o 15o 112o 

XVaschen 

6 37 I4 141° 445 
7 3 ° 15 118o 645 
8 3 ° 20 lO5O 795 
9 3 ° 16 9oo lO4O 

* nach •ELSON 4 best immt.  
** nach BARKER UND S U M M E R S O N  5 best immt.  
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NaISIO , ak t iv ie rbare  Glyzer ins~ure-2 .3-d iphosphatase  (2.3-PGase) verantwor t l ich .  Das  E n z y m  
wurde  aus  Aze ton-Trockenpulver  yon  Menschen-  u n d  Schwe ine -Ery th rozy t en  du rch  Frak t io-  
n ie rung  m i t  Alkohol  u n d  A m m o n i u m s u l f a t  teilweise gereinigt .  Seine W i r k u n g  is t  spezifisch auf  
2.3-PGS , 3-PGS wird n ich t  gespal ten .  E s  un te r sche ide t  sich beziiglich seiner E igenscha f t en  yon  
der, y o n  RAPOPORT u n d  Mi tarbe i te rn  2,3 aus  Muskel  herges te l l ten  z.3-PGase.  Fiir  die Ak t iv i t a t  
des  E r y t h r o z y t e n - E n z y m s  s ind  ausser  N a H S O  s bzw. NaISzO 4, e inwert ige Ka t i onen  (K*, Na  +, 
NH4+ ) in isotoniseher  K o n z e n t r a t i o n  u n b e d i n g t  erforderlich.  Das  E n z y m  wird durch  H g  ++ Ionen,  
im Gegensa tz  zur  Muskel-2.3-PGase,  n ich t  akt ivier t .  

E ine  ausfi ihrl iche Ver6ffent l ichung der  Expe r imen te ,  s a m t  einer Diskuss ion  ob 2.3-PGS ein 
obl igates  Zwischenproduk t  der  H~tmoglykolyse sei, e rschein t  in .4 cta Physiol. Hung. 
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Isolation of DN P-peptidu from DN P-polyvalyI-proteins* 
The  difficulty in ob ta in ing  signif icant  yields of protein  f r agmen t s  larger t h a n  d ipept ides  by  acid 
hydro lys i s  ha s  been emphas ized  by  SAr~GER, and  a va r i e ty  of milder  hydro ly t ic  condi t ions  have  
been used  for t he  isolation of larger pept ides  z. Dur ing  the  course of end  group s tudies  of polyvalyl -  
prote ins ,  we have  found  t h a t  pept ides  con ta in ing  as m a n y  as 9 amino  acids  f rom the  p ro te in  
chain,  in addi t ion  to t he  added  valine,  r ema ined  af ter  hydro lys i s  unde r  condi t ions  usua l ly  em-  
ployed for the  isolat ion of D N P - a m i n o  ac ids* ' .  This  a p p a r e n t  s tabi l iza t ion of sect ions  of t he  
po lypept ide  cha ins  by  val ine  pept ides  should  offer a d v a n t a g e s  in s t u d y i n g  prote in  s t ruc ture ,  
s ince t he  p roduc t s  of t he  s t rong  acid hydro lys i s  would be a re la t ively  s imple  m i x t u r e  of pept ides  
and  free amino  acids. 

The  po lyva ly l -p ro te ins  were prepared  by  the  reac t ion  of the  pro te ins  wi th  N-carboxy-DL- 
val ine  anhyd r ide  ~. These  were reacted  with 1,2,4-fluorodinitrobenzene 3 and  subsequen t l y  hydro-  
lyzed wi th  5.7 N HC1 at  zo5 ~ C in a sealed t ube  for z6 hours .  The  pept ides  were isolated by  ex-  
t rac t ion  of t he  hyd ro lysa t e  wi th  e thy l  ace ta te***,  followed by  separa t ion  on silicic acid co lumns ,  
u s ing  wa t e r - s a tu r a t ed  CHCI z as the  mobile phase  4. A fur ther  check of pu r i t y  of the  DNP-pep t i de s  
ob ta ined  was de t e rmined  by  two-d imens iona l  paper  c h r o m a t o g r a p h y  us ing  phenol-isoamyl 
alcohol-water  ( i : z : i )  in one direct ion and  p h t h a l a t e  buffer  (pH 6.0) in the  other,  in addi t ion  
to t he  co lumn  c h r o m a t o g r a p h y  us ing  two different  e lu t ing  solvents .  Unde r  identical  e x p e r i m e n t a l  
condi t ions  no D N P - p e p t i d e s  were found when  the  D N P  der iva t ives  of unmodif ied ,  poly-L-phenyl-  
a lanyl-  or  polyglycyl -pro te ins  were hydrolyzed.  

Since i ts  a m i n o  acid sequence  is known  s,s, insul in  offered a conven ien t  model  prote in  for 
s t udy .  F r o m  19 # M  of DNP-polyva ly l - insu l in ,  7 # M  of e-DNP-lys ine ,  two pep t ides  ( 3 / t M  and  
8 # M )  which  differed only  in the  a m o u n t  of val ine  present ,  and  25 # M  of DNP-va l ine ,  were 
ob ta ined .  Hydro lys i s  of the  pept ides  in 5.7 N HC1 a t  zo5 ° for 96 hours  l iberated the  following 
a m i n o  acids  in add i t ion  to f rom 5 to zo moles  of valineLa: Lys,  Phe,  Gly, Ala, Thr ,  Glu, Tyr ,  Pro, 
a n d  Arg. Glycine was  N- t e rmina l  4 and  a lan ine  C- terminal  ° and  the  rat io  of pheny la l an ine  to 
lysine was  two TM. The  pept ide  is therefore  f rom the  C- terminal  end of t he  pheny la l an ine  chain,  
which  con ta ins  t he  only  lysine a n d  proline in t he  molecule.  The  specificity of the  reac t ion  is such 
t h a t  wi th in  t he  l imi ts  of t h e  m e t h o d s  used,  only  amino  groups  react  u .  The  resul ts  show t h a t  
ove r  9o % of t h e  lysine is a ccoun ted  for e i ther  in the  pep t ides  or  as e-DNP-lys ine ,  b u t  the  recovery  
o f  t he  DNP-va l ine  is no t  sufficient to accoun t  for all of the  amiho  groups.  No o the r  D N P - a m i n o  
ac ids  were found,  nor  were a n y  pept ides  f rom t he  N- te rmina l  ends  isolated. 

D N P - p e p t i d e s  of va ry i ng  size, b u t  all con ta in ing  l~rsine, have  been ob ta ined  from c h y m o -  
t ryps in ,  t ryps in ,  l y sozyme  and  bovine  p l a s m a  a l b u m i n  when  s imilar  expe r imen t s  were carried out .  
The  yields of  t h e  pept ides ,  based  upon  spec t ropho tomet r i c  de t e rmina t ion  of the  DNP-va l i ne  

* Suppor ted  in pa r t  by  a g r a n t  f rom T he  Nut r i t ion  Founda t ion ,  Inc.,  New York, N.Y. T h a n k s  
a re  due  t he  Eli Lilly Co. for a gift  of crys ta l l ine  zinc-insulin.  

* "  Abbrev ia t ions :  D N P  = Din i t ropheny l  ; ami no  acids  according to E. BRAND AND J .T.  EDSALL, 
`4nn. Rev. Biochem,, 16 (I947) 2z3. 

**" The  aqueous  m a y  also con ta in  pept ides ,  and  ha s  no t  as ye t  been inves t iga ted .  


