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64. E r n s t  W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  Wolfgang G r a n m a n n  und 
Anton S c h a f f n e r : aber  die Spezifitat der Peptidasen, I. : Spalt- 

barkeit substituierter Aminosaure-amide. 
[Aus d. Chem. Laborat. d. Bayer. Akadeniie d. Wissenschaften in Miinchen.] 

(Eingegangen am 13. Dezember 1926.) 

Die Beschreibung der pep t id - spa l t enden  Enzyme  und ihre scharfe 
Unterscheidung von den anderen P r o t e  a s  e n auf Grund spezifischer Sub- 
strate hat erst in den Untersuchungen der letzten Jahrel) eine sichere Grund- 
lage gefunden. Aber mit der Feststellung, daB, trotz der erwiesenen spezifischen 
Einstellung des E r  eps ins  auf die Sprengung einfacher Peptid-Bindungen, 
auch die Wirkung des Tryps ins  beim Abbau von Proteinen in der Auf- 
spaltung von Saure-amid-Bindungen besteht 2), war die Frage erneut auf- 
geworfen, wo man die Grenze zwischen ereptischer und tryptischer Spalt- 
barkeit zu suchen hat, etwa bei einer bestimmten Lange der Peptid-Ketten 
oder bei der Einfiihrung besonderer Substituenten, und welche Gruppen in 
den spezifischen Substraten fur die Affinitat von Pep t idase  einerseits und 
von P r o  t e a s  e anderseits verantwortlich sind. 

Fur die Beantwortung dieser Frage ist man auf die Prufung von Sub- 
straten bekannter Konstitution angewiesen. So haben H. v. Eu le r  und 
K. J osep hson3) den Versuch eingeleitet, aus der verschiedenen Angreifbar- 
keit von Substraten und auf Grund von Hemmungs-Erscheinungen zu ent- 
scheiden, ,,welche Gmppen des Substrates seine Bindung an die Peptidase" 
der Darm-Schleimhaut ,,vermitteln konnen". Sie schlieBen aus ihren Ver- 
suchen, ,,daS die Bindung eines Substrates an das Erepsin aus Schweine-Darm 
wenigstens zum Teil durch eine freie Aminogruppe des Substrates vermittelt 
wird". Diese Auffassung wird experimentell gestutzt durch den Befund, 
daB durch die Substitution der freien Aminogruppe in Dipeptiden und Amino- 
sauren mit Benzoyl oder Acetyl die Affinitat zur untersuchten Peptidase 
aufgehoben wird, wahrend eine Veranderung an der Carboxylgruppe des 
Substrats, z. B. eine Yeresterung, fur seine enzymatische Angreifbarkeit 
nicht bestimmend zu sein scheint. Allein die untersuchten Beispiele sind 
nicht zahlreich und nicht verschieden genug gewahlt, um sichere Unter- 
lagen fur die geaul3erte Vorstellung zu ergeben. Wenn wir die angeschnittene 
Frage durch neue experimentelle Beitrage weiterfuhren, so ist fur unsere 
Untersuchung auch der Gedanke leitend, charakteristische U n t e r s c h i  e d e 
i n  d e r  A n g r i f f s w e i s e  zwischen P e p t i d a s e n  v e r s c h i e d e n e r  H e r -  
k u n f  t aufzusuchen, wie sie schon in den Untersuchungen von E. Abder  - 
halden4)  angedeutet worden sind. 

I) B. Waldschmidt -Lei tz  und A. H a r t e n e c k ,  Ztschr. physiol. Chem. 149, 205 

[1925]; E. Waldschmidt -Lei tz  und A. Schaffner ,  Ztschr. physiol. Chem. 151, 31 
[1925/26]; R. W i l l s t a t t e r  und W. Grassmann,  Ztschr. physiol. Chem. 153, 250 [1926]. 

z, siehe dam E. Waldschmidt -Lei tz .  A. Schaffner  nnd W. G r a s s m a n n ,  
Ztschr. physiol. Chem. 156, 68, und zwar S. 78 und 80 [1926]; E. W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  
B. 59, 3000 [1926]. 

a) Ztschr. physiol. Chem. 157, 122, und zwar S .  124 [1926] ; siehe auch K. J o s e p h - 
s o n  und H.  v. E u l e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 182, 85 [1926]. 

4, E. A b d e r h a l d e n  nnd A. H. Koelker ,  Ztschr. physiol. Chem. 54, 363 [1g07], 
66, 417 [1908]; E. A b d e r h a l d e n  und C. B r a h m .  Ztschr. physiol. Chem. 67, 342 [1908]. 
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So standen uns durch das liebenswiirdige Entgegenkommen von Hrn. 
Prof. Dr. J. v. Braun4 ' ) ,  in Frankfurt a. M. einige Proben decarboxylierter 
Dipeptide, sog. ,,Peptaminel', zur Verfiigung, und es haben uns ferner die 
HHrn. Prof. Dr. G. Giemsa und Dr. C. T r o p p  in Hamburg in dankens- 
werter Weise Proben der von ihnen kurzlich beschriebenen Pep t ide  de r  
A r s a n ils a u  r e 5 ) ,  sowie der p -  A min o - b enz o e s a u  r e iiberlassen, deren 
Verhalten gegenuber der Einwirkung verschiedener yroteolytischer Enzyme 
gepruft worden ist. Es hat sich ergeben, daB diese Korper von gereinigtem 
Darm-Ereps in  g l a t t  und  vol l s tandig  hydro lys ie r t  werden, wahrend 
bei der Einwirkung erepsin-freien, mit Enterokinase aktivierten T r y p  s i  ns 
ke ine  Spa l tung  beobachtet wird; im Falle der Beteiligung einer Amino- 
saure-Komponente mit asyrnmetrischem C-Atom verlauft die Hydrolyse 
durch Erepsin wie bei den zugrunde liegenden Peptiden asymmetrisch. Da- 
gegen besteht ein spezif ischer ,  qualitativer Unterschied  in der Spaltbar- 
keit der untersuchten P e p t a m i n e  durch t ie r i sches  und pf lanzl iches  
Ereps in ,  man findet die Pep t idase  der  Hefe ohne  j ede  Wirkung.  

Dieser charakteristische Unterschied in der Spezifitat der Peptidase aus 
Hefe und aus Darm-Schleimhaut, der mit diesen Beispielen zum ersten Male 
an einer chemisch wohldefinierten Korperklasse veranschaulicht wird 6, und 
der auch gegeniiber nicht-substituierten Aminosaure-amiden, dem einfachen 
Glycin-amid oder Leucin-amid ,  sowie gegenuber den Peptiden der 
Arsanilsaure und der p-Amino-benzoesaure, aber nur in quantitativem Sinne, 
zu bemerken ist, scheint uns sehr beachtenswert. Wollte man diese Er- 
scheinung im Sinne der Gedankengange von v. Eu le r  und Josephson zu 
deuten versuchen, so ware die Annahme naheliegend, da13 fur die Bindung 
des Darm-Ereps ins  an das Substrat vornehmlich eine freie  Amino- 
g ruppe ,  fur die des Hefe-Enzyms aber vornehmlich eine f re ie  Carb-  
oxylgruppe  gefordert werde, eine Unterscheidung, die an die Einteilung 
der rohrzucker-spaltenden Enzyme in Gluco- und in Fructo-saccharasen 
nach R. Kuhn') erinnern wiirde. Allein gewichtige Erfahrungen der Lite- 
ratur, die auch zu der von v. Eu le r  und Josephson fur das Darm-Erepsin 
entwickelten ,4nschauung in Widerspruch stehen, mahnen zur Vorsicht in 
der Deutung der vorliegenden Beobachtungen. Dazu gehoren die Angaben 
von E. Fischer  und P. Bergells) uber die Spaltbarkeit acylierter Peptide, 
beispielsweise des p-Naphthalinsulfonyl-glycyl-Z-tyrosins oder des Carbath- 
oxyl-glycyl-d, I-leucins, durch Pankreas-Praparate und die wichtigen Be- 
obachtungen von T. Imai9) ,  aus welchen hervorgeht, daB im Gegensatz zu 
benzoylierten Dipeptiden bereits benzoylierte Tripeptide von Darni-Erepsin 
gespalten werden. Aber mit der Unterscheidung der Darm- und Hefe-Pep- 
tidase allein auf der oben gegebenen Grundlage waren auch die zahl- 
reichen und ungleichsinnigen Verschiedenheiten im Angriffspunkt bei der 
Einwirkung auf optisch aktive Tri- und Tetrapeptide, die E. A b d e r h a 1 den  

4a) vergl. dessen voranstehende Abhandlung. 
5 ,  G. Giemsa und C. T r o p p ,  B. 59, 1776 [1926]. 
6, rergl. hierzu die beim fraktionierten enzymatischen Abbau des Clnpeiiis beob- 

achteten Unterschiede in der Spezifitat von Hefe- und Darm-Erepsin, E. W a ldschtn id t -  
Le i tz ,  A. Schaffner  und W. GraOmann,  Ztschr. physiol. Chem. 166, 68, und zwar 
S. 75 [1926]. 

') siehe dazu R. K u h n  und G. E. v. G r u n d h e r r ,  B. 59, 1655. und zwar S. 1658 
[1g26]. *) B. 36, 2592 [1903]. O) Ztschr. physiol. Chem. 136, 205 [1924]. 
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und seine Mitarbeiterlo) beschrieben haben, nur schlecht vereinbar ; man 
sollte vielmchr die Wirkung der beiden Peptidasen in jedem Falle auf mehr 
als nur eine Haftstelle im Substrate zuruckfiihren. Man wird die Spezi- 
fitats-Prufung der Peptidasen und ihre Unterscheidung, fur die erst 
wenige Rnhaltspunkte gegeben sind, an weiteren synthetischen Substraten 
zu vertiefen haben, um die Affinitat der einzelnen Enzyme bestinimten 
chemischen Gruppen zuordnen zu kiinnen. 

Beschreibune der Versuche. 
I. S p a1 t b a rkei  t d cca rbo  x yli  e r t  e r  Dip  ep  t i de. 

Fur die liebenswurdige oberlassung von decarboxylierten Dipeptiden, 
sowie eines Iknzoyl-dipeptarnins, deren enzymatische Hydrolyse wir in1 
Folgenden beschreiben, sind wir Hrn. Prof. Dr. J. v. Braun  in Frankfurt a.M. 
zu aufrichtigem Dank verpflichtet. Die zur Prufung angewandten Enzym- 
Losungen waren enzymatisch einheitlich ; so verfuhren wir zur Gewinnung 
von erepsin-freiem Trypsin nach E. Waldschmidt -Lei tz  und A. H a r t e n -  
e c k I ] ) ,  wahrend protease-freies Erepsin nach dem Verfahren von €3. W a1 d - 
Schmidt -Lei tz  und A. Sch5ffner l2)  aus Schweine-Darm, nach den An- 
gaben von R. Wi l l s t a t t e r  und W. Grafimannls) aus Hefe bereitet wurde. 
Den Verlauf der enzyrnatischen Einwirkung verfolgte man durch Ermittlung 
des Aciditats-Zuwachses in go-proz. alkohol. Losung mittels Thymol-phthalein. 

Tabel le  I. 
Ei t iwi rkung von  Darm-Ereps in  auf D ipep tamine  u n d  Amino-saure- 

amide.  
(Substrate mit n- H,SO, neutralisiert; pH = 7.8; 30°; Volumen des Bestim- 

niungs-Ansatzes 10.0 ccm.) 

Substrat 

Glyr~l-dec~irhor~-nlanin . . . . . . . . . . . . .  
Alati yl-decarbos y-leuciti 14) . . . . . . . . . . . .  

Leur yl-decarbosy -glycin . . . . . . . . . . . . .  
1,eucyl-decarl~oxy-alnriixi . . . . . . . . . . . . . .  

Glycin-amid (salzsaiir.) 16) . . . . . . . . . .  

1,eiicin-amid (brommnsserstoffsnur.) la) 

0.1559 
0.1382 
o.1382 
0.1382 
0.1352 
0.1331 
0.  I . i 3  1 
0.1105 
0.1105 
O.IL80 

0.00 1.5 5 
0.001 76 
0.001 7 0  
0.001 76 
0 .oo I 6 0  

0.00 1.55 
0.0050 
0.0029 
0.oorg 

0.00 I 5 5 

I .95 
0.2G 

1.66 
2.44 
I .08 
0.22 

0.57 
0.28 
0 . 2 3  
1.45 

26 
5 

29 
49 
2 3 
5 

13 
6 
5 

45 

lo) E. A b d e r l i a l d e n  uiid A.  H .  X o e l k e r ,  Ztschr. physiol. Cliein. 64, 363 [1907], 
66, 417 [1go8]; E. A b d e r h a l d e n  und  C. B r a h i u ,  Ztschr. pliysiol. Cheni. 57, 342 [rg08]. 

11)  Ztschr. physiol. Cheni. 147, 286, und zwar S. 301, 149, 203, undzwar  S. 214 [ig25]. 
lP) Ztschr. physiol. Chem. 151, 31, und zwir  S. 51 [19~5/26:.  
13) Ztschr. physiol. Cheni. 15.3, 250 ,  und zwar S. 280 [192G]. 
14) Es sei hier benierkt, tin13 dieses Prapnrat, wie in besonderen Versuclxcn fest- 

gestellt wurde, auch durch das I i r e p s i n  d c r  Mi lz ,  wenn aurli niit gcringerer Geschwindig- 
keit, gesp:ilLen wird. 

15) vergl. die Beobachtungen von P. B e r g e l l  uncl H. v. Wi i l f ing ,  Ztschr. physiol. 
Chetu. 64, [ I ~ I O ; .  
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0.01 1 0.00 
4 . 0 1  (-0.02 

Wie aus nachstehendeni Versuch I hervorgeht, wird die Spaltbarkeit 
auch der decarboxylierten Dipeptide durch Darm-Erepsin wie bei den Pep- 
tiden selbst durch Einfiihrung von Benzoyl  aufgehoben; es ware zu priifen, 
ob der EinfluB des Benzoyl-Restes in Analogie zu den Beobachtungen von 
T. Imai16) auch in diesem Falle mit der Lange der Kette abnimmt. 

Versuch I : Verhal ten  yon Benzoyl-alanyl-decarboxy-leucin gegen 
Darm-Ereps in .  0.1138 g Sbst. wurden in Wasser suspendiert und die Suspension 
durch Zusatz von n-NaOH auf pH = 7.8 eingestellt; dann setzte man 2.0 ccm trypsin- 
freier Darm-Erepsin-Losung (enth. 0.00194 Br.-Einh.) zu und fiillte den Versuchsansatz 
mit Wasser auf 10.0 ccm auf. Der Aciditats-Zuwachs belief sich nach 24 Stdn. und bei 
30° auf 0.05 ccin 0.2-n. KOH; es war also keine meQbare Hydrolyse eingetreten. 

-0.01 
4 . 0 1  

Tabel le  2. 

Alanyl-decarboxy-leu& 
Leucyl-decarboxy-glglycin 
Leucyl-decarboxy-alanin 

E inwirkung von Hefe-Ereps in  auf D ipep tamine  und  Amino-saure- 
amide. 

(Substrate mit n-HC1 neutralisiert; pH = 7.8-8.0 (eingestellt durch 1.00 ccrn 0.5-n. 
Ammoniak- Ammoniumchlorid -Puffer) ; 40"; Volumen des Bestimmungs - Ansatzes. 

10.0 ccm). 

0.1809 
0.1892 
0.1370 

Substrat 

Glycyl-decarboxy-alanin . . . , . . . . . . 
Alanyl-decarboxy-leucin . . . . . . . . . , . . 
Leucyl-decarboxy-glycin . . . . . . . . , . . 
Leucyl-decarboxy-alanin . . . . . . . . . . . . 
Glycin-amid (salzsaur.) . . . . . . . . . . , . . 
Leu&-amid (bromwasserstoffsaur.) . . 

0.204 I 0.315 
0.183 

0.129 
0.111 

0.212 

I .60 
I .60 
I .60 
I .60 
I .o 
I .o 

0 

0 

I 
0 

0 

1517) 

Tabel le  3. 
Einwi rkung  von Tryps in -Kinase  auf Dipeptamine .  

(Substrate mit n-H,SO, neutralisiert; pH = 8.0; 30°; 4.0 T.-(e.), l/, Stde. mit Entero- 
kinase-1,osung aktiviert ; Volunien des Bestimmungs-Ansatzes 10.0 ccm) . 

.. __ ________ .~ . .  
1 I I 

Substrat I g 
I 
I 

Zeit in Stdn. Acid.-Zuw. 
ccni 0.2-n, KOH 

24 

24 
24 

0.02 
0.03 

-0.02 

2. Spa l tba rke i t  von  P e p t i d e n  der  Arsani l saure  u n d  de r  p-Amino-  
b enz oesaur  e. 

Die Praparate verdankten wir der Freundlichkeit der HHm. Prof. 
Dr. G. Giemsa und Dr. C. T r o p p  vom Institut fur Schiffs- und Tropen- 
Krankheiten in Hamburg, denen wir auch an dieser Stelle unseren Dank aus- 
sprechen. Ziir Priifung auf enzymatische Spaltbarkeit loste man die Sub- 
strate in der aquivalenten Menge n-I,auge und stellte dann durch Zusatz 
von ?z-M3neralsaiure auf pa = 8.0 ein. 

16) Ztschr. physiol. Chem. 136, 205 [1924]. l7) Nach 14 Stdn. gemessen. 
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.Glycyl-p-aminobenzoesiiure . . . . . . . .  I o.1962 
Di-glyc~l-p-aminobenzoes~ure . . . . . .  , 0.1287 

Tabel le  4. 
E inwi rkung  von Darm-Ereps in .  

( 3 d ;  Voluuen des Bestimrnungs-Ansatzes 10.0 ccrn.) -- __ .- - - - 
I I 

Spaltung, 
Acid.-Zuw. bezog. auf 

I 
I 

Angew. I ' (0.2-n. KOH) I voust. 
lEr.-Einh. Stdn. 1 ccm Hydrolyse 

l i  
-~ 

1 Substrat 
I 

o.oorgz 24 2.85 
0.00155 21  2.50 

('loo; I .o Hefe-Isrepsin-Einheit; Volumen des Bestinimangs-Ansatzes 10.0 ccrn.) 
~ _ _ _ - ~  .__ ~- __ -- 

I 1 Acid.-Zuw. I 

ccm ' Spa? 

. . . . . . . . . .  , 22  , --o.oG I 019) 

I 5 ' 7  

i 
Di-glycpl-p-aminobenzocsaure . n. I 16 24 0.64 ! '319) 

Zeit i. Stdn. . ( 0 .2 -n .  KOH) 

I 

I ! 

. . . . . . . .  ' 0.00 o 19) 2 2  

I I 
I 

Substrat I: 

Clycyl-arsanilsiiure o. I 37 

. . . . . . .  22 0.29 
Di-glycyl-arsanilsaure I 0.166 
Tri-glycyl-arsanilsaure I 0.  I 71 
Glycyl-p-aminobenzoesaure . . l).097 24 ~ -0.04 0 1 9 )  

Tabel le  6. 
Einwi rkung  von Tryps in-Kinase .  

Ansatzes 10.0 ccm.) 
( 3 0 ~ ;  3.6 T.-(e.), Stde. mit Enterokinase-Losung aktiviert; Volumen des R e s t h u n g s -  

~ _ _ _ _  - . .  

Substrat 

Tri-glycyl-arsanilsHure . . . . . . . . . . .  0.0724 0.02 

3. 2 u r c n z y in a t i s c h e n  S p a1 t b a r k e i t a c y 1 i c r t e r P e p  t i d e. 
Aus den vorliegenden Beobachtungen der 1,itcratur la& sich eine Gesetz- 

mafiigkeit iiber das Verhalten acylicrter I'eptide gegeniiber peptid-spaltenden 
Enzymen noch nicht ableiten. L)ie wechselnden Befunde, von denen 
E. Pischer  und P. Rergel120) bei der I'riifung von p-Naphthalinsulfonyl- 

Di-glycyl-p-aminol,ellzoesaure . . . .  j 0.08oz I :; , I 4 . 0 1  

l*) Arsanilsaure, bzw. p-Anlino-benzoeslure durch Kuppluug mit R Salz nochweisbar. 
19) Die Priifiirig auf Kupplungsverinogen mit RSdz nach Iliazotiernng war in allen 

2 0 )  13. 36, 2592 i1903;. 
Fallen nacli der 1Suzyni-l:inwirkiing schwnch positiv. 
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untl \-on Carbathosyl-Derivaten berichtet haben, erlauben kein sicheres 
Ilrteil iiber den EinfluB des eingefiihrten Acyl-Restes, so wenig, wie die An- 
gaben von T. I in a i 21) genugen, den Einflul3 der Lange der zugrundeliegenden 
Peptid-Kette mit Sicherheit zu deuten. Es scheint uns noeh n i c h t  angangig, 
solange diese Beobachtungen nicht bestatigt oder richtiggest ellt worden sind, 
die sparlichen Erfahrungen, die vorliegen, mit bestimniten SchluUfolgerungen 
iiber die Bindungsweise zwischen Peptidase und Substrat, wie sie 11. v. Eu le r  
und K. Josephsonz2)  ausgesprochen haben, oder mit der Annahme einer 
verscliiedenen Bindungsweise der einzelnen Peptidasen zu vereinigen. Man 
wird diese Frage an Hand einer groBeren Anzahl acylierter Substrate zu 
priifen haben. Der esperirnentelle Hcitrag, den wir nachstehend mitteilen 
und der die Spaltbarkeit eines Acetyl-peptides durch Darni- und Hefe-Erepsin 
vergleicht, spricht fur einen groBen quantitativen Unterschied in der Affinitat 
der beiden Enzyme. Inwieweit diese Erfahrung einer Anschauung entspricht, 
die die Bindungsstelle von Darni- und Hefe-Erepsin an die freie Amino- 
gruppe, bzw. an das Carboxyl-Ende der Peptide verlegt, 1aGt sich noch nicht 
beurteilen; aber es ist zu bedenken, daD die Unterschiede in der Affinitat der 
beiden Enzyme in vielen Fallen mehr quantitativer als qualitativer Natur 
sein mogen. 

Versuch 2 :  Verhal ten  von Acetyl-d,  I -phenyla lanyl -d .  I -a lanin gegen 
Darni -Ereps in .  0.137 g Shst. wurden in der aquivalenten Menge n-NaOII gelost und 
die Losung darnuf durch Zusatz von n-H,SO, auf pH = 7.8 cingestellt; nun fiigte man 
2.0 ccm trypsin-freie Erepsin-Losung aus Schweine-Darrn (enth. 0.00192 Er.-Einh.) 
hinzu und bestimn~te die Aciditat des auf 1n.n ccrn mit Wasser anfgefiillten Ansatzes in 
alkoholischer Likung sofort und nach 24 Stdn.; sie entsprach 1.05,  hzw. 1 . 2 0  ccm 0.2-n. 

KOH, der Aciditats-Zuwachs hetrug also 0. I 5 ccm der Lauge, entspr. einer Hydrolyse 
yon 6 %. 

"ersuch 3: V e r h a l t e n  von  Acety l -d ,  I -phenyla lanyl -d ,  I -a lanin Kegen 
Hefe-Ereps in .  0.137 g Sbst. wurden unter Zusatz der Hquivalenten Menge n-NU, 
gelost und mit n-HCI his zu PH = 7.8 versetzt; dann fiigte man I .o ccm 0.5-11. Ammoniak- 
Ammoniumchlorid-Puffer von PH = 7.8 (bei 300) und 1.7 ccm trypsin-freie 1,osung rnn  
Hefe-Erepsin (enth. I .3 Einheiten) hinzu und titrierte das auf 10.0 ccni niit \Vasser 
aufgefiillte Reaktionsgemisch sofort und nach 24 Stdn. ; der Aciditats-Zuwachs belief 
sich dann auf 0.57 rrm 0.2-n. KOII, entspr. einer Hydrolyse von 23 

Der Notgemeinschaf t  de r  Deutschen  Wissenschaft  danken wir 
ergebenst fur die zur Verfugung gestellten Mittel. 

21) Ztschr. physiol. Cheni. 136, 205 [1924]. 

22) Ztschr. physiol. Chem. 167, I 22, und zwar S. I 24 [1p6] ; K. J o s e p h s o n  und 
H. v. E u 1 e r , Ztschr. physiol. Chem. 162, 85 [192Gj. 




