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Die waBrige Losung wurde nach der Extraktion rnit a ther  destilliert ; beirn 
Einengen der Losung wurden noch 4 g eines Oles abgeschieden, das bei 21 inn1 
Druck bei I54--I5To siedete und sich ebenfalls als Valerolacton erwies. I m  
waflrigen sauren Destillat befatid sich gleichfalls Valerolacton, das durch 
n'eutralisation der sauren Lcisung mit Alkali und darauf folgende Zersetzung 
der konz. Losung niit Saure gewonnen wurde. 

Analyse des y-Valero lac tons :  0.2492 g Sbst.: 0.5453 g CO,, O.ISIG g H,O. 

Die waBrige 1,osung enthielt nach der Extraktion des Lactons A me i s e n- 
s a u r e  (Reaktionen mit Silbernitrat und Subliniat) ; die Menge der Saure 
betrug zufolge der Titration etwa z 06. 

C,H,C),. Uer. C Go.00, H 8.00. Gef. C 59.68, H 8.19. 

cc- 0 x y-  i so b u  t t e r s a u  re  s N a t r i u  in. 
DieLosung von 0.25 Mol Salz in IOO ccin Wasser wurde zusaininen rnit dein 

aus j g Nickeloxyd und 3 g Aluminiumoxyd bestehenden Katalysatbr in den 
Hochdr~ck-~4pparat gebracht. Dann wurde Wasserstoff bis auf einen Druck 
von 80 Atm. eingepumpt und 3 Tage bis auf 280° erwarmt. Kach dem Ver- 
such war der Druck auf 40 Atm. zuriickgegangen; die Analyse des Gases 
ergab 38. 50; CH, und 63.20;, CO,. 

In  der Losung war nach der Reaktion eine kleine Menge eines angenehni 
riechenden oles enthalten, das init Wasserdampf fliichtig war. Es ging in 
sehr weiten Grenzen, zwischen 1200 und 2100, iiber. Nach Entfernung des 
ales wurde durch Titration die Menge der unter Bildung von Carbonat zer- 
fallenen Saure bestimnit ; sie schwankte bei verschiedenen ITersuchen zwischen 
30 und 350;,. Die Losung wurde durch die berechnete Menge Schwefelsaure 
zersetzt und die abgeschiedene I s o b u t t e r s a u r e  rnit Ather extrahiert. Sie 
ging bei der Destillation bei 119-155~ iiber, ihre Menge betrug 11.5-12.5 g, 
entspr. 50 --Go 9; der Theorie. 

CO,, 0.1.390 g H,O. - 0.1996 g Sbst.: 0.3998 g CO,, 0.1627 g II,O. 
Analyse der bci 1.52-1 jjo aufgesammelten Fraktion: 0.1696 g Sbst. : <1.3406 g 

, C,H,O,. Ber. C 54.50, H 9.16. Gef. C .j+.yi .  . j4 . s j ,  H 9.16, 9.11. 

Die wafirige 1,iisung wurde nach der Estraktion der Isobuttersaure durch 
Ather mit Atznatron neutralisiert. Das erhaltene Salz gab die Reaktionen 
auf Ess igsaure  (Kakodyl-Reaktion und Verhalten gegen Eisenchlorid) und 
Ameisensaure  (Reaktionen mit Silbernitrat und Sublimat). 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, Hrn. Prof. W. I p a t i e a -  meinen Dank 
fiir seine wertvolleti Ratschlage abzustatten. 

102. E r n s t  W a l d s c h m i d t - L e i t z  und W i l l i b a l d  Klein: 
nber Spezifitat und Wirkungsweise von Erepsin, Trypsin und 
Trypsin-Kinase. (Dreizehnte Mitteilung zur Spezifitat tierischer 

Proteasen .) 
[ l u s  d Chem. Laborat. d. Bayer Akademie d. Wssenschaften in  Uunchen 

(Eirigegangeii am 10 Februar 1928.) 

Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber die Spezifitat von Paiikrea- 
Trypsiii und Darm-Erepsin an sFnthetischen Peptiden und ihren Deriraten, 



(1928)] Wirkungszceise von Erepsin, Trypsin und Trgpsin-Kinase. 641 

ron  denen wir vor kurzeni berichtet habenl), erschienen geeignet, neue Grund- 
lagen fur unsere Kenntnis auch von der spezifischen Wirkungsweise der 
beiden Enzyme zu vermitteln. ,,Fur die Ursache der Spezifitats-Unterschiede 
ron Trypsin und Erepsin" gegeniiber Peptiden, die auf Anzahl und Natur 
der vorhandenen Amino-saure-Reste zuruckgefuhrt wurden, , ,ergab sich ein 
erster Hinweis aus dem bemerkenswerten Befund, da8 die h d e r u n g  der 
spezifischen Spaltbarkeit einer Saure-amid-Bindung, in dem Dipeptid Glycyl- 
tyrosin, durch E in fuhrung  eines  Acylrestes  erreicht werden kann: 
Glycyl - tyros in  wird nur von Ereps in ,  P-Naphtha l insu l fonyl -  
g lycyl - tyros in  dagegen nur von Tryps in  zerlegt". Fur diese Anderung 
der spezifischen Spaltbarkeit schien die Substitution der f reien Aminogruppe 
einerseits, die eine Anlagerung des Erepsins verhinderte, die aciditats- 
verstarkende Wirkung des Acylrestes auf die Carboxylgruppe andererseits, 
die die Anlagerung des Trypsins begiinstigte, verantwortlich zu sein. 

Die Versuche, von denen wir nachstehend berichten, haben dazu gefuhrt, 
die entwickelten Anschauungen zu bestatigen und zu erweitern ; sie ver- 
sprechen einen vertieften Einblick in den Mechanismus der ereptischen und 
der tryptischen Wirkung, und sie fuhren zu einer neuen Vorstellung von dem 
funktionellen EinflulS des spezifischen Trypsin-Aktivators Enterokinase auf 
die Affinitat des Trypsins. Wir stellen unsere Resultate uber die S p a l t b a r -  
ke  i t der untersuchten P e p  t i d - D e r i v a t  e du r ch D a r m  - E r ep  si n und durch 
T r y p  s in-Kinase  nachstehend tabellarisch zusammen. 

Tabel le  I. 
Spezifische Spaltbarkeit snbstityierter Peptide. 

(Iugaben bedeuten: - = keine nachweisbare, + = positive Hydrolj-se, o = nicht gepriift.) - 
~ 

S r .  

- 
I 

3 
c 
.=I 

6 
7 
5 
3 
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11 
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Snbstrat 
Enzym 1 Darm- 

Erepsin 
I 

~-~apl i t l ia l insulfonyI-~lyc~-l-  tyrosin 2, . . . . . . . . . .  
Glycj-I-glycin-carbonslure . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Carhathosyl-glycyl-leucin . 
Carbathoxyl-pentaglycin . . . . . . . . . . . . . .  
ilcetyl-glycyl-glycin . . . . . .  
Acetyl-[phenyl-alanyl:-alanin . . . .  
Benzoyl-digly cin . . . . . . . . .  
Benzo yl-triglycin . . . . . . . . .  
Benzoyl-tetraglycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Benzoyl-pentaglyciu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Phthal yl-digly cin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

.......................... 
............................ 

Glycyl-leucin-amid 
Tetraglycin-amid 

Carbkthosyl-tetraglycin-amid ................. I - 

Trypsin- 
Kinase 

& 

0 
- 
0 

+ 
i + 
4- 3) 
0 
- 
f 

l) B. W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  A. Schaf fner ,  H. S c h l a t t e r  iind W. Kle in ,  B. 61, 

2) Zufolge E. Waldschmidt -Lei tz ,  -4. Schaf fner ,  H. S c h l a t t e r  nnd W. Kle in ,  
293 [1927/28]. 

a. a. 0. 3, Spaltbarkeit gering. 
Bcrichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXI. 4 3  
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Die Peststellung, die erst an eineni Beispiel heschrieben war, dall init cler 
Acylierung eines Dipeptides eine dnderung seiner spezifischen Spaltbarkeit 
verbunden ist, besitzt allgemeinere Giiltigkeit : D i p  ep  t i de,  die spezifischen 
Substrate des Erepsins, biiBen d u r c h  Einf i ihrung v o n  ,4cyl an der freien 
Aminogruppe, soweit untersucht unabhangig von dessen Natur, sei es der 
P-Naphthalinsulfonyl-, der Phthalyl-, der Benzoyl-, der Acetyl- oder der 
Carbathoxylgruppe, i h re  e rep t i s che  S p a l t b a r k e i t  e in ,  u n d  s ie  werden  
s p a 1 t b a r d u r c h 'I' r y p s in  , wie es scheint, ohne entscheidende Abhangigkeit 
von der Natur der im Peptid vorliegenden Amino-saure-Reste. Es verdient 
Reachtung, da13 der EinfluB des eingefiihrten Saure-Restes, der die tryptische 
Spaltbarkeit bedingt, wie das Beispiel der benzoylierteri Glyciri-peptide er- 
kennen 1aBt (Nr. 7-10), mit der Lange der Peptid-Kette ahniinmt und schon 
bei dem benzoylierten Pentaglycin nicht mehr nachweisbar ist ; es bedarf 
weiterer Priifung, ob diese Erscheinung allgemein fur die hoheren acylierten 
Peptide, nicht nur fur die aus Glycin-Resten aufgebauten, gilt, oder ob sie 
bei Gegenwart besonderer Amino-saure-Bausteine, wie des Tyrosins, nicht 
mehr beobachtet wird. 

Weitere Beispiele, die die Tabelle verzeichnet, betreffen die Spaltbarkeit 
einiger amidierter Peptide durch tryptisches und ereptisches Enzym. Man er- 
kennt, da13 eine Amidierung der Carboxylgruppe in den Peptiden, ebenso 
wie eine Veresterung 4), keine Anderung in der Angreifbarkeit durch Erepsin 
zur Folge hat (Nr. 12 und 13), wghrend eine gleichzeitige Acyliernng wiederuni 
den Verlust der ereptischen Spaltbarkeit bedingt (Nr. 14) ; keines der unter- 
suchten Ainide wird indessen durch Trypsin zerlegt. 

Diese Erfahrungen insgesamt entsprechen der zuerst von H. v. Eu le r  
und K. Josephson5)  vertretenen Vorstellung, wonach es zur Wirkung des 
Dar in-Ereps ins  auf ein Peptid, zu seiner Anlagerung, der Gegenwar t  
e iner  f re ien  Aniinogruppe bedarf G, ; eine Zerlegung acylierter Peptide 
durch proteolytisch einheitliches Erepsin ist noch nicht beobachtet worden'). 
1% die Wirkung des tryptischen Enzyms dagegen findet inan die Gegenwart 
freier Aminogruppen entbehrlich, seine Reaktion mit den Substraten scheint 
durch das Carbosyl vermittelt zu werden ; allein die vorliegenden Ueob- 
achtungen sind nocli nicht ausreichend, um diese Vorstellung, die auch den 

I 
6-42 

3 

4 ,  Zufolge H. v. Eu1t:r urid K. Josephson,  Ztschr. physiol. Cheni. 167, 122. 

11. zw. S. 124 und 137 [192(i], somie I<. Josephson und H. v. E u l e r ,  ebenda 162, 8j 
[I9 26 12 71. 

6, Nach Versuchen, die wir gemeinsam init Hrn. Dr. W. Grassmani l  ausgefiihrt 
haben, scheint aucli fur die Wirkung des Erepsins aus Hcfe. der Hefe-Dipeptidase, die 
Gegenwart einer freien Aminogruppe erforderlich zii sein ; acylierte Peptide werden nnch 
von dem Hefe-Enzym nicht angegriffen. 

7) Die fruher niitgetcilte Beobachtung (E. Waldschrn id t -Lei tz ,  W. Grnssmann 
iind A. S c h i f f n e r ,  13. 60, 359, u. zw. S.  364 [1927]) iiber eine geringfiigigespaltbnrkeit  
v o n A c e t y 1 - [p h e n y 1 - a1 a n  y 11 - a1 a n  i n  d u r  c h I> a r in - E r e p s in  ist, wie wir fest- 
stellen konnten, auf eitien geringen, damals vernachlassigten Gehalt dcs angewandten 
Enzym-l'raparates an Trypsiii zuruckzufiihren. Die Befuiide von T. I m a i  andererseits 
(Ztschr. phpsiol. Cheni. 136, 205 [1924]), die iiber eine Spaltung benzoyliertcr Peptide 
durch Darm-Erepsin herichten, heziehen sic11 auf die ungereinigten, trypsin-haltigen 
Ansziige der DarmSchleidiaut, sie erlauben keine eindeutigen aussagen iiber die Wir- 
kiuigen (Icr ereptischen Komponente. 

5, a. a. 0. 
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Erfahrungen iiber die tryptische Hydrolyse tyrosin-haltiger Polypeptide8), 
sowie ainidierter Peptide entsprecheii wiirde, cindeutig zu sichern. 

Die Anschauung, die wir diskutieren, daB die Anlagerung des Trypsins 
an Peptide und ihre Acylderivate an der Carboxylgruppe erfolgt , gewinnt 
indessen an Sicherheit durch den Vergleich der  Spez i f i t a t  von  Tryps in ,  
dem nicht-aktivierten Eozym, niit der seiner Aktivator-Verbindung T r y  p s i n - 
Kinase.  Es ist sehr bemerkenswert, daB, wie Tabelle 2 belegt und wie aus 
dern experimentellen Teil zu ersehen ist, die tryptische Hydrolyse der beiden 
acylierten Peptide C a r b  a t h o  x yl- gl y cyl-1 eucin und Ace t y 1- [p henyl -  
a lanyl]  - a l an in  nach der Aktivierung mit Enterokinase keine Beschleunigung 
erfahrt, daB dagegen die Spaltung des Tyrosin-Derivates (3-Naphthalin- 
su l fonyl -g lycyl - tyros in ,  wie schon friiher belegt wurdeg), durch Trypsin- 
Kinase mit bedeutend gesteigerter Geschwindigkeit verlauft. 

Tabel le  2.  

Speziiitikt von Trypsin und Trypsin-Kinase gegeniiber acylierten Peptiden. 
(Angaben bedeuten: + =positive, + + = verstarkte Hydrolyse.) 

I Xr . Substrat 
Trypsin- 
Kinase Trypsin 

I I Carbathoxyl-glycyl-lencin .................... + 
. . . . . . . . . . . . . . . . .  I :  I:+ z Acetyl-[phenyl-alanyll-alanin 

3 I p-Naphthalinsulfonyl-glycyl-tyrosin . . . . . . . . . . . .  

b i r  schlieBen d:traus, daB die spezif ische fuf ikt ionel le  Aufgabe 
der  En te rok inase  in dem angefiihrten Beispiel in der Vermittlung oder 
in der I'erstarkung der Bindung des  Tryps ins  mi t t e l s  der  OH-Gruppe 
des  Tyros ins  besteht, wahrend die Anlagerung des  ak t ivn to r - f r e i en  
Tryps ins  ail1 Carbosy l  allein erfolgt. Es wird nnsere Aufgabe sein, diese 
Vorstellung, die vorerst nur als Arbeits-Hypothese zu bewerten ist, an einem 
unifangreichereii synthetischen Material zii prufen ; sie sollte zii bestimmteren 
Anhaltspunkten fiihren fiir die strukturelle Unterscheidung der schon durch 
Trypsin &in und der iiur durch Trypsin-Kinase spaltbaren naturlichen 
Proteine. 

Beschreibung der Versuche. 
Das iii den T7ersucheil verwandte t rypsin-f reie E reps in  bereiteten 

wir nach E. ~ ~ ~ a l d s c h n i i r i t - f , e i t z  und A. Schaffnerlo) aus Schweine- 
Darm, F,. W al ds c hmi  d t - 
1,eitz uiid A. €Inr te i ieck~1)  nus Clem C:lycerin-.%uszug \-on Schweiiie-Driisen. 
Zur Aktivierung diente erepsiii-freie E n t  e rokinase ,  nach den Angaben 
von l{. W a1 (1s chm i (1 t -1,e i t z und G. E: iiii s t n e r l*) nus narin-Schleinihaut 

e r c p si 11- f r e i e s P ank  r e n s - Tr  yp s i 11 nnch 
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70 
50 
70 
70 
70 
go 
70 

von Schweinen gewonnen ; zur Darstellung enterokinase-freien T r y  psins x.er- 
fuhr man nach E. Waldschmid t -Le i t z  und K. L i n d e r ~ t r O m - L a n g ~ ~ ) .  
Den Verlauf der Hydrolysen ermittelte man auf Grund des Aciditats-Zuwachses 
in go-proz. Alkohol und mit Thymol-phthalein als Indicator. 

r z  
2 2  

I2 
I?. 

1 2  

11 

0-2 

Tabel le  3.  
Einwi rkung  v o n  Darm-Ereps in .  

(Substrat-Losungen x x i i t  ~L-NH, auf pH = 8.0 eingestellt ; joo; Angaben beziehen sich auf 
die zur Analyse entnommene Probe von 4.0 ccm.) 

0.02 

0.07 
0.06 
0.13 

0.04  
0.02 

0.01 

- 
I 

-l 

4 
5 
6 
7 
8 

9 
- 

I 0  - 
I1 

0 

0 

0 

.7 
0 

0 

0 

Substrat 

Glycyl-glycin-r arbonsaure 14) ........... 
Carbltho~yl-glyr yl-d, E-leucin . . . . . . . . . . .  
Carbathoxyl-pentaglycin 14) . . . . . . . . . . . . .  
;Ice tyl-glycyl-glpcin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
ilcetyl-d, Z-[plien~l-alanyl]-d, I-alanin . . . . .  
Benzoyl-triglycin ..................... 
Benzoyl-tetraglycin 14) . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Benzoyl-pentaglycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

- 
2 2 . 0  

39.0 
46.9 
14.6 
47.5 
33.9 
43.8 
46.5 

Glycyl-d, 2-leucin-amid . . . . . . . . . . . . . . . . .  
T~traglycin-ainid~~) . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Carh~thoxq-l-tetr3glycin-amid") . . . . . . . . .  I 39.6 I j o  ' 1.: I 0.01 I o 

Tabe l l e  4. 
Ei 11 w i r k u n g v o n Try p s i n - Kin a s e. 

(Substrat-Liisungen init n-NII, auf pw = 8.4 einpstell t ;  0.56, Nr. 4 und 7 0.96 'l'.-(e.), 
aktiviert mit Enterokinase; 12,  Kr. 4 und 7 17  Stdii., 3oo; Angaben bezieheii sich anf 

die zur Analyse entnommene Probe ron  4.0 ccm.) 
- 

~ 

Nr. 

- 
I 
2 

3 
4 
5 
6 - 
I 

8 

9 
- 

Substrat 

Carbathoxyl-glycyl-d, I-leuciri . . . . . . . .  
Ace t yl-gl y cyl-glycin 
Acetyl-d, I-[phenyl-alanyll-d, I-alanin . . 
Benzoyl-diglycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Ben zoyl-triglycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Benzoyl-pentaglycin . . . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . . . .  

Phthalyl-diglycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

36.0 
14.6 
43.8 
36.8 
27 .1  

61.R 
57.8 

Glycyl-d, 2-leucin-amid . . . . . . . . . . . . . . . .  1 24.2 

Carbathosyl-tetraglycin-anii~l'~) . . . . . . .  1 32.1  

Aciditlts- 
Zuwachs 
:cmo.oj-n. 

0.GO 

0 . 2 3  

0.76 

0.16 

2.45 

0.63 

0.00 

~, 

Spaltung 
(Sb) 

3ezog. 3uf 
I C O X H  

2 2  

14 
24 
18 
9 
0 

46 

Ztschr. physiol. Chein. 166, 241 [1927]. 

Fiscl ier  aus der Samnilniig Ein i l  F ischers .  
l 4 )  Man verdankte das Prlparat  der Freundlichkeit voli Hrn. Dr. H e r m .  0. I,. 
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Enzym 

1 Carbathomyl-glycyl- a4cetyl-d,Z-[phenyl-alany~- 
j d, Z-leucin d, I-alanin 

Aciditats- I -4ciditiits- 
A-lngew. 

103. Ernst  Waldschmidt-Leitz und Gertrud Rauchal les :  
Zur Spezifitat der Peptidasen, 11. : Vergleich der Peptid- Zucker- 

Kondensation mit der Wirkungsweise des Erepsins. 
'Aus d. Chem. Laborat. d. Bayer. iikademie d. Wissenschaften in Miinchen.! 

(Eingegangen am 10. Februar 1928.) 

Fur die spezifische Wirkungsweise einiger der am EiweiB-Abbau be- 
teiligten Enzyme hat man in neuerer Zeit bestimmtere Anhaltspunkte ge- 
women. So haben fur das einfachste Beispiel, die Hydrolyse von Dipeptiden 
durch tierisches Erepsin, H. v. Eu le r  und K. Josephson1) aus der Tier- 
schiedenen -1ngreifbarkeit von Peptid-Derivaten und aus Hemmungs- 
Erscheinungen die Vorstellung abgeleitet, ,,da13 die Bindung eines Substrates 
an das Erepsin aus Schweine-Darm wenigstens zum Teil durch eine freie 
Aniinogruppe des Substrates vermittelt wird" ; dieser Anschauung entsprechen 
die Erfahrungen iiber die enzymatische Spaltbarkeit einer griiBeren Anzahl 
yon Peptid-Derivaten, von denen wir inzwischen berichtet haben2), und 
die zu dein Ergebnis fiihren, da13 die Substitution der freien Aininogruppe 
in den Peptiden beispielsweise durch Acyl ihre Angreifbarkeit durch Erepsin 
rerhindert , eine \Teranderung an der Carbosylgruppe dagegen sie unbeeinfluBt 
IaDt. Such iiber die Natur der spezifischen substrat-bindenden Gruppe 
des Erepsins, die seine Anlagerung an die Aminogruppe verrnittele, haben 
v. Eu le r  und Josephson Betrachtungen angestellt; aus Versuchen iiber 
die Heminung . der Erepsin-Wirkung durch einige Aldehyd-Reagenzien, 

I mg 1 Zu\\,achs ~ s p ~ ~ ~  1 Angem' 1 Zuwachs 
ccmo.og-n. mg I ecmo.og-n. 

I )  Ztschr. physiol. Chem. 157, 122 [1926]; K. Josephson und H. v. E u l e r ,  ebenda 
16'2, S j  [1926,'2;?. 

?) siehe dazu E. W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  W. Grassmann und .4. S c h f f f n e r ,  
B. 60, 359 11927;; E. Waldschmidt -Lei tz ,  A. Schaf fner ,  H. Sc l i la t te r  und 
W. Klein ,  B. 61, 299 '1928l; E. Waldschmidt -Lei tz  und W . K l e i n ,  1-oranstehende 
-1 bh andlun g 

(%) 




