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2. Abschnitt.

Die hydrolysierenden
Enzyme der Nucleinsiuren, Amide,
Peptide und Proteine.



Einteilung.

Stellt man die chemische Gleichung der katalysierten Reaktionen in den
Vordergrund der Betrachtung, so wird man in diesem Abschnitt alle Enzyme
zusammenfassen, welche die Bindung zwischen Kohlenstoff und Stickstoff
losen oder vermitteln, ganz besonders alle auf die Carbamin-Gruppierung

R-CO—NH:-R’

eingestellten Enzymse, welche man demgemiss Carbamasen (oder — da sie
die typische Peptidbindung losen — Peptidasen) nennen kann. Wenn wir
nun such wissen, dass die Hydrolyse dieser Peptidbindung bei der Proteolyse
eine dominierende — keineswegs die einzige — Rolle spielt, so sind wir doch
iiber die Einzelvorginge der Eiweissspaltung noch ungeniigend unterrichtet
und deshalb nicht imstande, die hierher gehtérenden Enzyme vom chemi-
schen Gesichtspunkt aus zu differenzieren. Wir miissen also einstweilen
noch die Einteilung vom biologischen Standpunkt aus vornehmen, und die
enzymatischen Stoffgemische verschiedener Herkunft einzeln beschreiben;
soweit moglich werden dabei die Zusammenhinge zwischen gleichgearteten
Wirkungen von Enzymen ungleicher Abstammung hervorgehoben.

Die wichtigsten Enzyme, welche in diesem Abschnitt zu behandeln sind,
werden oft als Pepsin, Trypsin und Erepsin zusammengefasst. Dem Fach-
mann ist dabei bereits klar, dass man damit nicht mehr einzelne Euzyme
meint, sondern Enzymgruppen gewisser Organe zusammenfasst, wie tiberhaupt
Namen mit der Endsilbe -in zweckmissig als Bezeichnungen fiir natiirliche
Enzymgruppen — z. B. Emulsin — gebraucht werden.

Bevor wir auf die Hauptgruppe der Proteasen eingehen, also auf diejenigen,
welche die Gruppe CO—NH angreifen, haben wir im Anschluss an die im vor-
hergehenden Band behandelten Glucosidasen die Nucleosidasen nochmals
zu besprechen; dies geschicht am besten im Zusammenhang mit den tibrigen
Enzymen der Nucleinspaltung, die man als Nucleasen zusammenfassen kann.

Darauf behandeln wir die Gruppe der Amid-spaltenden Enzyme oder
Awmidasen, unter denen die Urease am besten bekannt ist.

Die Enzyme vom Typus des Pepsins, Trypsins und Erepsins, welche
am Abbau der eigentlichen Proteine beteiligt sind, werden in tierische und
pflanzliche Enzyme und nach Organen geschieden ; weitere Einteilungsprinzipien
bieten die Substrate und bis zu einem gewissen Grade auch der Aciditdtsgrad,
bei welchem die einzelnen Enzyme ihre optimale Wirkung entfalten.

v. Euler, Chemie der Enzyme. IIL Teil. 2. Abschnitt. 21



13. Kapitel

Die hydrolysierenden Enzyme der Nucleinsiuren und
ihrer Spaltprodukte.

A. Einleitung.

Nucleoproteide und die phosphorreicheren Nucleine werden in
Eiweiss und Nucleinséiuren gespalten; iiber die bei diesen Reaktionen eventuell
beteiligten spezifischen Enzyme ist noch wenig bekannt.

Typische Reprisentanten der Nucleinsduren sind bekanntlich nunmehr
als Verbindungen je eines Molekiils Phosphorsiure, einer Monose und einer
Pyrimidin- oder Purinbase erkannt. Levene, dem man in erster Linie diese
Einsicht verdankt, bezeichnet diese einfachen Stoffe als Nucleotide und
die darauf eingestellten Enzyme als Nucleotidasen, wihrend Nucleoside
dem gleichen Forscher zufolge die entsprechenden phosphorsiurefreien Ver-
bindungen darstellen, welche also nur noch die Monose und die Base enthalten.

Zur Klirung der Nomenklatur mag folgendes Schema dienen:

Substrat Enzym Reaktionsprodukt
Nucleoproteide (Nucleoproteidasen) Nucleine
Nucleine (Nucleinasen) Eiweiss 4 Nucleinsduren
Poly-Nucleinsiuren Poly-Nucleotidasen? Nucleotide
(Poly-Nucleotide)
Nucleotide Nucleotidasen Nucleoside + Phosphorsiiure
Nucleoside Nucleosidasen Monose + Base

Aus dem 8. 3 iiber die Nucleoproteide und Nucleine Gesagten geht
hervor, dass die Existenz besonderer Spaltungs-Enzyme fiir Nucleoproteide
und Nucleine (Nucleoproteidasen und Nucleinasen) wenig wahrscheinlich ist.

B. Spaltung der Nucleoproteide und Nucleine.

Nucleoproteide und Nucleine spielen bekanntlich in den Zellkernen eine
dominierende Rolle; viele Kerne (z. B. der Eiterzellen und der Spermatozoen
[Miescher?]) bestehen zum grossten Teil aus diesen Stoffen.

! Levene nennt diese Enzyme Nucleinasen. Levene und Medigreceanu, Jl Biol
Chem. 9, 65 und 389; 1911.
? Miescher, Ges. Abh. Bd. 2; 1897.
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Substrate.

Als Nucleoproteide bezeichnet man zusammengesetzte, native Proteine,
welche durch die beiden Bestandteile, Nucleinsiuren und Eiweiss, charakteri-
giert sind. Sie enthalten demgemiss Phosphor (meist 0,5—29%b), in manchen
Praparaten wurde ein Gehalt von Eisen gefunden!. Nucleoproteide sind
Séuren, die sich in Wasser wenig oder nicht, in Alkalien unter Salzbildung
losen und durch Essigséiure wieder gefillt werden® Die Eiweisskomponente,
tber die noch wenig bekannt ist, wurde in einzelnen Fiéllen als Histon erkannt.

Je nachdem Nucleoproteide durch kalte oder heisse Losungsmittel aus
den Organen extrahiert worden sind, unterscheidet man

a-Nucleoproteide und
g-Nucleoproteide.

Die neutralen Losungen der Alkali-Nucleoproteide erfahren durch Er-
hitzen eine Spaltung. Dabei wird unter Gerinnung einer abgetrennten Eiweiss-
komponente der nucleinsiurehaltige Rest freigemacht; fiir denselben ist eine
besondere Bezeichnung eingefiihrt worden, namlich

Nuclein oder ,echtes Nuclein“. Aus der eben erwihnten Ent-
stehungsweise geht hervor, dass die Nucleine phosphorreicher sein miissen
als die natiirlichen Ausgangsprodukte; Hammarsten® gibt einen Gehalt
von mindestens 5°%0 P an. Im tbrigen sind die Nucleine gegen die Nucleo-
proteide nicht scharf abgegrenzt, da auch die Nucleine noch abtrennbares
Eiweiss enthalten.

Alkali spaltet aus Nucleoproteiden und Nucleinen anorganisches Phosphat
ab, aber nicht so leicht, wie aus Nucleoalbuminen [Unterscheidung durch
1%ige Natronlauge nach Plimmer und Scott?].

Zur Darstellung der Nucleine empfiehlt Hammarsten die Hauptmasse
des Eiweisses im Ausgangsmaterial durch Pepsinsalzsiure zu zerlegen, den
Riickstand mit verdiinnter NH; auszulaugen, mit Salzséure zu féallen und durch
Umfillen zu reinigen.

Auch den Nucleinen werden saure Eigenschaften zugeschrieben; sie
sind in Alkohol ganz unléslich, in Wasser sehr wenig, in Alkalien mehr oder
weniger leicht loslich. Bemerkenswert ist die Salzbildung mit basischen
Farbstoffen.

Die Nucleine sind Denaturationsprodukte und konnen wohl im allge-
meinen als salzartige Verbindungen von Nucleinséiuren mit basischen Eiweiss-
korpern aufgefasst werden.

! Sieche O. Hammarsten, Lehrbuch, 9. Aufl., S.132. — Siehe auch O. Hammarsten,
H. 19, 19; 1894. Kein Eisen findet Sauerland, H. 64, 16; 1909.

? Untersucht sind besonders eingehend die Nucleoproteide des Pankreas, der Leber
(Wohlgemuth, H. 37, 42 u. 44), des Gehirns (A. Levene), der Spermatozoen (Kossel) und
Bakterien (Toeniessen, Zbt. Bakt. I, 85, 879; 1921). — Zur Literatur siehe ferner Burian,

Erg. d. Physiol. 5, 768; 1906.
3Plimmer und Scott, JI Chem. Soc. 93 und 94, 1699; 1908.

21%
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Ob in den Nucleoproteiden eine eigentliche Bindung an das abspaltbare
Eiweiss vorkommt, oder ob dieses immer nur durch seine basischen Gruppen
mit den Nucleinsduren salzartige Verbindungen eingeht, eine Auffassung,
die Steudel! vielfach mit Erfolg vertritt, und die sich auch sonst bestitigt?,
ist noch nicht endgiiltig entschieden.

Einwirkung enzymhaltiger Safte.

Sind die Nucleoproteide wirklich Salze von Nucleinsiuren im oben er-
wihnten Sinne, so konnte man die Tatsache, dass der Magensaft Nucleine
aus Nucleoproteiden entstehen ldsst ohne weiteres auf die Einwirkung der
Salzsiiure zuriickfiihren und briduchte nicht die Wirkung des Pepsins bzw.
eines besonderen Bestandteiles, einer Nucleoproteidase, anzunehmen.

Das gleiche gilt hinsichtilch der Wirkung des Magensaftes auf Nucleine.
Auch aus diesen wird durch den Magensaft zuweilen Eiweiss abgespalten;
welchen Anteil daran die Salzsiure und welchen Anteil Enzyme haben, liess
sich aus den Angaben der dlteren Literatur nicht entnehmen. Eine Mitteilung
von Nakagawa aus dem Steudelschen Laboratorium bahnt eine Klirung
der Verhiltnisse an.

Nakagawa® hat ein Priparat aus Heringssperma, welches nach der
gegenwirtigen Nomenklatur als Nucleoproteid zu bezeichnen ist und ein daraus
dargestelltes ,Nuclein“ auf ihr Verhalten zu Pepsinpréparaten gepriift. Seiner
Mitteilung entnehmen wir folgendes:

Von einem Pepsinpriparat wurden 0,2 g in 500 com etwa 0,2%o Salzsiure aufgelost.
Zu je 100 cecm der wasserklaren Losung wurde je 1 g der zu untersuchenden Substanz zuge-
setzt. Es wurden so der Pepsinverdauung unterworfen:
1. ein aus Kopfen von Heringsspermien dargestelltes neutrales nucleinsaures Protamin,
wie auch
2. ein nach Miescher durch Essigsiure-Fillung hergestelltes Produkt, welches als
Nucleoproteid angesehen werden kann.
Die einzelnen Ansiitze wurden bei 37° aufbewahrt und vor der Ablesung klar filtriert.
Dann zeigten im 2 dm-Rohr die Ansiitze folgende Drehung:

nach Tagen
1 | 2 3 | 4
Pepsinsalzsgure . . . . . . . . . 0 0 0 0
Salzsdure + reine Kopfe. . . . . . — 0,20 — 0,24 — 0,26 — 0,26
Pepsinsalzstiure + reine Kopfe . . . — 0,24 — 0,28 — 0,32 — 0,36
Salzsiure + Egsigsiurefillung. . . . — 0,21 — 0,24 —0,26 —
Pepsinsalzsiure 4 Essigsiurefillung . —0,49 — 0,58 — 0,60 — 0,62

Die Pepsinsalzsiure hatte also sowoh! bei den reinen Kopfen wie besonders bei der
Essigstiurefillung eine Zunahme des Drehungsvermégens bewirkt; ferner geniigte ein kurzer
Aufenthalt im Brutschrank, um merkliche Mengen der untersuchten Korper zu lésen; nach
einigen Tagen war fast alles gelost. '

1 Steudel, H. 90, 300; 1914. — 122, 298; 1922.
2 E. Hammarsten, Privatmitteilung.
3 Nakagawa, H. 124, 274; 1923.
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Da das Protamin gegen Pepsinsalzsiure bestiindig ist, so bleibt als angreifbare Kompo-
nente die Nucleinsiiure iibrig. Dieselbe ist bekanntlich gegen Mineralsiuren &dusserst unbe-
stiindig, spaltet sehr leicht Alloxurbasen ab und geht in Thyminsiure und andere leicht lssliche
Produkte iiber. ,An den reinen Kopfen kann man sich von der leichten Abspaltbarkeit der
Alloxurbasen rasch durch Anstellung der Diazoreaktion iiberzeugen®* — das Protaminsulfat,
allein mit Pepsinsalzsiure behandelt, gab keinen positiven Ausfall der Diazoreaktion.

Mit ammoniakalischer Silberlésung gaben einen deutlichen Niederschlag nach der
Behandlung mit Pepsinsalzséure:

1. thymonucleinsaures Natrium,
2. Nucleohiston nach Lilienfeld.

Histon allein gab unter den gleichen Bedingungen keinen Niederschlag.

Nakagawa zieht aus seinen Versuchen den Schluss, dass ,die bisher
benutzte Methode, durch Pepsinverdauung eines Nucleoproteides zu einem
Nuclein zu kommen, nicht brauchbar ist“.

Es lasst sich also kein unzersetztes ,Nuclein“ gewinnen, und es ist
fraglich, ob die &lteren Beobachter iiberhaupt ,Nuclein, d. h. Koérper mit
unzersetzter Nucleinsdure in Hinden gehabt haben. Bei den friiheren unvoll-
kommenen Kenntnissen iiber die Zusammensetzung der Nucleinsduren hat
man die Einwirkung der Pepsinsalzsiure meist durch Bestimmung des Phos-
phorsduregehaltes der unloslichen Korper verfolgt. ,Es leuchtet aber ein,
dass man phosphorreichere Kérper aus den Nucleoproteiden nicht nur erhalten
kann durch Abspaltung locker gebundener Eiweisskorper, wie die dlteren
Forscher annahmen, sondern dass die Produkte auch phosphorreicher werden

konnen dadurch, dass die Nucleinsiure unter Abspaltung der Nucleinbasen
zerlegt wird.“

C. Der enzymatische Abbau der Nucleinsiiuren (Nucleotide).

1. Substrate (vgl. auch 1. Abschnitt, S. 59 u. ff.).

Die Nucleinsiiuren enthalten drei typische Komponenten: Purin- oder
Pyrimidinbasen, Zucker und Phosphorséure. Bei der Einteilung der Nuclein-
sduren kann man nach verschiedenen Grundsitzen verfahren. Kossel! legt
die Natur der Basen zugrunde, von Levene? stammt die Einteilung in
einfache Nucleinsduren oder Mononucleotide und zusammengesetzte
Nucleinsduren oder Polynucleotide, und Feulgen?® hebt neuerdings
hervor, dass die Zuckergruppe das wesentlichste Kennzeichen der Nuklein-
sduren ausmacht. In Anlehnung an Levene und Feulgen stellen wir
folgende Einteilung voran:

A. Einfache Nucleinsiuren, Mononucleotide,
Pentoside,
Hexoside.

! Kossel, Chemische Zusammensetzung der Zelle. Arch. (Anat. u.) Physiol. 181; 1891.

? Levene und Medigreceanu, Jl Biol. Chem. 9, 65 u. 389; 1911.

3 Feulgen, H. 123, 197; 1922. — Kine Ubersicht tiber die Chemie der Nucleinssuren

geben Steudel, Thannhauser und Winterstein im Handb. d. Bioch. Arbeitsmeth.
2. Aufl,, Abt. I, Tl. 8, Heft 1; 1920.
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B. Polynucleotide
1. Pentosenhaltige Polynucleotide
Hefennucleinsédure (Triticonucleinsiure),
2. Hexosenbhaltige Polynucleotide (mit echter Aldehydreaktion).

C. Gekoppelte Nucleinséuren.

I. Mononucleotide.

Pentoside.
In dieser Gruppe sind Inosinséure und Guanylsidure zuerst genau be-

schrieben worden.

In beiden Nucleotiden ist nach Levene und Jacobs! die Pentose die
gleiche, namlich d-Ribose; beide enthalten ferner Purinbasen.

Die im Fleischextrakt aufgefundene Inosinsidure ist als Phosphorsiure-
Ribose-Hypoxanthin erkannt. Ihre Zusammensetzung wird durch die Formel

dargestellt:

N=C. OH 0—
| l OH OH I OH
HC C— N (] \ |
] “ C —C-C-C-C-CH, —0 — PO
/ Lo !
H HHH OH
Hypoxanthln Ribose

Durch Abspaltung der Phosphorsiure aus der Inosinséure entsteht das
Inosin, ein Hypoxanthinpentosid. Beziiglich der Bindungsstellen hesteht
noch insofern eine Unsicherheit, als zwischen den Ringatomen 7 und 8 noch
zu entscheiden ist2.

Levene hat fiir Stoffe vom Typus des Inosins den Namen Nucleo-
side vorgeschlagen (vgl. S. 329).

Analog ist die Konstitution der Guanylsidure, welche aus dem Rinder-
Pankreas (Bang), Milz® (Jones) oder Leber4 gewonnen wird, und von
Levene aus Hefenucleinssure in Krystallen (42 H,O, Schmelzpunkt 180°)
erhalten wurde (J1 Biol. Chem. 40).

N=C OH — 00—
o I OH OH t OH
H,N.C —N H S R |
” JI \C(S) """""" ~C.C.C-C-CH;— O— PO
N—C—N WHH A OH
Guanin d-Ribose

! Levene und Jacobs, Chem. Ber. 42, 2102, 2469, 2474, 3247; 1909. — 43, 3147;
1910. — 44, 746; 1911. — Neuberg hilt die Pentose der Inosinsiure fiir -Xylose (Chem.
Ber. 43, 3501; 1910).

? Vgl. Hans Fischer, H. 60, 69; 1909.

3 Jones und Rowntree, Jl Biol. Chem. 4, 289; 1908.

* Levene und Mandel, Biochem. Zs 10, 221; 1908.
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Die Guanylsdure hat also (wie die Inosinsdure} sauren Charakter; sie
16st sich in Natronlauge leicht auf. Durch Mineralsiuren wird aus einer
solchen Losung die Saure freigemacht, welche in Wasser loslich ist; durch
Essigsdurezusatz entsteht hingegen unter Gelatinieren der gesamten Fliissig-
keit das saure Alkalisalz (Feulgen, H. 106). Vgl. zur Kenntnis der Guanyl-
sdure auch W. Jones, Jl Biol. Chem. 12, 31; 1912. — Levene, Jl Biol.
Chem. 40, 415; 1919.

Ausserdem sind (aus Hefennucleinsiure) isoliert worden:

N

\ o Adenosinphosphorsidure =
HG  O— N\ CsHyO; — PO,H, d-Ribose-Adenin-Phosphorsiure,
| ] om
N—C—N
ferner die Verbindungen der d-Ribose-Phosphorséiure mit den Pyrimidinbasen:
ORI ) W ®
1\|I = CI-NH2 Hl{\I — ([)O
O‘C(z) &CH und 0C@ CH
I L
HN — CH HN — CH
® o ® @
Cytosin Uracil
Bindung an (3) oder (5) Bindung an (1) oder (5)

Daraus entstehen:
Cytidinphosphorsiure! und Uridinphosphorsdure®
Endlich ist die entsprechende Verbindung

HN — CO
L
des Thymins: 0C C-CHj,
ol
HN — CH

die d-Ribose-Thymin-Phosphorsiiure in einem Polynucleotid der Thymusdriise
enthalten.

Hexoside.

Thymin ist auch in Hexosiden gefunden; eine Thymin-Hexose-
Phosphorsiure entsteht ndmlich aus Thymusnucleinsiure [bzw. aus der
entsprechenden Diphosphorsdure? durch Hydrolyse mit Pikrinsdure.

Thannhauser und Ottenstein® haben auch eine entsprechende

Cytosin-Hexose-Phosphorsdure dargestellt, und zwar ebenfalls aus der
Thymusdriise.

! Siehe Thannhauser und Dorfmiiller, H. 100, 121; 1917 und 104, 65; 1919. —
Levene, Jl Biol. Chem. 33, 425; 1918 und 40, 395; 1919,

? Levene und Mandel, Chem. Ber. 41, 1905; 1908.

3 Thannhauser und Ottenstein, H. 114, 39; 1921.
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Die Struktur des in den tierischen Nucleotiden vorgebildeten Zuckers
ist noch ungeklért.

HN — CO
oH oé é CH,
| H HOHOHH | I
OPO—CH,-C-C-C-C-C—N—CH
| OH H H ‘

OH o— !

Thyminhexosephosphorséure.

Bereits 1912 haben P. A. Levene und Jacobs (JI Biol. Chem. 12)
aus Thymusnucleinsidure eine Guaninhexosephosphorsidure darzustellen ver-
sucht. Durch Einwirkung eines Enzyms auf Thymusnucleinsiure sind sie
schliesslich zu einem Guanosinhexosid gelangt.

HN —CO — 00—
]  H H | H H
B,N-C C—N_, —C—-C—C—C—C—C-0OH

: CH HOHOH H OH H

Levene und Jacobs machen nach Einwirkung des nicht niiher bezeichneten Enzyms
die Losung der Thymusnucleinsiure ammoniakalisch und setzen solange starken Alkohol zu,
bis ein Niederschlag entsteht. Nach Filtration wird die Lésung im Vakuum eingedunstet, der
Riickstand wird gelost und die Operation wiederholt. Schliesslich werden die Nucleotide mit
Bleiacetat gefillt und dann mit H,S entbleit.

Diphosphorsduren. Levene und Jacobs haben Thymin- und
Cytosindiphosphorsdure durch Hydrolyse der Thymusnucleinsiure mit
2% iger Schwefelsiure dargestellt und als Brucinsalze isoliert.

OH
| H HOHOHH
OP—0—CH,-C C-C-C-C—Thymin (Cytosin)

; | H H
OH L o—1

| OH

OP<
OH
Hierzu bemerkt Thannhauser: ,Es diirfte nicht wahrscheinlich sein, dass die . . . .

Diphosphorséuren im grossen Thymusnucleinsiuremolekiil jedes fiir sich als Mononucleotid
vorgehildet ist. Es erscheint vielmehr moglich, dass die Cytosin- und Thyminhexosemono-
phosphorsiiuren durch eine Phosphorsiurebriicke zusammengehalten werden. Bei der Hydro-
lyse wiirde dieser doppelseitig verankerte Phosphorsiureester einmal an der Cytosinhexose-
phosphorsiure, einmal an der Thyminhexosephosphorsiure haften bleiben und so die gleichzeitige
Entstehung von Pyrimidinhexosemono- und Diphosphorsiiure bei der pikrinsauren Hydrolyse
erkliaren® (L. ¢c. S. 44).
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OH
| H HOHOH H
OP—0—CH,.C-C-C-C-C— Thymin
OH L o—1

0

OIID—OH

|

O
OH
| { HOHOH H
OP—O0O—CH,-C-C-C-C-C— Cytosin
| H ! H H
OH L o—

II. Polynucleotide.
1. Pentosenhaltige Polynucleotide.

Die Forschungen von Levene, Jones, Thannhauser, Feulgen u. a.
haben zunichst die einfachen Komponenten der Nucleinsduren, die Mono-
nucleotide, kennen gelehrt und dann gezeigt, dass dieselben zu Di-, Tri- und
Tetranucleotiden verbunden sind. Am eingehendsten untersucht ist bisher
die Hefenukleinsédure.

Man nahm zunichst mit Levene! an, dass der Aufbau der Poly-
nucleotide aus Mononucleotiden durch die Phosphorsdure vermittelt wird.

OH

0= P{O -Cy;Hg O;-C, H, N, O } Guanylsédurerest
0= P<§ -C, Hy O,-C, Hy N, } Adenylséurerest
0= P<8- C, H,y 05+ C, H, N, O } Cytidin-phosphorsiurerest
0= P<8ﬁ05 H;O0,-C,H; N, 0, } Uridin-phosphorséaurerest

Spiter erwogen Jones? und Levene (J1 Biol. Chem. 33, 229 u. 425;
1918) die Moglichkeit, dass Tetra-Ribose den Kern diese Nucleinsiure bildet,
nach dem Schema

Phosph. — Ribose — Guanin
|

Phosph. — Ribose — Adenin
|

Phosph. — Ribose — Cytosin

Phosph. — Ribose — Uracil

! Levene, Biochem. Zs 17. — Jl Biol. Chem. 31, 591; 1917, — Levene und
Jacobs, JI Biol. Chem. 12, 411; 1912, — Chem. Ber. 44, 740; 1911.
* Jones und Read, JI Biol. Chem. 29, 123 und 31, 39; 1917.
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1917 ist es Thannhauser aber gelungen, die Hefenucleinsidure in Uridin-
phosphorsidure (Phosphorsiure — Kohlehydrat — Uracil) und folgendes Tri-
nucleotid zu spalten®.

OH OC—NH
OP—O0—-CH,-C-C-C-C N—C C-NH, Guanylsiure
| . HC (.
OH OH OH OH NN—C—N
OH H,N-C=N
| H H H ]
PO—O—CH,-C-C-C-C 7N——(J 'H Adenylsdure
| ) e ]
OH! OH OH OH N—-—C—
OH|
| H H H
I;O—O—CHZ -C-C.C-C——N—CH
1 L
OH OH éH CO CH Cytidylsédure
0 | | (Cytidin-
N=C.NH, phosphorséure).

Thannhauser und Dorfmiiller? stellten daher fiir die Hefenuclein-
siure eine Formel auf, in der die Uridinphosphorsiure nur durch eine
Phosphorsdurebindung fixiert ist, wihrend der Rest, den Thannhauser als
Triphosphornucleinsdure bezeichnet, noch durch eine intramolekulare
Bindung zusammengehalten wird. Er gelangte mit Dorfmiiller durch die
Hydrolyse mit Pikrinsiure zu den beiden krystallisierten Spaltprodukten:

1. dem Dinucleotid Guanosin-Adenosinphosphorsiure® und
2. Cytidinphosphorséure.

Aus dem erstgenannten Dinucleotid konnte dann auch bald darauf die
Adenosinphosphorséure isoliert werden4.

Hefenucleinsiure ist sehr alkaliempfindlich und spaltet mit ver-
diinnter Natronlauge #usserst leicht Guanylsiure ab, bezw. zerfillt in die
einzelnen einfachen Nucleinsiuren®; dieser Umstand diirfte fiir die Konsti-
tutionsbestimmung wichtig sein. Thymusnucleinsiure wird dagegen von
Alkalien bei Zimmertemperatur nicht angegriffen®.

Polynucleotidasen.
Falls sich die nunmehr naheliegende Auffassung bestitigt, dass in einer
Gruppe von Polynucleotiden die Bindung der Mononucleotide durch die

1 Thannhauser und Dorfmiiller, H. 100, 121; 1917. — Siehe hierzu auch Levene,
J1 Biol. Chem. 43, 379; 1920.

2 Thannhauser und Dorfmiiller, Chem. Ber. 51, 467; 1918,

3 Thannhauser und Dorfmiiller, H. 104, 65; 1919,

4 Thannhauser, H. 107, 157; 1919.

5 Siehe hierzu Steudel und Peiser, H. 120, 292; 1922.

¢ Steudel und Nakawa, H. 128, 129; 1923.
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Phosphorsidure erfolgt, so wiren die diese Bindung lésenden Enzyme den
Esterasen anzureihen. Dagegen diirfte die Aufspaltung einer zwischen
den Kohlehydratresten statthabenden Verkettung durch Glucosidase-#hn-
liche Enzyme geschehen. Man wird deshalb die Existenz mindestens zweier
verschiedener Polynucleotidasen (Nucleinasen nach Levene) vermuten.

2. Hexosenhaltige Polynucleotide; Thymusnucleinséure.

Die Natur der Hexosen, welche in diese Gruppe eingehen und die Anzahl
der Hexosenreste ist noch nicht niher bekannt; der Menge der gebildeten Léavulin-
sidure zufolge kann man vier solche Reste annehmen. Feulgen! nimmt an,
dass das Kohlehydrat dem von Fischer beschriebenen Glucal? nahe steht.
Pentosen scheinen in der Thymonucleinsdure nicht vorzukommen.

Charakteristisch fiir die Thymonucleinsiure bzw. fiir die Hexosen-
haltigen Polynucleotide soll nach Feulgen die Reaktion mit fuchsinschwef-
liger Séure und die Fichtenspanreaktion sein.

III. Gekoppelte Nucleinsiuren.

,Gekoppelte“ oder zusammengesetzte Nucleinsiuren haben gleichzeitig
und unabhingig von einander Feulgen3® und Einar Hammarsten* be-
schrieben, und zwar ist am besten untersucht die Guanylnucleinséure
von der Pankreasdriise des Rindes®.

Die Charakterisierung der hierhergehorenden Stoffe ist noch nicht ganz
fest, was neuerdings besonders Levene® hervorhebt. Auch iiber die
Bindungsart der Komponenten stehen noch entscheidende Versuche aus,
und demgemiss ist es fraglich, ob spezifische Enzyme existieren, welche die
ygekoppelten Nucleinsiuren in die Polynucleotide der bekannten Typen
auflosen. — Chemie und biologische Bedeutung der Nucleinséure-Verbindungen
behandelt in einer sehr bemerkenswerten Arbeit Einar Hammarsten

(Biochem. Zs 144, 383; 1924).

2. Vorkommen der Nuecleotidasen.

Der Nachweis von nucleotidspaltenden Enzymen (sie werden von Jones
,Phosphonucleasen genannt) ist oft in methodisch unzulinglicher Weise
gefiihrt worden, indem die Zunahme von anorganischem Phosphat oder einer
Purin- bezw. Pyrimidinbase der Entscheidung zugrunde gelegt wurde. In
dieser Hinsicht bleibt viel nachzuholen, besonders was die Trennung und
Isolierung der einzelnen Enzyme betrifft.

1 Feulgen, H. 92, 154; 1914. — 100, 241; 1917,

2 E. Fischer, Chem. Ber. 47, 196; 1914.

3 Feulgen, H. 108, 147; 1919. — 123, 145; 1922.

4 Einar Hammarsten, H. 109, 141; 1920. — Hammarsten und Jorpes, H. 118,
224; 1921.

5 Siehe hierzn auch Steudel und Nakagawa, H. 126, 250; 1923.

¢ Levene, Jl Biol. Chem. 48, 177; 1921.
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Wichtig ist in erster Linie der von Nakayama! gefiihrte Nachweis,
dass reines Erepsin Nucleinsiiuren gegeniiber wirkungslos ist. Das gleiche
gilt nach den Arbeiten von Schittenhelm? und Sachs fiir reines Trypsin.

Nucleotidasen machen sich in erster Linie bei der Autolyse von Zellen
und Geweben geltend und ihre Mitwirkung bei der Autolyse ist auch zeitig
gefunden worden (Araki® Reh?, 1903).

a) Tierische Enzyme. Sachs® verdankt man die ersten eingehen-
deren Versuche iiber selbstindige, zur Gruppe der ,Nucleasen“ gehorige
Enzyme. Ein sehr geeignetes Material zur Darstellung von Nucleotidasen
ist Pankreas. Von anderen Organen sind zu nennen:

Magensaft ist ganz unwirksam. Darmsaft von Fistelhunden® spaltet
aus Nucleinsiuren Phosphorsiure und (in geringem Grad) Purinbasen ab,
und zwar erfolgt die Spaltung hauptsidchlich im unteren Jejunum und Ileum.

Thannhauser und Dorfmiiller (H. 100, 121; 1917) betonen, dass im
Darm vermutlich keine vollstindige Aufspaltung des Nucleinsiurekomplexes
stattfindet, sondern dass im Darm enzymatisch Mononucleotide gebildet werden,
welche zur Resorption gelangen und erst im Kreislauf ihre Phosphorsiure
verlieren. — Milz des Rindes nach A. Schittenhelm, H. 42, 251; 1904.

Leber?, Thymus, Darm®8%, Hoden?® (Stier); ferner nach Jusch-
tschenko! Nieren, Schilddriise, Nebennieren, Hirn, Lunge und Herz.
Muskeln von Saugetieren scheinen aber arm an Nucleotidasen zu sein (siehe
Sachs, l.c.). — In der Haut: Wohlgemuth, Biochem. Zs 153, 487; 1924, —
Organe von Fischen und Mollusken: Y. Okuda, JI Coll. Agr. Tokyo 5; 1916.

Auch Jones fand bei seinen eingehenden Versuchen das Enzym in den
meisten Organen!!. — Carcinome sind von Goodman?!? untersucht worden.

Sehr reich an Nucleotidasen sind nach Tschernorutzky!® die Leuko-
cyten. Satta und Lattes!* fanden Nucleinséurespaltung durch kernhaltige
Erythrocyten. — Pathologische Sera: Pincussen und Krause, Bioch. Zs 63.

b) Pflanzliche Enzyme. Beziiglich hoherer Pflanzen liegen positive

! Nakayama, H. 41, 348; 1904.

? 8chittenhelm und Schrotter, H. 89, 203; 1903. — 40, 62; 1904. — 41, 284;

1904, — Abderhalden und Schittenhelm, H. 47, 452; 1906. — Steudel, H. 55,
408; 1908.

3 Araki, H. 38, 84; 1903.

* Reh, Hofm. Beitr. 8, 569; 1903.

5 Fr. Sachs, H. 46, 337; 1906.

® London und Schittenhelm, H. 70, 10; 1910.

" Amberg und Jones, H. 73, 407; 1911.

8 Carbone, Arch. di Fisiol. 4.

9 Mihara, H. 75, 443; 1911.

1 Juschtschenko, Bioch. Zs 31, 377; 1911. — H. 75, 141; 1911.

1t Siehe Jones, Jl Biol. Chem. 9, 169; 1911 und 12, 31; 1912.

* Goodman, Jl exp. Med. 15, 477; 1912.

3 Tgchernorutzky, H. 80, 298; 1912 und Biochem. Zs 44, 353; 1912.
% Satta und Lattes, Giorn. R. Accad. Med. Torino 71, 88. Biochem. Zbt. 8, 1421.
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Angaben nur von Tschernorutzky vor (. ¢.), welcher Nucleinséurespaltung
durch Emulsinpriparate fand, und von A. Schittenhelm, der Lupinenkeim-
linge mit Erfolg untersucht hat (H. 63, 289, 1909).
Algen und Farnkriuter sind nach Teodoresco! gegen Nukleinséiuren
wirksam; in einem japanischen Hutpilz fand Kikkoji? eine Nukleotidase.
Unter den niederen Pilzen und Bakterien diirften die meisten fahig

sein, aus Nukleinsduren Phosphorsdure abzuspalten. Besondere Angaben
findet man bei folgenden Autoren:

Hefe Hahn u. Geret Zs Biol. 40, 117,
Torula von Herwerden Folia Microbiol. 1. 1918.
Schimmelpilze L. Iwanoff H. 39, 31; 1903.
" Dox U. S. Dep. Agr. Nr. 120; 1910.
Bakterien Schittenhelm u. Schrotter H. 39, 203; 1903. — 41, 4;
1903.
” Thannhauseru. Dorfmiiller H. 102, 148; 1918.
» Plenge H. 39, 190; 1903.

3. Darstellung.

Man zerreibt gehackten Rinderpankreas mit feinem Sand und presst
unter Zusatz von etwas Kieselgur einen Saft aus, der filtriert werden kann,
ohne etwas von seiner enzymatischen Wirksamkeit zu verlieren. Er enthalt
natiirlich sehr viele unwirksame Bestandteile und zahlreiche andere Enzyme,
welche zum Teil auf die Reaktionsprodukte der Nucleotidasen einwirken,
z. B. Desamidasen und Oxydasen?® Uber die Ausfillung der Nucleotidasen
aus Presssiften und Organextrakten und tiber die Reinigung von Nucleotidase-
Priparaten ist noch wenig bekannt. Sachs (I c. 348) hat Pankreaspresssaft
mit Ammoniumsulfat gesittigt und die Fillung mit Alkohol und Ather ge-
trocknet. In @hnlicher Weise hat L. Iwanoff Presssifte aus Schimmelpilzen
dargestellt.

A. Schittenhelm, dem man eingehende Studien iber die Enzyme
des Nucleinstoffwechsels verdankt, hat ,Nucleasen aus Rindermilz und aus
Rinderleber gewonnen (H. 42, 251; 1904). Er mischt das fein zerriebene
Organ mit 1—2 Teilen Wasser, lidsst mit Toluol mehrere Stunden stehen,
koliert und filtriert.

4. Wirkungsbedingungen.

Verschiedene Substrate scheinen, wie auch zu erwarten ist, mit
verschiedener Geschwindigkeit gespalten zu werden. Die vorhandenen Tat-
sachen reichen auch noch nicht aus, um den Vorschlag eines Standard-

! Teodoresco, C. r. 155, 300, 464, 554; 1912
* Kikkoji, H. 51, 201; 1907.
8 Siehe Neuberg, Biochem. Zs 80, 505; 1911. — Pighini, H. 70, 85; 1911.
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substrates, etwa Guanylsiure oder Inosinsiure zu begriinden. Jedenfalls wird
man die Wirkung auf Pentosenucleotide und Hexose-Nucleotide genau zu
unterscheiden haben.

Auch iiber die Acidititsbedingungen liegen nur wenige Anbhalts-
punkte vor, welche darauf hindeuten, dass die Nucleotidspaltung bei der
Autolyse tierischer Organe ibr Optimum etwa zwischen pH =6 und 7 besitzt™.
Die vorhandenen, wenig genauen Angaben beziehen sich auf ,Nucleasen®,
also ein Enzymgemisch, dessen Komponenten sich vermutlich bezgl. des
Acidititsoptimums unterscheiden.

Uber Aktivatoren ist bis jetzt nichts bekannt geworden. Nach Ergeb-
nissen aus dem hiesigen Laboratorium beeinflussen Kalksalze die Wirkung
der Nucleotidasen, fiir welche auch ein organisches ,,Co-Enzym* zu bestehen
scheint.

Von einem genaueren Studium der Kinetik der am Nucleinstoffwechsel
beteiligten Enzyme kann erst die Rede sein, wenn die einzelnen Enzyme
vollstindiger als jetzt voneinander geschieden sind. Ansitze zu einer Kinetik
machte Pighini (H. 70). Dass die Spaltprodukte die ,Nuclease'-Wirkung
stark hemmen, betont Schittenhelm? auf Grund von Versuchen mit Enzym
aus Rindermilz.

Einfluss der Temperatur: Den Angaben von Sachs (L c. 8. 3.6)
wire zu entnehmen, dass die hierbergehorenden Enzyme verhiltnismiassig
wenig hitzeempfindlich sind (nach kiirzerem Erhitzen auf 75° blieb ein Teil
der Wirksamkeit erhalten).

W. Jones® fand, dass beim Kochen des wisserigen Extraktes von
Schweinepankreas die Zerlegung der Hefenucleinsiure in Mononucleotide
nicht gehemmt ist, indessen ist zweifelhaft, ob diese Reaktion rein enzyma-
tisch ist. In diesem Zusammenhang sei auch noch auf die Befunde von
W. Jones und Richards (J1 Biol. Chem. 17, 71; 1914) hingewiesen, nach
welchen sie annehmen, dass Hefenucleinssiure durch frischen Schweine-
pankreas stufenweise iiber Dinucleotide zu Mononucleotiden hydrolisiert wird.
Eine enzymatische Abspaltung von Phosphorsiure findet nach dem Kochen
des Extraktes nicht mehr statt (Jones), die Nucleotidase ist also zerstort.

Einfluss von Licht- und Rontgen-Strahlung: Siehe Pin-
cussen* und Momferratos-Floros, Biochem. Zs 126, 86; 1922. Uran-
Photokatalyse: Neuberg, Bioch. Zs 13, 305; 1910.

Einfluss radioaktiver Stoffe: In Hinsicht auf die Gichttherapie hat
Jastrowitz® die Wirkung des Thoriums X auf den Purinstoffwechsel und da-
bei auch auf die Pankreasnuclease untersucht, aber ohne endgiiltiges Ergebnis.

! Vergl. hierzu auch Arinkin, H. 53, 192; 1907.

* Schittenhelm und Wiener, H. 77, 77; 1912.

8 W. Jones, Amer. JI Physiol. 52, 203; 1920.

* Pincussen, Strahlenther. 3, 644; 1913,

® Jastrowitz, Biochem. Zs 94, 318 u. zw. 329; 1919.
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5. Physiologische und pathologische Einfliisse auf den enzymatischen
Nucleinstoffwechsel.

Thannhauser und Dorfmiiller weisen in einer eingehenden Arbeit
darauf hin, dass Hefenucleinsdure durch die Darmenzyme (wie auch durch
milde, ammoniakalische Hydrolyse) in komplexe Nucleotide zerlegt wird,
welche durch die Darmenzyme nicht weiter gespalten, sondern resorbiert und
erst im Kreislauf abgebaut werden (sofern nicht Darmbakterien die Hydro-
lyse vorher weitergefiihrt haben) (H. 100 u. 102; 1917/18).

Nina Kotschneff! hat in Seren normaler und gravider Frauen die
nukleolytischen Wirkungen mittels der optischen Methode verglichen und eine
geringe, im Anfang der Schwangerschaft beginnende, zum Schluss zunehmende
Steigerung dieser Wirkung beobachtet. — Bei Nephritis fand sie keine
wesentliche Abweichung von normalen Verhiltnissen.

Pankreasexstirpation bedingt nach W. Stawraki? eine bedeutende Ab-
nahme der nucleolytischen Wirkung des Serums.

6. Andere Nucleinséiure-Spaltungen.

Die Enzyme, welche die zweite Art der Nucleotidspaltung bewirken, nach
dem Schema: Phosphorsiure — Zucker -~ Pyrimidin(Purin)base sind, da sie die
typische Nucleosidspaltung an Phosphatnucleosiden bewirken, folgerichtig als
Phosphat-Nucleosidasen zu bezeichnen. Zu diesen wire z. B. ein Enzym
zu rechnen, welches Inosinsdure in Ribose-Phosphorsiure und Hypoxanthin
spaltet.

Nach de la Blanchardiere (H. 87) enthalten Sojasamen ein Enzym,
welches a-thymusnucleinsaures Natrium verfliissigt. Was sich ausser der
PO,-Abspaltung ereignet, ist unklar.

Gleichzeitige Spaltung (durch 1 Enzym?) von thymonucleinsaurem Na
und von Kohlehydratphosphaten fand L. Rosenfeld (Chem. d. Zelle u. Gew.
12; 1925).

D. Der enzymatische Abbau der Nucleosidasen.
1. Substrate.

1. Ribose-Nucleoside. Man kann dieselben einteilen in Purin-Riboside
und Pyrimidin-Riboside. Aus der Hefenucleinsiure entstehen die Purin-
Riboside Guanosin und Adenosin und die Pyrimidin-Riboside Cytidin und
Uridin (Konstitutionsformeln siehe S. 320 u. ff.).

Freies Guanosin kommt nach Levene und Jacobs?® im Pankreas vor.
Ferner sind isoliert:

! Kotschneff, Biochem. Zs 67, 163; 1914.
? Stawraki, Biochem. Zs 69, 363; 1915.
3 Levene und Jacobs, Biochem. Zs 28, 127; 1910.
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N=C-0OH
Hypoxanthosin | ]
= Inosin HC C—N N —C;Hy0,
| I JcH
N—C—N
N=C:-0H
[
Xanthosin HO.C C— N'\ —C,H,0,
II | /CH ®
—C— N

Unsicher ist noch, ob die Ribose an (7) oder (8) gebunden ist.

2. Hexosen-Nucleoside. Hierher gehort das Guaninhexosid, welches
Levene und Jacobs! aus der Thymusnucleinsidure isoliert haben.

N=C-0OH
‘ Q)
Guaninhexosid 2 H,N-C (‘) —N g ¢ H,,0;
Ce
N—C —N/

Uber synthetische Puringlucoside siche E. Fischer und Helferich
(Chem. Ber. 47, 210; 1914).

Inwieweit die Purin- und Pyrimidinbasen durch die gleichen Nucleo-
sidasen auch aus den Mono- und Polynucleotiden direkt abgespalten werden,
bleibt noch zu untersuchen.

2. Vorkommen der Nucleosidasen.

Die Wirkung dieser besonderen Enzyme des Nucleinstoffwechsels ist
getrennt von den ibrigen hochstens in einigen, sicher in sehr wenigen Fillen
exakt gemessen worden; aber Angaben iiber Auftreten von Purin- und Pyri-
midinbasen als enzymatische Spaltprodukte lassen den Schluss zu, dass
Nucleosidasen in tierischen Organen, besonders in der Milz und im Pankreas
vorkommen. Dagegen ist zweifelhaft, ob sie sich in der Leber finden. Im
Darmsaft diirften sie nicht oder nur in geringer Menge vorhanden sein?.

In einer sehr bemerkenswerten Arbeit haben Thannhauser und
B. Ottenstein* die Einwirkung menschlichen Leberextraktes auf Nucleoside
(Guanosin, Adenosin und Xanthosin) untersucht. Sie deuten ihre Versuchs-
ergebnisse dahin, ,,dass auch im intermediiren Stoffwechsel die Desamidierung
und Oxydation der Nucleoside nicht bis zum Xanthosin bei intakter Nucleosid-

! Levene und Jacobs, Jl Biol. Chem. 12, 377; 1912.

? Guaninhexoside wiren auf ihr Verhalten gegen Glucosidasen zu priifen.

3 Vgl. Martin Kriiger und Schittenhelm, H. 35, 153; 1905, — Abderhaldea
und Schittenhelm, H. 47, 452; 1906.

* Thannhauser und Ottenstein, H. 114, 17; 1921. — Vgl. hierzu auch Schitten-
helm, I c.
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bindung vor sich geht.“ Wahrscheinlich fillt auch im Stoffwechsel gleich-
zeitig mit der Desamidierung die Purinzuckerbindung auseinander.

Nucleosidasen hoherer Pflanzen sind zwar noch nicht eingehender
studiert; Nucleoside sind aber in Pflanzen und zwar zuerst von Andrlik
1909 und Schulze 1910 nachgewiesen worden. Nach Schulze (H. 66)
ist Vernin identisch mit Guanosin. Vicin und Convicin (im Wicken-
und im Riibensaft von v. Lippmann gefunden) sind Pyrimidinglucoside
{(Schulze und Trier, H. 70 und 76; 1911).

Auch Pilze und Mikroorganismen enthalten zweifellos Nucleosidasen.

Wichtige und eingehende Untersuchungen iiber Nucleosidasen verdankt
man Levene! und seinen Schiilern. Das Aciditits-Optimum der Adenosin-
und Inosin-Spaltung durch Nucleosidasen aus Milz und Niere liegt bei
pH =175. Die Nucleosidasen wirken spezifisch auf Ribose-Verbindungen;
die Spaltprodukte (Ribose und Base) hemmen. Wegen der Kinetik sei auf
die Original-Abhandlungen verwiesen, in welchen man auch Angaben iiber
Reinigungsverfahren findet.

Am Nucleinstoffwechsel sind ausser den in diesem Kapitel behandelten
Enzymen noch zwei andere Enzymgruppen beteiligt, ndmlich Reduktasen

und Oxydationsenzyme. Dieselben werden im 3. Abschnitt besprochen. Siehe
auch 15. Kapitel dieses Abschnittes.

E. Methodik.

Bei den bisher angestellten Versuchen iiber den Einfluss der als Nucleasen
bezeichneten Enzymgemische auf Polynucleotide, besonders auf Hefenuclein-
sdure kamen im wesentlichen drei Methoden zur Anwendung:

1. Die polarimetrische Methode. Sie wurde zuerst von Pighini?
angewandt und von Neuberg?® empfolilen, und zwar unter Hinweis auf
die zweckmissige Verwendung Boehringerscher Nucleinsiure als Substrat.

»Lost man 2,0 g Nucleinsinre (Boehringer) in 80,0 ccm Wasser unter Zusatz von
so viel KOH oder NH;, dass gerade deutlich alkalische Reaktion auf Lackmus besteht, und
fiillt auf 100,0 ccm auf, so ist die Rechtsdrehung im 2 dm-Rohr genau gleich einer 3,0%/oigen
Glucoselosung. Besonders bequem ist die Anwendung des Boehringerschen nucleinsauren
Natriums, das sich vollig klar in Wasser lost. Die starken polarimetrischen Ausschlige
machen die Beniitzung der Methode sehr bequem.“

Da die Spaltprodukte eine verschiedene Drehung besitzen und ihr gleich-
zeitiges Freiwerden nicht sichergestellt und nicht einmal wahrscheinlich ist,
so ldsst sich mit dieser bequemen Methode zwar eine Vorstellung von der
enzymatischen Wirksamkeit des zu untersuchenden Saftes usw. gewinnen, aber

eine exakte Berechnung des Vorganges bietet einstweilen noch Schwierigkeiten.

1P A Levene, Yamagawa und Weber, Jl Brol. Chem. 60, 693; 1924, — Levene
und Weber 60, 707 u. 717; 1924. — Levene und Sobotka 65, 463; 1925.

2 Pighini, H. 70, 85; 1910.

2 Neuberg, Biochem. Zs 30, 505; 1911, — Siehe auch Amberg und Jones, J1 Biol.
Chem. 10, 81; 1911.

v. Euler, Chemie der Enzyme. II. Teil. 2. Abschnitt. 22
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2. Eine nephelometrische Methode, welche darauf beruht, dass
Hefenucleinsdure durch verdiinnte Eier-Albuminlésung ausgeschieden wird,
haben Kober und S.S.Graves! ausgearbeitet; sie scheint bei Untersuchung
der Spaltung der genannten Nucleinsidure befriedigende Resultate zu geben.

3. Zum qualitativen Nachweis von Nucleinasen hat man ofters a-thymus-
nucleinsaures Natrium verwendet, das in 4%biger Losung die Eigenschaft
hat, Gallerten zu bilden. Den Eintritt der Verflissigung derselben hat man
mit mehr oder weniger primitiven Mitteln gemessen.

Eine viscosimetrische Methode unter Beniitzung eines Auslauf-
Viscosimeters wurde von P. de la Blanchardiére? in Kossels Institut
benutzt, um die Verfliissigung des a-thymusnucleinsauren Natriums zu ver-
folgen®; dabei wurde auch die Verfliissigung der Nucleinsdure und ihre Zer-
setzung durch Pankreasextrakt und Pankreassekret verglichen. Um die Zer-
setzung der Nucleinsiure zu verfolgen, hat sich der genannte Autor eines
Verfahrens bedient, welches darauf beruht, dass die Nucleinsdure durch
Kupfersalze quantitativ gefallt wird, dass hingegen ihre hauptsichlichen
Zersetzungsprodukte (Purin- und Pyrimidinbasen) hierbei unter 100° nicht
niedergeschlagen werden. ,Fallt man also in einer Fliissigkeit, welche Nuclein-
séiure gleichzeitig mit iliren Zersetzungsprodukten enthalt, die Nucleinsdure
als nucleinsaures Kupfer und filtriert, so wird die Bestimmung des gesamten
Stickstoffs im Filtrat eine Vorstellung von der Zersetzung der Nucleinsiure
geben. Eine solche Methode kann natiirlich nur als eine empirische betrachtet
werden, weil man imn besten Fall den Stickstoff nur in einem Gemisch be-
stimmt, und weil ausser den Endprodukten der Zersetzung noch Zwischen-
stufen vorhanden sein konnen, iiber deren Verhalten zu Kupfersalzen wenig
bekannt ist. Wie zu erwarten ist, fand de la Blanchardiére, dass die
verfliissigende und die zersetzende Wirkung verschiedener Enzympréparate
nicht immer parallel laufen. Was er schon in Erwigung zog, ist nunmehr
zweifellos, nidmlich dass es sich hierbei um wenigstens zwei verschiedene
Enzyme handelt. Die Zersetzung ist auf Nucleosidasen zuriickzufiihren,
wihrend die Verfliissigung den Polynucleotidasen zuzuschreiben ist.

Beziiglich des chemischen Nachweises von Nucleotiden als Brucinsalze
und von Nucleosiden als Pikrate siehe Thanuhauser, H. 107, 157; 1919.

Da nach der S. 316 gegebenen Definition die Wirkung der Nucleotidasen
in der Abspaltung der Phosphorsiure vom Nucleosidrest besteht, nach dem

Schema ‘
Phosphorséure -~ Zucker-Pyrimidin(Purin)base,

t Kober und S. 8. Graves, JI Amer. Chem. Soc. 36, 1304; 1914.

2 de la Blanchardiére, H. 87, 291; 1913.

3 An Stelle des Auslauf-Viscosimeters, welches sich fiir Messungen von Flussigkeiten
mit hoher innerer Reibung nicht eignet, empfiehlt sich vielleicht eine Anordnung, wie sie
U. Olsson im Laboratorium des Verf. zur Messung der Stirkeverfliissigung verwendet hat.

(H. 119, 1; 1922).
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so ist das einzig sichere und einwandfreie Verfahren zum Studium der enzy-
matischen Nucleotid-Spaltung die Bestimmung einer der beiden freiwerdenden
Komponenten, Phosphorsidure oder Nucleosid unter Verwendung eines Mono-
nucleotides als Substrat!. Man hat also entweder die Menge der Phosphor-
sdure gewichtsanalytisch oder massanalytisch (ev. durch eine Mikromethode)
zu ermitteln (die Methoden hierzu siehe 1. Abschn., S. 64) oder das Nucleosid
polarimetrisch zu messen.

Handelt es sich um den qualitativen Nachweis von Nucleosidasen
(neben Nucleotidasen) in Organextrakten oder Pressséften, so kann man (falls
kein Mononucleotid zur Verfiigung steht) Hefenucleinsiure als Substrat zu-
setzen (2—5 g auf 100 ccm Flissigkeit) und nach einer gewissen Reaktionszeit
auf die Anwesenheit oder die Zunahme von Purinbasen oder Pyrimidin-
basen priifen. Zu diesem Zweck hat man zuerst die filtrierte Fliissigkeit mit
Schwefelsdure zu versetzen, um etwa noch anwesende Nucleinsiure zu ent-
fernen. Aus der filtrierten Losung werden dann die Purinbasen mit Queck-
silbersulfatiosung ausgefillt. Der aus Quecksilbersalzen bestehende Nieder-
schlag wird nach Ansduerung mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Aus der wiederum
filtrierten und von H,S befreiten Liosung werden die Basen mit ammoniakali-
scher Silberlosung gefillt. Die Silberfiallung wird mit Salzsdure zerlegt und
aus dem Filtrat werden die salzsauren Purinbasen gewonnen (Sachs, L ¢).

Auf die Purinbasen kann man dann noch mittels der Diazoreaktion von
Burian? priifen.

Uber die fiir die Nuclealreaktion verantwortlich zu machenden Gruppen
siehe Feulgen und Imhiuser H. 136 u. 148, 1; 1924/26.

1 Mehrere derselben, und zwar alle vier Mononucleotide der Hefenukleinsiiure, sind
bereits rein und in krystallisiertem Zustand  erhalten worden. Vgl. Levene, Jl Biol. Chem.

41, 1; 1920.
2 Burian, Chem. Ber. 87,-696; 1904. — H. 51, 425; 1907. — Pauly, H. 42, 516; 1904.

22%



14. Kapitel.
Urease.

Beriicksichtigt man nur die Bruttoreaktion der Harnstoffspaltung
H,N.CO-NH, + H,0~ CO, 4 2 NH;,,

so ist die Urease zu den iibrigen, im nichstenKapitel behandelten Desamidasen
zu zéhlen, welche Sdureamide in Sduren und Ammoniak hydrolysieren.

Indessen scheinen manche Tatsachen anzudeuten, dass die enzymatische
Harnstoffspaltung nicht als einfache Hydrolyse verlduft, und die Unwirksam-
keit der Urease gegen andere Siureamide spricht auch dafiir, dass die Urease
ein Enzym eigener Art ausmacht. Aus diesem Grund ist ihr ein besonderes
Kapitel gewidmet worden.

A. Aligemeines iiber Ureasen.
1. Substrat.

Der Harnstoff wird durch Umkrystallisieren aus Wasser oder Alkohol
leicht in reinem Zustand erhalten und ist dann durch seinen Schmelzpunkt
132,2—132,7° gekennzeichnet. Die Konstitution dieses Stoffes als Diamid der
Kohlensgure ist so allgemein bekannt, dass eine Besprechung dieses Substrates
vielleicht iiberfliissig erscheinen konnte. Indessen darf bei der Beurteilung
des Verlaufes der enzymatischen Spaltung nicht ausser acht gelassen werden,
dass noch andere Atomkombinationen mdoglich sind, ndmlich (neben einer von
Armstrong und Horton diskutierten Hydratform) besonders das Isomere (I)
und die von Werner! in Betracht gezogene Form (Il):

M HN:¢{ o @ HN:c (y)
\NH, N\NH,

Ferner ist noch zu betonen, dass der Harnstoff bei der katalytischen
Spaltung durch Sduren und Basen nicht als solcher reagiert, sondern unter
Umlagerung zu Ammoniumcyanat?, und dass auch in wisseriger Losung ein
Gleichgewicht zwischen Harnstoff und Ammoniumeyanat besteht, an welchem
allerdings das Cyanat nur in sehr geringer Menge beteiligt ist. Die Kenntnis

dieser Gleichgewichte
Harnstoff — Ammoniumeyanat

! Werner, Jl Chem. Soc. 103, 1010 u. 2275; 1913. — 113, 84; 1918. — 117, 1078; 1920.
Siehe auch: Chemistry of urea. London, 1923.
® Fawsitt, Zs physik. Chem. 41, 601; 1902.
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verdankt manJ. Walker und Hambly?, sowie G. N. Lewis und Burrows?.
Mack und Villars® haben 1923 an diese Arbeiten mit neuen Unter-
suchungen angekniipft.

Jedenfalls sind fiir die Kinetik der enzymatischen Harnstoffspaltung die
Fragen wesentlich, ob dieser Vorgang tatsichlich eine monomolekulare Reaktion
ist, oder ob der Bruttovorgang CO(NH,), + H,0 — CO, 4 2NHj, nicht etwa —
trotz eines mehr oder weniger guten Anschlusses an die Reaktionsgleichung
erster Ordnung — in Teilreaktionen verlduft, etwa unter primérer Aufspaltung
in carbaminsaures Ammonium

H,N-CO-NH, + H,0—~H,N-CO-0-NH,,
welches dann durch Eintritt eines weiteren Wassermolekiils vollstindig in die
Endprodukte zerfillt. Fiir eine solche stufenweise Reaktion sind auch bereits

starke Stiitzen beigebracht worden [E. Mack und D. 8. Villers, 1. c., sowie
W. R. Fearon*|, wie S. 352 eingehender besprochen wird.

Die Soja-Urease ist nach Armstrong auf den Harnstoff als Substrat
beschrinkt; Methylharnstoff und andere Harnstoffderivate werden nicht an-
gegriffen (Proc. Roy. Soc. 85 und 86; 1912/13).

Mit negativem Resultat sind ferner mit Soja-Urease untersucht:

Alanin, Allantoin, Arginin, Benzamid, Glykokoll, Guanin, Hippursiure, Histidin, Krea-
tinin, Leucin, Tyrosin, Harnsiure und Biuret (?) (Takeuchi, 1909). Aminosiuren, Pepton
und Casein (van Slyke, J1 Biol. Chem. 16). Das Verhalten von Guanidin bleibt weiter zu
prifen. Bakterien-Urease greift nach Jacoby weder Methylharnstoff, noch Thioharnstoff
noch Acetamid an (Biochem. Zs 76).

Mit Robinia-Urease glaubt Pin Yin Yi (. ¢.) eine Spaltung des asym-

metrischen Dimethyl- und Didthyl-Harnstoffs beobachtet zu haben.

2. Yorkommen.

Dass sich Urease in normalen Organen hoherer Tiere findet, ist jetat®
festgestellt. Luck® fand nimlich in der Magenwand von Fleischiressern ein
der Soja-Urease nahestehendes Enzym. Ferner enthilt nach den Erfahrungen
dieses Laboraforiums sowohl Niere ? als Rattenblut Urease (Brandting). Gyorgy
und Stenstrom?® fanden Urease im Harn eines 6 Monate alten Sduglings.
Bakterienwirkung ist nicht ausgeschlossen (s. A. Lublin, Biochem. Zs 133).
Die von Musculus 1876 in pathologischen Harnen gefundene Urease
(C. r. 83) wurde von Pasteur auf Bakterien zuriickgefiihrt.

! Walker und Hambly, Jl Chem. Soc. 67, 746; 1895,

2@ N. Lewis und Burrows, J| Amer. Chem. Soc. 34, 1516; 1912.

3 Mack und Villars, JI Amer. Chem. Soc. 45, 501 u. 505; 1923.

4 Fearon, Biochem. J1 17, 84; 1923.

5 Rovere glaubt eine Urease in Thymusdriisen junger Kilber gefunden zu haben,
Tanaka (Biochem. Zs 87) in Milz, Buetow in Hypophyse (Biochem. Zs 54) Steppuin in
Leber (Biochem. Zs 146).

¢ Luck, Biochem. JI 18, 825; 1924. —Luck und Seth, Biochem. J1 19, 357; 1925.

7 Siehe hierzu auch Me Canece, Biochem. JI 18, 486; 1924.
8 Gyorgy und Stenstrom, Biochem. Zs 128, 407; 1922.
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Przylecki! teilt Befunde tiber das Vorkommen von Urease in Inverte-
braten (besonders Helix pomatia und Mytilus edulis) mit. Ob das Ausbleiben
von Harnstoffausscheidung bei den Wirbellosen auf ihren Ureasegehalt zurtick-
zufithren ist, bleibt festzustellen. Zweifellos spielt die Urease auch im Korper
hoherer Tiere (Blut; Euler und Mitarbeiter) eine wichtige spaltende und
synthetische Rolle.

a) Hohere Pflanzen.

Als enzymreichstes Material werden die Bohnen folgender Pflanzen an-
gegeben:

Canavalia ensiformis (Jackbohne, Schwertbohne): Annett? Mateer und
Marshall® Ricinus (Castor-Bohne): Falk und Sugiura?,

Soja hispida: Takeuchi® Plimmer, Bayliss u. a.

Robinia pseudacacia und andere Papilionaceen: Zemplén® Pin Yin Yi”.

Nakagawa (Mitt. Med. Fak. Tokyo 28, 546: 1922).

Der Gehalt der Bohnen an Urease variiert in den einzelnen Arten
bei Soja den Angaben von Annett (Biochem. J1 8) zufolge nur wenig. (Siehe
auch Wester®, Chem. Weekbl. 16, 15562; 1919). In frischen Sojabohnen ist
der Ureasegehalt konstant (Amer. Jl of Pharm. 92; 1920).

Das Alter der Bohnen scheint keine erhebliche Rolle zu spielen.

Dagegen wird mehrfach angegeben, dass der Ureasegehalt der Bohnen
beim Reifen von Samen und Friichten [Kiesel und Troitzki® und beim
Keimen zunimmt, und letzteres entspricht auch den Erfahrungen des Ver-
fassers (3 Tage Keimung). Der Ureasegehalt der Keimlinge ist sehr hoch.
Uber die Verteilung von Enzym und Co-Enzym beim Keimen gibt Onodera
eine Beobachtung an (Biochem. J1 9, 583; 1915).

Was die Lokalisation innerhalb des Samens betrifft, so fanden
Onodera und Groll!® die Urease in den innersten Samenteilen, nicht in
der Schale.

Die folgende Tabelle enthilt einige &ltere Arbeiten iiber solkche Pflanzen,
bei welchen Urease in den Samen nachgewiesen werden konnte.

*Przylecki, Arch. intern. physiol. 20, 103; 1922.

? Annett, Biochem. J1 8, 449; 1914,

3 Mateer und Marshall, Jl Biol. Chem. 25, 297; 1916.

* K. G. Falk und Sugiura, JI Amer. Chem. Soc. 35, 292 u. 36, 2166; 1914.

® Takeuchi, JI Coll. agric. Tokyo 1, 1; 1909.

¢ Zemplén, H. 79, 229; 1912 u. Zs angew. Chem. 25, 1560; 1912,

7 Pin Yin Yi, Diss. Berlin 1919. — Ber. d. deutsch. Pharm. Ges. 30, 178; 1920, —
Siehe hierzu auch Thoms, ebenda, 30, 175; 1920.

8 Wester, Chem. Weekbl. 16, 1548 u. 1552; 1919.

? Kiesel und Troitzki, H. 118, 247, 1922,

1% Groll, Chem. Weekbl. 13, 254; 1916. — Polemik mit Mom (Chem. Weekbl. 13, 72)
siehe. ebenda 13, 333; 1916. Zitiert nach Chem. Zbl. 1916. Mom schrieb die harnstoffspaltende

Wirkung der Sojabohnen Bakterien zu, vermutlich infolge einer Verwechslung (Beijerinck,
Chem. Weekbl. 13, 285; 1916). — Siehe auch Wagenaar, Pharmac. weekbl. 51; 1924.
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Familie Art oder Pflanze Verfasser Schriftstelle
Papilionacecen Phaseolus vulg. Takeuchi J1 agric. Tokyo 1, 1; 1909.
Lupinus-Arten Kiesel H. 75, 169; 1911.
R » Kieselu. Troitzki| H. 118, 247; 1922,
Lupinus albus Muenck Landw. Vers. 85, 393; 1914.
Trifolinm-Arten Fosse Soc. biol. 77, 129; 1914.
Apocynaceen Strophanthus-Arten Wabulenko Landw. Vers. 82, 313; 1913.
Umbelliferen Daucus Fosse Soc. biol. 77. 129; 1914.
(nichtin Daucuscarota) | Kiesel u. Troitzki| H. 118, 247; 1922,
Cannabinaceen | Cannabis sativa Fosse Soc. biol. 77, 129; 1914.
Graminaceen Reis Annett Biochem. J1 8, 449; 1914.

Anbhaltspunkte tber den relativen Urease-Gehalt gibt folgender
Auszug aus einer Tabelle von Zemplén (H. 79).
Je 1 g der fein zermahlenen Samen wurde mit 200 cem 1—2°0oiger
Harnstofflosung (4 2 cem Toluol) 4—5 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt;
nach Zusatz von 25 cem Kalkmilch wurde NH; abdestilliert und titriert. Die
Tabelle gibt das der Enzymwirkung zuzuschreibende NH,.

Nameu der Pflanze g NH; Namen der Pflanze g NH,
Amorphe fructicosa . 0,861 Glycyrrhica glabra 0,070
Robinia pseudacacia . |, R 0,670 - | Colutea arborescens . 0,066
Erbsenbaum, Caragana arborescens 0,551 Schottenklee, Lotus conmculatus 0,064
Lupinus albus . 0,373 Stechginster, Ulex europaeus 0,062
Lupinus lateus . . 0,358 Meerkiefer, Pinus maritima . 0,053
Goldregen, Cytisus labumum 0,182 Ornithopus sativus 0,050
Tannenklee, Anthyllis vulneraria . 0,133 Medicago sativa 0,050
Esparsette, Onobrychis sativa . 0,122 Spartium scoparium . 0,049
Morus alba . 0,101 Galega officinalis . . 0,041
Canabis sativa . 0,095 Kiseklee, Melilotus coer uleus 0,029
Pferdebohnen 0,089 Pisum sativum. 0,024
Trifolium incarnatum 0,085 Taxus baccata . 0,012
Medicago lupulina 0,074 | Capparis spinosa . . . .| 0,008
Paliurus aculeatus 0,074 | Buchweizen, Polygonum fauopyxum 0,007

Dass Papilionaceen besonders grosse Mengen von Urease
enthalten, wird iibereinstimmend von allen Forschern gefunden. Es erbot
ein nicht geringes Interesse, den Reichtum der Samen dieser Pflanzenfamilie
mit der Grosse und den Besonderheiten des starken Eiweissum-
satzes, mit dem die Symbiose der Papilionaceen und der Knollchenbakterien
(Bacillus radicicola) zusammenhingt, in Beziehung zu setzen. Diesbeziigliche
Versuche wurden hier bereits 1923 zusammen mit Chr. Barthel begonnen.
Etwa gleichzeitig teilte Werner in einem interessanten Brief an ,Nature“
{Vol. 112) mit, dass sich Urease in Kndllchen-Wurzeln zahlreicher Leguminosen
findet, nicht aber in knollchenfreien Wurzeln. Siehe auch 3. Abschnitt.



338 Hans v. Euler,

Keine oder sehr geringe NH;-Mengen erhielt Zemplén in Samen von: Goldregen-Hafer,
Sommerweizen, Sommergerste, Cercis siliquastrum, Lathyrus odoratus, Stoppelriibe, Mohn (blauer),
Sinapis alba, Helianthus annuus, Lein, Linse, Sommerroggen, weisse Hirse, Vicia sativa, Feldmais.

Hinsichtlich der Gramineen besteht eine ausgesprochene Verschiedenheit
der Ergebnisse, welche noch der Aufklirung bedarf: Zemplén (1. ¢.) fand
ihre Korner ndmlich so gut wie ureasefrei, wihrend Annett (1914) in Reis,
Némec! in Weizen, Gerste, Hafer und Roggen Urease nachweisen konnten.

Auch sonst findet man viele sich widersprechende Ergebnisse. So fand Annett bei
einer allerdings sehr oberflichlichen Priifung keine Urease in Samen von: Phaseolus vulgaris,
ladiatus und mungo, Brassica campestris, Sesamum indicum a. a&. — Mit einer etwas besseren
Methodik konnte in folgenden Samen keine Spur einer Urease gefunden werden: Sida spinosa,
Oryza sativa, Setaria italica, Pisum arvense, Phaseolus mungo und radiatus, Mucuna pruriens.
Urease fehlt nach Kiesel (H.118) in Allium cepa, Beta vulgaris und Phaseolus vulgaris.

Urease findet sich zwar in besonderem Masse, aber nicht ausschliesslich
in Samen und Friichten hoherer Pflanzen; nimlich auch in Blittern (griinen
und etiolierten), Stengeln und Wurzeln, woriiber Kiesel und Troitzki fiir
Pisum sativum und Vicia sativa u. a. quantitative Versuche angeben. In
Bambusschosslingen fand Kan Kato (H. 75) Ureasewirkung, in jungen Soja-
und Erbsenpflinzchen Fosse (C. r. 158; 1914).

Bei langdauernden Versuchen mit enzymarmem Material ist die Moglich-
keit der Infektion durch Pilze und Bakterien, welche in der Regel Urease
enthalten, zu berticksichtigen.

b) Pilze und Bakterien.

Kikkoji? fand Urease im Hutpilz Cortinellus edodes.

In niederen Pilzen wurde Urease von Shibata? nachgewiesen, und zwar
in Aspergillus niger. Dox* gibt eine grossere Anzahl von ureasefiihrenden
Schimmelpilzen an, ebenso Kossowicz (Zs Gér. Phys. 1912). Kiesel und
Troitzki(H. 118)fanden Urease in Aspergillus niger (und Boletus edulis). Goris
und Costy® haben Urease in einer grossen Anzahl Ascomyceten und Basi-
diomyceten nachgewiesen. (Negative Resultate bei den Gattungen Amanita,
Lepiota, Lycoperdon, Tricholoma, Clitocybe, Clitopilus, Psalliota, Coprinus und
Paxillus, in welchen aber Harnstoff vorkommt.) Das Hymenium war am
enzymreichsten.

Nachdem durch, die Arbeiten von Fosse® (Ann. Pasteur 30, 1; 1916)
und besonders durch die ausgezeichneten Forschungen von N. N. Iwanoff
(Biochem. Zs 135, 1. — 136, 1.— 143, 62; 1923. — 1564, 376; 1924. — 157, 229;
1925) die Verbreitung des Harnstoffs im Pflanzenreich dargetan ist, erhalt

! Némec, Biochem. Zs 91, 126; 1918.

? Kikkoji, H. 51, 201; 1907.

3 Shibata, Hofm. Beitr. 5, 385; 1904.

4 Dox, J1 Biol. Chem. 6, 461. — U.S. Dep. Agr. Bull. 120; 1910.

5 Goris und Costy, C. r. 175, 539; 1922

¢ Siehe auch den ersten Nachweis von Harnstoff in Pilzen durch M. Bamberger und
Landsied], Monatsh. f. Chem. 24, 218; 1903.
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der Nachweis der Urease in Pflanzen, besonders Pilzen, eine neue Bedeutung,
da sie nun auch als synthetisches Enzym in Betracht kommt. Eine Unter-
suchung an Lycoperdon-Arten wére sehr erwiinscht.

Lebende Hefen spalten Harnstoff nicht (P. Thomas, Ann. Pasteur 33,
177; 1919. — M. Sandberg, Biochem. Zs 128, 78; 1922). Fiir Sacchar.
cervisiae Frobberg gibt Kiesel Ureasewirkung an (?).

Pasteur hatte bekanntlich 1862 die Harngérung auf die Wirkung eines
Mikroorganismus, spéter Micrococcus ureae genannt, zuriickgefithrt!. Spiter
wurden von Leube und Graser aus Luftstaub gewonnene stibchenformige
Erreger der Harnstoffgiirung beschrieben. Die Harnstoffspaltung durch B.
fluor. liquef. haben Emmerling und Reiser 1902 erkannt (Chem. Ber. 35),
diejenige durch Proteus vulgaris Schnitzler 1892, durch Bac. radicicola
Beijerinck. Eine neue Untersuchung hatJ. Arlington Anderson angestellt.

Wegen der Systematik der Mikroorganismen, Urokokken und Urobazillen,
verweisen wir auf die Monographie von Miquel in Lafars Handbuch (3,
71; 1904—1906), sowie auf neuere Studien von Viehoever? sowie von
Beijerinck?® und Horowitz*.

3. Darstellung.

A. Aus Pflanzensamen.

1. Lésungen. Als Ausgangsmaterial wurden meist trockene Sojabohnen
verwendet. Es bleibt zu untersuchen, ob nicht die Anwendung enzymreicherer
Bohnen, etwa von Robinia pseudacacia, Canavalia und Ricinus zu empfehlen
ist und ob es sich auch bei diesen Samen lohnt, sie vor der Verarbeitung
eine bestimmte Zeit keimen zu lassen und die Keimlinge zu verwenden.

Die Samen werden fein gemahlen und dann extrahiert, und zwar

a) mit 5—10 Teilen Wasser oder (nach van Slyke) mit neutraler oder
sehr schwach saurer Phosphatlosung [Pufferlosung zur Aufrecht.
erhaltung der geeigneten Reaktion oder nach Pin Yin Yi (Diss. 1919)
mit 5 prozentiger Natriumacetatlosung (45°)] wahrend kurzer Zeit, sei
es direkt oder noch besser nach vorausgegangener Entfettung mittels
Ather oder Petroleumather (Armstrong und Horton [1912)) im
Soxhletapparat. Die Dauer der Wasserextraktion war meist unnétig
lapg, 10—30 Minuten gentigen.

Das von Fett befreite Pulver ldsst sich in Wasser (mit wenig
Alkoholzusatz) gut aufschlemmen. Die wisserigen Extrakte sind kaum
langer als 1—2 Tage haltbar.

! Pasteur, Ann. chim. phys. (3) 64, 52; 1862. — Pasteur et Joubert, C.r. 83, 1; 1876.
? Viehoever, Zbt. Bakt. II, 39, 209; 1913.

3 Beijerinck, Zbt. Bakt. II, 113; 1917.
* Horowitz, Aun. Pasteur, 30, 307; 1916.
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Die zeitliche Abnahme der Wirksamkeit wird z. B. aus folgendem Versuch
von Lovgren (Biochem. Zs 119, 215; 1921) ersichtlich: 200 g Sojabohnenmehl und
11 Wasser 3 Stunden gerithrt. Uber Nacht sinken die unléslichen Stoffe, dann
wird die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen; unter Toluol im Eisschrank aufbe-
wahrt, war sie am zweiten Tag noch klar. Am dritten war sie hellgelb geworden
(pH =7?) und ein reichlicher gelber Bodensatz hatte sich abgesetzt. An diesem und
einigen folgenden Tagen wurden aus der tiichtig geschiittelten Flissigkeit 2 ccm-
Portionen genommen und filtriert. Das Filtrat 4 Waschwasser und der gewaschene
Riickstand wurden teils fiir sich und teils vereint auf ihre Wirksamkeit gepriift.

w4 | 1o-| Alter der Enzym-

H,0! Phos- | Harn-|  yu, .
Enzym *©) ohat | stoff losung in Tagen

cem| cem | cem | 1 [ 3|4 |5]6]11

Filtratvon 2 ccm der Enzymlosung | § 2 1 — | 6| 3,1/1,3/0,4/0,2] mg NH,
Niederschlag v.2cem d. Knzymlss. | 5 2 1 — | —1] 8,9/2,7/0,6/0,3| mg NH,
2 ccm der unfiltriert. Enzymlésung | 5 2 1 12,8/ — 111,9/8,3| —|0,7| mg NH,

Totalvolumen: 10 cem. — Harnstoffkonzentration: C,1 Mol. pro Liter. —-.
Temperatur: 17° — Phosphatlosung: 165 ccm m/,-Na,HPO, 4 35 cem m/,-KH,PO,;
pH ="7,13, nach dem: Zusatz des Enzyms etwa 7. — Reaktionszeit: 30 Minuten.

Wegen der starken Abschwichung der enzymatischen Wirksamkeit empfehlen
van Slyke und Cullen das Arbeiten mit frisch bereiteten Enzymlésungen.

Um die Haltbarkeit zu erhohen hat van Slyke! den Zusatz von
neutralem Phosphatpuffer vorgeschlagen. Barendrecht? extrahiert
0,4 g Bohnenmehl mit einer Mischung von 7,28 g Na,HPO, und
2,32 g KH,PO, in 100 cecm bei 279 und filtriert dann unter Zusatz
von 0,4 g Kieselgur. Die wisserigen Extrakte enthalten grosse Mengen
von Verunreinigungen. Extrahiert man Sojabohnenmehl z. B. zwei
Stunden bei Zimmertemperatur mit 5 Teilen Wasser, so enthilt die
Enzymlosung rund 6°/ Trockensubstanz (B. Holmgren). Mar-
shall® macht deswegen den enzymbhaltigen Extrakt etwa 0,01 n. an
Salzsdure und fillt durch 5—15 Minuten langes Erhitzen auf 35° die
Eiweissstoffe zum Teil aus (ein Verfahren, das van Slyke aber nicht
empfiehlt);
mit Glycerin [Jansen* Groll u. a.]. Diese Glycerinextrakte sind
lange ohne Abschwiichung wirksam, wie Verf. aus eigener Erfahrung
bestitigen kann. Uber die (nicht sehr starke) Hemmung der enzy-
matischen Wirksamkeit durch Glycerin siehe S. 350.

Wester®) kombiniert die Verfahren von Jansen und Marshall. Er extrahiert 25 g

Sojabohnen 48 Stunden lang mit 200 g 50°/0igem Glycerin, setzt dann 26 ccm 0,1 n. Salzsiiure
zu, fiillt mit 50°0igem Glycerin auf 250 cem auf und erwirmt auf 35°

! van Slyke, JI Biol. Chem. 19, 141; 1914,

? Barendrecht, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 39, 1; 1920.

3 Marshall, J]l Biol. Chem. 14, 283; 1913. -— 17, 851; 1914.
* Jansen, Chem. Weekbl. 12, 483; 1915.

5 Wester, Pharm. Ber, 30, 163; 1920.
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2. Trockenpréaparate konnen aus Losungen gefillt werden a) durch
Alkohol [Takeuchi 1909, Hahn und Saphrall, b) durch Aceton (1 Teil
Enzymlosung und 10 Teile Aceton) nach van Slyke und Cullen (J1 Biol.
chem. 19; 1914). Der Niederschlag wird im Vakuum getrocknet und trocken
zerrieben und ist dann unbegrenzt haltbar. Die aktive Substanz 1ost sich in
Wasser; der geringfiigige flockige Riickstand ist von keiner Bedeutung. Ein
vollig 1osliches Priaparat wird durch nochmalige Acetonfillung der filtrierten
Losung erhalten [van Slyke und Zacharias?. Diese Methode wurde
auch von Onodera (1915), Rona sowie Kay angewendet®.

Pin Yin Yi (Diss. 1919) fand starke Enzymschadigung durch Alkohol
und Aceton. — Carnot, Gérard und Moissonier empfehlen Alkohol-
Ather (Ann. Past. 35). Siehe aueh Revoltella, Biochem. Zs 144, 229; 1924.

Auch durch Eindunsten wisseriger Bohnenextrakte hat man Trocken-
priparate erhalten: van Slyke und Cullen (1914), Jacoby und Sugga®.:
Trocknet man im Faust-Heimschen Apparat durch einen Luftstrom bei
Zimmertemperatur, so erhilt man einen hornartigen Rickstand, der nach
Pulverisieren in Wasser teilweise loslich ist.

B. Aus Pilzen und Bakterien.
Die ersten Extrakte sind von Musculus (1874), Lea® und Miquel®
dargestellt, ferner sei auf die S. 336 —339 angegebene Literatur verwiesen.
Musculus? hat Urease (1876) zum erstenmal aus alkalischem (bakterien-
haltigem) Harn durch Alkoholfdllung gewonnen.
Miquel (Lafars Handb. III, S. 82) gibt zur Darstellung der Bakterien-
urease folgende Vorschrift:

In einem gerdumigen Geféiss, enthaltend wisserige Peptonldsung oder noch besser eine
mit Pepton versetzte Bouillon, sit man, nachdem man fiir alkalische Reaktion durch Zugabe
von Ammoniumcarbonat oder vorteilhafter 2-3 g Harnstoff pro Liter gesorgt hat, eine sehr
kriftige Art von Harnstoffbakterien ein und hilt dann die Zucht bei 30—35° Der Zuwachs
wird beschleunigt durch einen sehr schwachen Strom keimfreier Luft oder durch Anwendung
flacher Gefiisse. Nach einigen Tagen enthiilt die Fliigsigkeit bereits reichliche Enzymmengen.
Filtrieren der Bouillon durch ein Porzellanfilter verursacht nur geringen Verlust an FEnzym.
Die ureasehaltige Bouillon behilt bei geeigneter Aufbewahrung (chne fremde Infektion) ihr
Spaltungsvermiogen 3—4 Monate.

Ein Trockenpridparat von Bakterienurease erh1elt Moll® aus Micro-
coccus ureae durch Alkoholféllung. :
Eine Darstellung durch Trocknung von Bakterien beschreibt Jacoby?:

! Hahn und Saphra, Deutsche med. Wochenschr. 40, 430; 1914.

? van Slyke und Zacharias, Deutsche med. Wochenschr. 40, 1219; 1914
3 H. D. Kay, Biochem. J1 17, 277; 1923.

4 Jacoby und Sugga, Biochem. Zs 69, 116; 1915.

5 Lea, Jl of Physiol. 6, 136; 1885.

¢ Miquel, C. r. 111, 397; 1890.

7 Musculus, C. r. 82, 334; 1876.

8 Moll, Hofm. Beitr. 2, 344; 1902.

® Jacoby, Biochem. Zs 84, 354; 1917. — Takahata, ebenda 140, 168; 1923.
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Agar-Massenkulturen von nicht niher bezeichneten Urobakterien werden auf
Tontellern ausgestrichen, am n#chsten Tag wird die trockene Bakterienmasse
pulverisiert. ,Die (mit Ton verunreinigten) Pulver sind immer gut wirksam.

4. Reinigung der Enzympriiparate und ihre Wirksamkeit.

Reinigungsmethoden sind fiir Urease erst in neuester Zeit im Labora-
torium des Verf. ausgearbeitet worden. Als Sorptionsmittel fiir Verunreinigungen
scheint Kieselgur in geringen Mengen verwendet werden zu koénnen. Lov-
gren hat durch Kaolin seine Sojamehlextrakte nicht reinigen konnen®.

Anwendung von Tonerdehydrat und Dialyse (Euler und B. Holm-
gren) ergab eine Verbesserung der Wirksamkeit auf Uf =1 bis 10.

Die Wirksamkeit der bis jetzt erhaltenen Priparate ist also sehr gering.
Nimmt man nach einem Vorschlag von Euler und Josephson? als Einheit
der Wirksamkeit Uf = k - g Harnstoff : g Enzympriiparat, so erhilt man fiir
einen ungereinigten Extrakt von Sojabohnen etwa Uf = 10-2

5. Wirksamkeitshedingungen.

Wihrend der Harnstoffspaltung #ndert sich — falls die Lésung keine
Puffer enthalt — die Aciditdt durch das gebildete Ammoniak bedeutend, so
dass die Reaktionsgeschwindigkeit dadurch stark be-

L
] einflusst wird. Will man den Einfluss der Aciditat
6 / \ auf den Reaktionskoeffizienten k studieren, so muss
5 > man entweder in Gegenwart-einer hinreichenden Puffer-
v / \ menge arbeiten, sofern man nicht ausschliesslich einen
| \ Teil der Reaktion beriicksichtigt, in welchem schon
J J so viel Ammoniak gebildet ist, dass eine weitere Am-
2o L moniakentwicklung keine bedeutende Verinderung von
7 pH hervorruft. Interpolationstafeln zur Ablesung der
pH-Steigerung durch Ammoniak bei verschiedenen

S 7T & 9 W Phosphatmengen siehe Lovgren.

Fig. 45. Aciditat. Nach dlteren Versuchen von Arm-

leem E 16 0,02 . . q. .
Acetonp]:-;{):;;s)u:-gl(o ccngl strong wurde 1914 der Einfluss der Aciditit auf die

2% Harnstoff + 10 cem Ureasewirkurg eingehender von Marshall jun. unter-
'II/':) ;’;i"l’o ﬁlzzzh;misch“ng- sucht, der durch Verwendung von Indicatoren das
Temp. 200, — R;ﬁi’ms_ Optimalgebiet zwischen pH =6 und pH =28 fand
zeit 30 Min. (I.c. S. 357). VanSlyke und seine Mitarbeiter haben

diese orientierenden Versuche bald darauf mit der

modernen Sorensenschen Methodik wesentlich erweitert. Die folgende Ta-

belle ist der Arbeit von van Slyke und Zacharias® S.191, entnommen.

! Siehe auch Sunner und Graham, Zl Biol. Chem. 63, XLIII; 1925. — Proc. Soc. exp.
Biol. a. Med. 21; 1924.

? Euler und Josephson, Chem. Ber. 56, 1749; 1923.

8 Van Slyke und Zacharias, Jl Biol. Chem. 19, 181; 1914.
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(Geschwindigkeit umgerechnet auf mg NHj.)

5,7
2,43

6,1
4,07

6.97
6,50

9,36

pH . . . .. 5,3
2,13

mg NH; 1,86

7,38 | 7,00 | 8,04
6,36 { 6,14 | 518

8,80 | 9,24
3,46 | 2,39

Die Figur 1 zeigt, dass das Optimum der Reaktion sehr nahe am Neutral-
punkt (pH = 7) liegt. Dieses Ergebnis wird auch durch zahlreiche andere
Arbeiten bestitigt; Rona u. Gyorgy; besonders Ldvgren (Bioch. Zs 119).

Der Optimalpuukt der Aziditit dndert sich, wie van Slyke gefunden
und Lovgren spiter an einem ausfiibrlicheren Material bestitigt hat, ein
wenig (um etwa !/z pH-Einheit) mit der Harnstoff-Konzentration der Losung.

Folgende Tabelle ist der Arbeit von Lévgren (1921) entnommen, der
erste Wert ist von ihm naech Barendrechts (Rec. 39) Resultat berechnet.

kol;][::;ltsr tzt()ttf(;n pH-Optimum | Wahrscheinlicher
Mol. pro Liter zwischen Optimalpunkt
0,00167 7,90
0,00625 7,14—17,78 7,76
0,0i25 7,66—17,72 7,69
0,025 7,55 —1,65 7,62
0,05 7,50—17,60 7,55
0,1 7,40—17,50 7,48
0,2 7,30—17,50 7,41
0,4 7,30—7,40 7,35
0,8 7,25—17,35 7,27
16 7,15—17,25 7,20

Von der Konzentration des zugesetzten Phosphates ist die Lage der
pH-Optima unabhingig, wie z. B. aus folgender Figur (Lovgren) hervorgeht.

mg Wt
2,00
o
180 /O ~7 »
/ =870, 0~ %’%7
160 7 7 A No
/ 7 Ros 2%
140 o L INGAR
s 4 \ 0
120 ] =0 ‘l)h \Si /I‘ T —
' A AT o, N
W T 7 wbam| | 68 | S
/ 2 :\QD/, N
980 ~
g0} S
\O
O 9T 67 0 T 2 W 0 & G0 20 40 60 35,300
H

Fig. 46.
(Temp. 19,7°. — 1 cem Enzymlosung 45 cem 1 mol. Phosphat -4 ccm 0,5 n. Harnstoff.)

Die Enzymkonzentration hat auf die Lage des pH-Optimums keinen und
auf den Verlauf der Optimalkurven wenig Einfluss.
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Bei der Untersuchung der Wirkung verschiedener Séauren fand Onodera?)
Zahlen, welche darauf hindeuten, dass neben der Acidititswirkung auch
gelegentlich noch die spezifische Wirkung der Anionen in Betracht kommt,
z. B. bel Buttersaure.

Salzwirkung. Der Einfluss von Neutralsalzen ist systematisch zuerst
von van Slyke und seinen Mitarbeitern und bald darauf auf Veranlassung
von Bayliss durch Onodera® untersucht worden. In 2 n. Lgsungen er-
niedrigen NaCl, CaCl,, BaCl, die Ureasewirkung deutlich (van Slyke); in
0,1 n. Liosungen fand Onodera die Erniedrigung gering. Vermutlich handelt
es sich hier in erster Linie um eine kleine Beeinflussung der Aciditdt durch
die Neutralsalze (Vergrdsserung des Dissoziationsgrades von NH,OH durch
NaCl) und in zweiter Linie um eine Beeinflussung des Dispersititsgrades der
kolloiden Enzymlosung.

Die Grosse dieses Einflusses geht aus folgenden Zahlen Onoderas
(8. 560) hervor, die sich auf eine Losung von 0,4 °/o Urease und eine Reaktions-
zeit von 17,5 Stunden beziehen:

Opt. Salz Entwickelt cem 0,1 n. NH,
ohne Zusatz 12,10
NaCl 5,13
BaCl, 5,62
CaCl, 5,62

J. T. Groll (Proc. Akad. Amsterdam 20, 559; 1917/18) findet, dass der
Einfluss der Kationen dominiert; sie hemmen in der Reihenfolge NH,, K,
(Ca, Mg), Na, Sr, Ba. — Schon 5% KCI setzt die Wirkung herab (Baren-
drecht, Rec. 39; 1920). — Die verstirkende Wirkung von KCN (Jacoby,
Biochem. Zs 76, 275) diirfte eine Acidititsbeeinflussung sein.

Inwieweit die Wirksamkeit der Urease an die Gegenwart von Neutral-
salzen, besonders Phosphat gebunden ist, was durch die Dialyse-Versuche von
Onodera nahegelegt wird, wird im hiesigen Laboratorium untersucht.

Neuere Versuche iiber den Einfluss von Neutralsalzen und Elektrolyt-
mischungen (allerdings nicht konstantes pH) beschreibt Wester?.

Aktivatoren. Zahlreiche Angaben iber aktivierende Wirkung von
Aminosduren® und anderen amphoteren Elektrolyten sind, wie Rona und
Gyorgy* gezeigt haben, darauf zuriickzufiihren, dass die Losung durch
den Zusatz der betreffenden Stoffe nidher an das pH-Optimum gebracht
worden ist; in Gegenwart von Phosphatpuffer bleiben die Aktivierungen durch

1 Onodera, Biochem. Jl 9, 544; 1915, — Kochmann, Biochem. Zs 151; 1924,
(Aktivierung durch Ca.)

? Wester, Biochem.Zs 128, 279; 1922, — Zahlireiche kleinere Mitteilungen des gleichen
Autors iiber Urease findet man in der Pharm. Zentralhalle und in Chemisch Weekblad.

3 Besonders Jacoby u. Mitarb. Takahata, Biochem. Zs 140, sowie Katd, Biochem.

Zs 136.
* Rona und Gyérgy, Biochem. Zs 111, 115; 1920.



Chemie der Enzyme. 345

Aminostiuren aus. Entsprechende Wirkungen von Seren [Marg. Falk!,
Jacoby und Umeda? Neumann® fanden Rona und Gydrgy bei
Phosphatpufferung sehr schwach, es ist also sehr wahrscheinlich, dass auch
hier eine Acidititsbeeinflussung etwa auch die komplexe Bindung eines ver-
giftenden Metalls.vorliegt; ob sich daneben noch ein anderer spezifischer Effekt
geltend macht, wieJacoby#* und sein Schiiler Kat63 meinen, ist noch nicht
vollkommen aufgekldarts. Beziligl. Atoxyl (Rona) vgl. S. 349.

Bemerkenswert ist der Befund von Onodera, dass Urease durch
Dialyse ihre Wirksamkeit verliert, und dass die enzymatische Wirkung durch
Mischung von Dialysat und Riickstand wieder hergestellt werden kann.
Onodera sieht darin einen Analogiefall mit dem gegenseitigen Verhiltnis
der ,,Zymase* und des von Harden und Young entdeckten spezifischen
‘Aktivators (Co-Zymase) und nimmt die Existenz eines Urease-Co-Enzyms
(Co-Urease) an. Der Stoff, den Onodera als Co-Enzym bezeichnet, wird
aber durch Erhitzen zerstort.

,Einstiindiges Erhitzen auf 80° oder Erhitzen auf den Siedepunkt zerstoren sowohl. das
freie als das gebundene Co-Enzym der Ureaselésung. Aber das Hinzufiigen von Co-Enzym
bzw. von frischer Urease belebte die Wirkung der Urease ausserordentlich stark.*

Will man einen der beiden Teile der Urease als Co:Enzym bezeichnen, so erscheint es
geeigneter, die von Onodera vorgeschlagenen Namen zu vertauschen.

Lovgren gibt Onoderas Versuche in folgender Weigse wieder:

Es bedeuten:

E frische Enzymlosung da dussere Flissigkeit nach der Dialyse
di innere Flissigkeit nach der Dialyse daN Niederschlag davon
diN Niederschlag davon daF Filtrat

diF Filtrat

Eine Ziffer als Exponent bedeutet Erhitzung auf die angegebene Temperatur wihrend
1 Stande. ‘

In allen Versuchen Onoderas ist das Totalvolumen 50 ccm; die- Harnstoffkonzentration
0,15% (max. NH; =42,5 mg); Enzym acetongefillt; Reaktionszeit 16—20 Stunden bei Zimmer-
temperatur; NH; nach Folin bestimmt. Dialysedauer 4—5 Tage.

Tab. III mg NH; Tab. V. mg NH,
E . . ... 0 ... 20 diF . . . . .00 1,62
1 0,2 diN . . . .00 1,50
da. . . . . ... 0 diF4+diN . . . . . oL 5,22
di+4+da . . . . ... L. 0,4 diF4+2¢cm E. . . . . . . 2729

diN4+2ecem E. . . . ... . 1479

Tab. IV. 2¢ccm E. . . . . .. . . . 34
di+4+da . . . . . . . .. 0,1 Tab. XVIIL
didatleemE . . . . . 131 RN 1§ |
lemE. . . . . . . ... 10 Elsa.-+leemE. . . . . . . 1974

1 Marg. Falk, Biochem. Zs 59, 298; 1914.

2 Jacoby und Umeda, Biochem. Zs 68, 23; 1915.

3 R. Neumann, Biochem. Zs 69, 134; 1915.

4 Jacoby, Biochem. Zs 114, 152; 1921.

5 N.Katd, Biochem. Zs 136, 498; 1923. Siehe auch Taubmann, Biochem. Zs 157; 1925.
¢ Nakagawa (Mitt. Med. Fak. Tokyo 28; 1922) nimmt Schutzwirkungen an.
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mg NH; Tab. XXIL mg NH,
leem E . . e e . 0,71 05cem B frisch . . . . . . . 0,19
Durch emstundxge Erhltzung bei 5 ccm E nach 15 Tagen Stehen bei
80° wird das Co-Enzym zerstort. 36,5° . . . 8,79
5 cem E nach 15 Tagen Stehen be1
° v . . . .
Tab. XIX. Dags6 5Co—-+];11?z;fnf“ v:li‘:;};}eim Stehen 1o
EX° (zum Kochen erhitzt) . . . 0 ze;stﬁl‘t
E4+1leem E . . . . . . . 1858 :
Tab. XXIL
lecem E. . . . 0,73
2¢em E (frisch) . . . . . 2,39
Kochen zerstort das Co Enzym s
2 cem E (frisch) -} 1 cem Ochsen-
nicht das Enzym.
serum . . . L. .o .. 2919
1 cem Ochsenserum ... .0
Tab. XX. di . . . . e . 044
di. . . e e e e e . 044 di-+1cem Ochsenaerum co. . 2,06
d1+1ccmE B A 5cem Efga . . . .. 0
1 ccrn E. ... ... ... 0,10 5 cem E¥g... + Ochsenselum .. 0,09
d i 5,(. . B /3 § | 5cem E¥, +1cem E . . . . 1714
dif’. + 1 cem E e e e e 4,40 Ochsenserum enthélt keine Urease. Alle diese
ai . D 0 X 1 Versuche sind ohne Puffer und ohne Mes-
di™ - E e e e e e e ... 2,86 sung von pH ausgefiihrt.

Auf Veranlassung des Verf. hat Lovgren einige eigene Versuche iiber
den spezifischen Aktivator der Urease ausgefiihrt, welche hier referiert seien,
da noch keine erschopfende Untersuchung abgeschlossen ist.

Die Bezeichnungsweise ist die gleiche wie die oben fiir Onoderas Versuche angegebene.

7tigige Dialyse und Erhitzung.

Enzym m/y-Phosphat | H;O | 5 m Harnstoff | NH,
ccm ccm cem mg
di 2 25 1 7,8
dy 2 19 1 6,8
dise’ 2 25 1 0,1
dy®° . . 2 19 1 01
dit+dy . . 2 17 1 22,2
di-+dy®°® | 2 17 1 17,2
dis% + dy 2 17 1 7,3
Totalvolumen: 30 ccm. — Temperatur: 16°. — Reaktionszeit: 10 Stunden. — Aussen-
wasser 3mal gewechselt (bei dy). — di in fliessendem Wasser im Dunkeln dialysiert.
Zusammenstellung: di= 1738 di="178 di®°=0,1
dy—68 dy®°=0,1 dy =628
126 9 69
di=dy=222 di+dy®° =172 d18°°+dy—73
Diff. = 7,6 93 04

Dass die Wirkung von di-}dy zusammen bedeutend grosser ist als die Summe deren
Wirkungen, kann dadurch erklirt werden, dass durch die Dialyse eine teilweise Scheidung
von Enzym und ,Co-Enzym* stattgefunden hat. Nimmt man nun an, dass das Enzym schlechter
dialysierbar ist als das ,Co-Enzym“ und dass das Enzym hochbestéindig sei, so sollte

di: Enzym - wenig Co-Enzym — di®°: nur Enzym
dy: Co-Enzym - wenig Enzym — dy%°: nur wenig Enzym
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enthalten. Demnach sollte die Wirkung von dy - di®° grosser sein als die Wirkung von
di-} dy®°® — aber das Gegenteil ist tatsiichlich der Fall. Nimmt man dagegen an, dass das
»Co0-Enzym¢, aber nicht das Enzym hitzebestiindig ist, s¢ enthalten:]
mdi: Enzym + wenig Co-Enzym; di®°°: nur Co-Enzym (wenig)
dy: Co-Enzym -+ wenig Enzym; dy®*°: nur Co-Enzym.
Die Wirkung von di- dy® ) muss dann weit? grosser ausfallen als die Wirkung von
dy 4+ di®°, was mit den Ergebnissen des Versuchs iibereinstimmt.
Um einen eventuellen pH-Effekt zu eliminieren, machte Lévgren die folgenden Ver-
suche mit der Phosphatkonzentration 0,5 mol. bei pH=26,86. In jeder Probe kamen 5 ccm
einer Phosphatmischung von 600 ccm mol.-Na,HPO, - 250 ¢ccm NaH,PO,.

Totalvolumen: 10 ccm. — Temperatur: 17° — Enzym: 10 Tage in fliessendem Wasser
im Dunkeln dialysiert. Niederschlag mitgenommen. — Kollodiumschlauch.
I_)ialy- m/,- Harnstoff- . Max.
%lsz;e; Phosphat O | Harnstoff | konzentration | 2O\ NH, NH, k ak
ccm cem cem Mol. pro Liter | Min. | mg mg
2 5 1 2 cem m/ye 0,0125 80 | 2,32 4,26 | 43 3
2 5 2 1 ccm m/, 0,025 80 | 3,97 8,52 | 34 4
2 5 1 | 2cem my, 0,05 80 | 645 | 17,03| 26 | 6
2 5 2 | 1lcem mfy 0,1 80 | 897 | 3406 | 17 | 8
2 5 1 | 2cem m/, | 0,2 80 (11,10 | 6812 10 | 10
2 5 2 leem 4 m 0,4 80 |12,77 | 186,24 | 5,3 | 11
2 5 1 2c¢em 4 m | 0,8 80 |1364 | 27248 | 28 11
2 5 2 | lcem8m l 16 | 80 |14,55 | 545 15| 115

In den oberen Zeilen sank k bei verdoppelter Harnstoffkonzentration um etwa die
Hiilfte; a k zeigt in den letzten 4 Zeilen eine ganz geringe 3teigerung.

Dann wurde festgestellt, welchen Einfluss eine zugesetzte Menge ,Co-Enzym* — durch
einstiindige Erhitzung einer frischen Enzymlosung bei 80° erhalten — ausiiben wiirde, wenn
durch die starke Pufferkonzentration 0,5 mol. eine Verschiebung von pH ausgeschlossen wird.

Totalvolumen: 10 ccm. — Temperatur: 17°. — Phosphat m/; von pH=6,86. — di:
Frische Enzymlosung, 16 Tage in fliessendem Wasser im Dunkeln dialysiert. — E°: Frische
Enzymlosung, 60 Minuten bei 80° gehalten.

. o m/;- Harnstoff- . Max.
i | E* Phosphat HO0'1 Harnstoft konzentration Zeit | NH; NH, | k ak
ccm | cem ccm cem Mol. pro Liter | Min. | mg mg
A.
1] — 5 | 2 | 2com mly, 0,0125 | 100 | 0,58 | 4,26 64 | 04
1] — 5 | 2 | 2cem m/y 0,05 100 | 1,18 | 17,03] 3,1 | 0,8
1| — 1 5 ’ 2 | 2cem m); 0,2 100 | 2,05 | 68,12| 1,3 | 1,3
1 — | 5 2 | 2cem 4 m 0,8 100 | 252 2725 | 04 | 16
1| — 5 | 2 |2cm8m 1,6 100 | 2,62 [545 0,21 | 1,7
| | 5
B.
1] 2 5 — | 2cem m/fy 0,0125 100 | 0,76 | 4,26] 85 | 0,5
1] 2 5 ‘ — | 2cem m/, 0,5 100 | 1,50 | 17,03 | 4 1,0
1|2 5 — | 2cem mf, 0,2 100 | 2,50 | 68,12 1,6 | 16
1| 2 5 — | 2cem4m 0,3 100 | 2,90 2725 | 05 | 1,9
1| 2 5 — | 2cem 8m 1,6 100 | 3,06 |545 | 05 | 20
| 18

Hier steigt a-k innerhalb der frilheren Grenzen nur schwach.

v. Fuler, Chemie der Enzyme. IL Teil. 2. Abschnitt. 23
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Ein weiterer Versuch gab ein dhnliches Resultat.

Wie erwihnt, bediirfen also diese recht interessanten Verhiltnisse
weiterer Aufkldrung.

Anorganische Paralysatoren.

Wie alle darauf hin untersuchten Enzyme wird auch Urease durch Schwer-
metallsalze mehr oder weniger vollstindig inaktiviert. Besonders wirksam
sind, wie immer, Quecksilbersalze — Hata?!, Jacoby? und Yamazaki? haben
besonders Sublimat untersucht —, ferner Silbersalze®, auch Nickelsalze 2, foerner
Kupfer-, Blei- und Mangansalze? (letztere drei an Ricinus-Urease untersucht).
Die meisten der diesbeziiglichen Zahlenangaben diirften durch die (leider nicht
gemessene) Anderung der Aciditit der Enzymlosung beeinflusst sein. Diese
Schwermetallsalzwirkungen erfolgen nach stochiometrischen Verhiltnissen
und sind reversibel, d. h. das Enzym gewinnt seine Wirksamkeit wieder,
wenn es vom Schwermetallsalz befreit wird. So kann Urease nach Queck-
silbervergiftung z. B. durch Cyankalium regeneriert werden (Jacoby). Quanti-
tative Vergiftungsversuche lassen sich zu Schliissen iiber die Beschaffenheit
des Enzyms natiirlich nur verwerten, wenn die Enzymldsungen weitgehend
gereinigt und das Enzym hinsichtlich seiner Wirksamkeit charakterisiert
wurde. Versuche an gereinigten Ureaselosungen lagen bis jetzt nicht vor, die
diesbeziiglichen Untersuchungen im Laboratorium des Verfassers sind noch
nicht abgeschlossen. Das eben erwidhnte gilt auch fiir Fluornatrium, das
Urease stark inaktiviert (Falk und Sugiurat, Jacoby), sowie Jod (Wester,
Chem. Weekbl. 1920).

Alkaliarsenit hemmt nicht (vgl. Tabelle S. 349); Borsdure hemmt vermutlich nur, indem
es den Abstand der Lésung vom optimalen pH vergrossert.

Organische Paralysatoren.

Toluol ist, wie zu erwarten, ohne Einwirkung. Phenol, Resorcin,
Guajacol, Natrium-Salicylat und Saligenin hemmen in verdiinnten
Losungen (0,04 m.) nur wenig? Dagegen sind Hydrochinon und dessen
Methylather ausgesprochene Paralysatoren [H. E. Armstrong, Benjamin
und Horton®. Aldehyde inaktivieren (Armstrong, Benjamin und
Horton L. c. 1913; Onodera, Biochem. J1 9, 1915; Jacoby, Biochem. Zs 85;
1918), auch Glucose (van Slyke und Zacharias), zum Teil durch Bindung an
den Harnstoff, ferner Mannit (Barendrecht). Dichlordiithylsulfid und Sulfon

! Hata, Biochem. Zs 17, 156; 1909.

? Jacoby, Biochem. Zs 76, 275; 1916.

3 Yamazaki, Sc. Rep. Tohoku Imp. Univ. 9, 97; 1920.

* K. G. Falk und Sugiura, J1| Am. Chem. Soc. 36, 2166; 1914.

> H. E. Armstrong, Benjamin und Horton, Proc. Roy. Soc. B 86, 328; 1913.
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hemmen wenig, Tetrachlordidthylsulfid hemmt stark. Thiodiglykol und
Thiodiglykolacetat sind indifferent®.

_/CH, — CH,0H _/CHCI — CH,CI

8 S
\CH, — CH,0H \CHCI — CH,CI

Thiodiglykol Tetrachlordiithylsulfit
_CH,—CH,Cl
S0,
\CH,—CH,CI
Sulfon.

Eine starke Giftwirkung iibt nach Jacoby das Senfsl aus (Biochem. Zs 74,
107). Cyankalium und Blausiure wirken durch Veréinderung der Aciditit.

Freies Chinin, Atropin und Pilocarpin vergiften, die gemischten
Basen Atropin und Pilocarpin wirken additiv auf Urease, nicht antagonistisch.
Tannin hemmt nach Wester?2

Die Kenntnis der Einwirkung organischer Arsenverbindungen
verdankt man Rona und Gyorgy? und zwar kamen zur Untersuchung
Phenylarsinoxyd, Diphenylarsinchlorid, Diphenylarsinoxyd, Methylarsinoxyd
und Atoxyl.

Die folgende Tabelle (vgl. 1. ¢. S. 129) gibt bei 3stiindiger Versuchsdauer den Umsatz
des Harnstoffes in Prozenten.

Zusammensetzung der Losung: 1cem 29,iger Harnstofflosung -+ 2 cem /z m. Phosphat-

gemisch | 2 ccm destilliertes Wasser (bzw. die entsprechende Giftlosung) -+ 0,2 ccm 1%oige
filtrierte Ureaselosung. Aciditdt: pH (elektrom.) 7,27—7,34.

Substanz Umsatz Substanz Umsatz

/o %o

1. Phenylarsinoxyd (wisser. Los.). . 175 | 4. Methylarsinoxyd . . . . . . 9,7

” (alkoh. Los.) . . 4,8 5. Arsenige Sguret . . . . . .| 239

2. Diphenylarsinchlorid (wisser.Los.) 0 6. Atexyl . . . . . . . . . .| 308

’ (alkoh, Los.) 0 Alkohol 1:4 . . . . . . . . .| 221

3. Diphenylarsinoxyd (wiisser. Los.) 11,7 Destilliertes Wasser . . . . . .| 219
" (alkoh. Lis.) 43

Wie ersichtlich hemmen die vier ersten Stoffe erheblich, bzw. vollstindig,
wihrend Atoxyl aktiviert. Die Vergiftung durch Methylarsinoxyd macht
sich noch bei ca. 1 Millimol/Liter der Substanz stark geltend.

Alkohole. Den nicht sehr stark hemmenden Einfluss dieser Stoffe
fanden schon Armstrong, Marshall und van Slyke. In kleineren Kon-
zentrationen iiben Alkohole eine geringe aktivierende Wirkung aus, wie die
folgende Tabelle von Onodera zeigt (Versuch mit 0,5°0 Urease).

" Rona und Petow, Biochem. Zs 111, 134; 1920. — Beziiglich der Giftwirkung der
Chlorderivate des Thiodiglykols siehe Heubner, Naturwissenschaft 8, 247; 1919.

2 Wester, Chem. Weekbl. 17, 222; 1920.

® Rona und Gyorgy, Biochem. Zs 111, 115; 1920.

* Richtiger Na-Arsenit. Vielleicht wiirde arsenige Siure (auf der saueren Seite des
Aciditits-Optimums) hemmen.

23*
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Alkohol und Konzentration | ™ 0.1n. NH, Alkohol und Konzentration | 0,1 n. NH,
in 7 St. ‘ in 7 St.
— 5,99 02 m. Propyl . . . . . 1.21
0,2 m. Methyl . . . . . . 6,08 0,026 m. Amyl . . . . . 6,46
0,2 m. Athyl . . . . . . 6,06

Schon durch 5°%oigen Athylalkohol fand Barendrecht! eine kleine
Hemmung.

Auch die Wirkung von Glycerin ist nur gering (Wester, Spillmann).
Einige Autoren bringen den Einfluss der hoheren Alkohole mit ibrer Eigen-
schaft, die Oberflichenspannung des Wassers stark zu erniedrigen in Beziehung.
Isocapillare Alkohole zeigen nidmlich gleichen Effekt gegeniiber Urease
(Onodera, S. 568). Auch die hemmende Wirkung der Saponine wird auf
die gleichen Ursachen zuriickgefiihrt (Bayliss, Arch. Neerl. Physiol. 2, 1918).

Organische Losungsmittel.

Auch in solehen Mengen, in welchen der zugesetate Athyl-Alkohol bereits
einen erheblichen Teil des Liosungsmittels ausmacht (etwa 10—40 Volum.-%b),
ist sein verzogernder Einfluss nur gering. Der folgende Auszug aus einer
Tabelle von Marshall jr.2 (L. c., S. 360) zeigt die Grossenordnung dieses
Einflusses.

5 cem 2°oige Harnstofflosung mit Wasser oder Alkohol auf 95 ccm
verdiinnt, auf 85° erwirmt und versetzt mit 1 ccm Soja-Bohnen- Extrakt
+ 9 ecm Wasser. Reaktionszeit: 30 Minuten.

Volum.-%0 Alkohol: 0 10 20 30 40 60 80
%/o Harnstoff zerlegt: 23,1 228 21,7 20,8 190 155 69

Auch das lingere Verweilen des Enzyms in wissrig-athylalkoholischer
Losung bei Zimmertemperatur bewirkt nach Marshall keine grosse Schidigung.

1 cem Soja-Bohnen-Extrakt wurde gemischt mit 9 cem Alkohol und
Wasser zur Herstellung des gewiinschten Alkoholgehaltes. Die Mischungen
blieben dann 2 bzw. 22 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann wurden
dieselben mit Wasser auf 95 cem verdiinnt, auf 35° erwirmt und mit 5 cem
einer 5%oigen Harnstofflosung versetzt. Der Fortschritt der Reaktion nach
60 Minuten ist durch die Anzahl cem 0,1 n. HCl angegeben.

Volum.-%0 Alkokhol: 0 10 20 30 40 60 80 90
Inkubationszeit 2 St.: 15,85 15,80 15,70 15,62 15,39 1540 15,38 15,16
Inkubationszeit 22 St: 14,69 14,75 14,48 14,26 13,62 13,04 1241 1275

1 Barendrecht, Rec. Trav. Chim. P. B. 89, 1; 1920.
2 Marshall, J1 Biol. Chem. 17, 351 und zw. 360; 1914.
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Nach N. N. Iwanoff! ist Urease in 959%oigem Alkohol unléslich, aber
noch wirksam. Einen Versuch mit 30 Volum.-°/0 Alkohol haben auch D. D.
van Slyke und Zacharias angestellt; sie berechnen daraus, dass die beiden
Konstanten ¢ und d der van Slykeschen Formel (vgl. S. 368 und TI I,
4. Kap. B.) erniedrigt werden, und zwar d um 50°%o, ¢ nur um 29°%bo.

Aceton verhilt sich gegeniiber Urease ungefihr wie Athylalkohol.

B. Kinetik.
1. Reaktions-Stufen und zeitlicher Verlauf.

Bevor wir auf die Formeln eingehen, welche fiir den zeitlichen Verlauf
der Urease-Wirkung angegeben worden sind, missen wir nochmals den schon
einleitungsweise S. 335 erwihnten chemischen Vorgang der enzymatischen
Harnstoff-Spaltung besprechen.

Zunichst konnen wir aus den Erfahrungen der chemischen Kinetik,
besonders beziiglich der Verseifung der Ester zweibasischer Ssuren den
Schluss entnehmen, dass der Harnstoff nicht beide Amid-Gruppen gleich-
zeitig gegen OH austauschen wird, dass also die Hydrolyse nicht in einem
Stadium nach dem Schema verlduft:

H,N.CO-NH, + 2H,0 - HO-CO-OH + 2 NH, = CO, (NH,),

Vielmehr haben wir anzunehmen, dass die Reaktion, wie immer in #hn-
lichen Fillen, in zwei Stufen verlduft, von denen hier die Bildung von
Ammoniumcarbamat die erste ist: :

H,N.CO-NH, + H,0-H,N-CO-ONH,, (1)

welcher dann die Spaltung nachfolgt
H,N-CO-ONH, + H,0 - CO,(NH,), 2)

Es wiirden also nur noch die Fragen zu beantworten sein a) mit welchen
relativen Geschwindigkeiten die beiden Vorginge verlaufen und b) welche
der beiden Reaktionen von der Urease katalysiert wird, wenn nicht Unter-
suchungen der nicht-enzymatischen Harnstoffspaltung Tatsachen ergeben
hitten, welche hier zunichst eine kurze Besprechung erfordern.

Gestiitzt auf eine #ltere Untersuchung von J. Walker und Hambly
(1895) hatte Fawsitt? 1902 gezeigt, dass die Hydrolyse des Harnstoffs durch
Sauren, Alkalien oder kochendes Wasser nicht als einfache Hydrolyse ver-
lauft, sondern dass als 1. Stufe bzw. als Zwischenprodukt Ammonium-
cyanat auftritt, welches hierauf zu Ammoniumecarbonat hydrolysiert wird,
gemiss den auch durch E. A. Werners Arbeiten (1918—1920) gestiitzten

Formeln:
H,N-CO-NH,—»HN CO + NH,
und HN CO + H,0— NH; + CO,.
!'N. N. Iwanoff, Biochem. Zs 150, 108; 1924. — Siehe auch Bayliss, Jl of Physiol.
50, 85; 1915. — Jacoby, Biochem. Zs 158, 334; 1925,

* Fawsitt, Zs physik. Chem. 41, 601; 1902. — Burrows und Fawsitt, JI Chem.
Soc. 105, 609; 1914,
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Kirzlich (1923) hat nun Fearon! auch nach der Einwirkung von
Urease auf Harnstoff Cyansdure als Silbersalz aus der Losung isolieren
konnen; im Verlauf der enzymatischen Reaktion erreicht die Menge nach-
weisbarer Cyansiure bald ein Maximum. Allerdings sind die Mengen Cyanat
im Verhiltnis zum angewandten Harnstoff nur klein (0,1 g Silbercyanat aus
11 5%oiger Harnstofflosung). Die Griinde, welche Fearon fir die Annahme
beigebracht hat, dass die kleinen Mengen Cyansédure nicht ein Nebenprodukt,
sondern das Zwischenprodukt der Gesamtreaktion sind, scheinen dem Verf.
nicht beweisend, und ich kann also der Auftassung, dass die Urease ein
dissoziierendes Enzym ist, welches der Harnstoff nach der Formel spaltet:

HN:C:0
HN: c/ |
NH NH,
nicht beistimmen, besonders nachdem Mack und Villars? gezeigt haben,
dass bei der Einwirkung von Ureasen auf Harnstoff Ammoniumeyanat neben
Ammoniumcarbonat entsteht (vgl. auch S. 354).
Mack und Villars haben an eigene, bemerkenswerte Versuche eine
Kritik angeschlossen, welche die Sachlage gut beleuchtet:
A 0)
H,N.CO-NH, —— HN: c<|
NH,
o - 1
li

H,N.CO.ONH, &<—= HN:CO

o @ C1| -+ NH,
J HO(‘N
| &> 1D

0O, (NH,), — = (NH,JOCN

H

P

E

Der Ubergang des Harnstoffs in Ammoniumcyanat durch die Reaktionen
A B CD ist sehr langsam. Von den vier Teilvorgingen verlauft D (als ein-
fache Neutralisation) sehr schnell. Auch A und C, tautomere Umlagerungen,
gehen wahrscheinlich schnell vor sich. Somit bleibt B als diejenige Reaktion
tibrig, deren Geschwindigkeit diejenige des Totalumsatzes 4 B C D bestimmt.
Indessen kann B nicht die durch die Urease katalysierte Reaktion sein, denn
1. wird mit den Versuchen von Mack und Villars die entgegengesetzte
Reaktion: Cyanat — Harnstoff durch das Enzym nicht katalysiert und 2. sind
die Reaktionen E und FJ langsamer als B (nach den Ergebnissen von
Walker-Kay und von Werner). Somit kann die Urease keinen Teilvorgang

! Fearon, Biochem. J1 17, 84; 1923.
* Mack und Villars, J1 Amer. Chem. Soc. 45, 505; 1923.
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der Kette A BC D katalysieren. Das Stadium E scheidet (in der Reihe
ABCDE) aus, da B viel langsamer verlduft als die gemessenen Umwandlungs-
geschwindigkeiten Harnstoff = Ammoniumkarbonat in Gegenwart von Urease.
J verlduft zwar beinahe augenblicklich in saurer Losung, aber sehr langsam
in neutraler oder alkalischer Losung. Der Vorgang I’ muss, wenn er tber-
haupt eintritt, nach Walkers und Kays Versuchen sehr langsam verlaufen.
Die Reihen A BCDE und A BCDFJ sind damit ausgeschlossen. Nun ist
H als ausserordentlich langsame Reaktion bekannt, und da FE sehr langsam
ist, so sind die beiden Ketten H F E und H G C D E, welche beide H und E
enthalten, unmogliche Vorginge. ... ,Wir sind nun beschrinkt auf die
Moglichkeiten A B G J und HJ. Es ist aber bereits gezeigt worden, dass B
nicht die katalysierte Reaktion ist und jede andere Stufe von 4 B G J ist
wegen der ausserordentlichen Langsamkeit von B ausgeschlossen.“

Es bleiben nun die Stufen H und J iber. Mack und Villars haben
nun an 0,1 mol. Harnstofflossung und 0,1%0 Urease bei.25° die Harnstoff-
spaltung nach der Stufe HJ mit der Methode von Fosse verfolgt und gleich-
zeitig den Einfluss der Urease auf die Bildung von Ammoniumcyanat studiert.
Wihrend nun Armstrong und ‘Horton behaupteten, dass Urease die
Bildung von Cyanat hindert, fanden die amerikanischen Autoren, dass die Um-
wandlung Harnstoff & Ammoniumkarbonat von der Bildung von Ammonium-
cyanat begleitet wird, welche vermutlich unbeeinflusst von Cyanat verlduft.

Die Geschwindigkeit der Reaktion Ammoniumcarbamat - Ammonium-
‘carbonat verlduft nach einer von Faurholt! in Bjerrums Laboratorium

ausgefiihrten Untersuchung in schwach saurer Losung in weniger als einer
Sekunde.

Auch in annihernd neutraler Losung (beim Wirkungsoptimum der
Urease, pH = 7,4) ist die Zersetzungsgeschwindigkeit noch gross, es wird aber
ein Gleichgewichtszustand erreicht, welcher vorwiegend Carbonat enthilt.
Dass die Urease die Stufe J nicht beeinflusst, hat schon Bayliss gezeigt.

Aus den Versuchen von Yamasaki? — die freilich analytisch noch
verfeinert werden miissen — zeigt sich, dass Carbamat als Zwischenprodukt
bei der enzymatischen Harnstoffspaltung gebildet wird; die Carbamatkonzen-
tration erreicht im Verlauf der Harnstoffspaltung ein Maximum und nimmt
dann wieder ab.

Als Folgerung aus obiger Uberlegung ergibt sich, dass es die Stufe
H oder h ist, welche von der Urease beschleunigt wird. Ammonium-
cyanat wird auch bei der enzymatischen Harnstoffspaltung als Nebenreaktion
gebildet.

! Faurholt, Zs anorg. Chem. 120, 85; 1921. — Siehe auch Fenton, Proc. Roy. Soc.
39, 386; 1886.
2 Yamasaki, Sc. Rep. Tohoku. Univ. 9, 97; 1920.
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Die enzymatische Reaktion
Harnstoff 2 Ammoniumcarbamat
ist reversibel; wir werden auf die Synthese noch besonders zuriickkommen.
Den nun zu besprechenden kinetischen Untersuchungen muss noch
folgende Bermerkung vorausgeschickt werden. Bei den meisten der hier in
Betracht kommenden Untersuchungen wurde die Harnstoffspaltung durch die
Messung des aus der Harnstofflosung nach Zusatz von Soda oder Pottasche
austreibbaren Ammoniaks nach der Methode von Folin (vgl. Methodik S. 372)
verfolgt. Es fragt sich nun, was dabei bestimmt wird.

a) Ohne weiteres wird freigemacht:
1. Das gesamte Ammoniak des Ammoniumcarbonats,
2. das Ammonium des Ammoniumcarbamats,
3. das Ammonium des als Nebenprodukt gebildeten Ammonium-
cyanates.

b) Nach sekundérer Einwirkung der alkalischen Losung

4. das aus der NH,-Gruppe des Carbamats stammmende Ammoniak,
5. das durch Umwandlung des Cyansdurerestes freiwerdende Ammoniak.

Die unter b) angegebenen Ammoniakmengen entstehen nicht augen-
blicklich, und ob sie im Verlauf des Luftdurchleitens quantitativ gebildet
werden und in die vorgelegte Schwefelsiure iibergehen, hidngt von den
speziellen Versuchsbedingungen ab.

Jedenfalls stammt aber die in jeder Probe gefundene

Ammoniakmenge aus verschiedenen Reaktionsstadien her, und
dies darf bei der genauen, rechnerischen Verwertung der gefundenen Zahlen
nicht tbersehen werden.
A Da die Umwandlung Ammoniumcarbamat — Ammoniumcarbonat bei
der fir Urease optimalen Aciditdt recht rasch verlduft, wird man im allge-
meinen keine grossen Fehler begehen, wenn man die gefundene Ammoniak-
menge mit dem nach Stufe H (oder h) zersetzten Harnstoff proportional setzt.
Weitere Priifungen sind aber erforderlich.

Der zeitliche Verlauf der Harnstoffspaltung.

Die ersten Versuche, eine Einsicht in das zeitliche Fortschreiten der
Reaktion zu gewinnen, verdankt man Moll!. Etwa ein Dezennium spiter
haben Armstrong und seine Mitarbeiter? einen Anschluss des Reaktions-
verlaufes an die fiir monomolekulare Reaktionen giiltige Formel gesucht, aber
nicht gefunden. Da wir nunmehr wissen, dass einfache Beziehungen nicht
zu erwarten sind, wenn wir nicht die Urease durch Konstanthaltung der

1 Moll, Hofm. Beitr. 2, 344; 1902.
2H. E. Armstrong und Horton, Proc. Roy. Soc. B. 85, 109; 1912 und 86, 561;
1913. — H. E. Armstrong, Benjamin und Horton, 86, 328; 1913.
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optimalen Aciditiat durchweg auf das Maximum ihrer Wirksamkeit einstellen,
so lassen sich die genannten Arbeiten in kinetischer Hinsicht nicht mehr ver-
werten, und wir gehen gleich zu den Untersuchungen D. D. van Slykes
und seiner Schiiler iiber, welche den Einfluss der Wasserstoffionen-Konzen-
tration berticksichtigt haben. Besondere Massregeln zur Aufrechterhaltung
einer bestimmten Aciditat sind ja bei dieser Enzymreaktion um so notwen-
diger, als. die Losung mit fortschreitendem (irad der Harnstoffspaltung immer
ammoniakreicher und also um so alkalischer wird; so @nderte sich pH z. B.
in einer 5%oigen Harnstofflosung nach Zusatz von Enzym von 6,5 bis 9,3
(van Slyke und Zacharias, S. 184).

,Durch Zuftigen einer Mischung von primérem und sekundérem Phosphat
in Mengen, welche im Verhiltnis zum gebildeten Ammoniak gross sind, kann
der Einfluss des letzteren auf die Aciditit der Losung gegen die alkalische
Seite hin fast vollstindig! aufgehoben werden. Unter diesen Bedingungen
beeinflusst Ammoniak die Reaktionsgeschwindigkeit nicht.“

1/-molekulare Phosphat-Konzentration.

05m, Na,HPO, . . . . . . . . 70ccm | pH zu Anfang . . . . . . . . . 697
05m KH,PO, . . . . . . . . 30 , pH nach 260 Minuten . . . . . . . 7,16
10%oige Urease-Losung . . . . . 1 , Temperatur. . . . . . . . . . . 20°
Harnstoff . . . . . . . . . . 1lg
Minuten “1n. NHgXper Liter M“ﬂerljege)s{c:h:vmdlg 10%t log a-a—x (ber. Buler)
7 3,4 0,48 21
14 6,8 0,48 22
25 12,2 0,48 22
33 15,2 0,46 22
55 26,4 0,48 25
66 98,7 0,44 22
85 39,7 047 | 26

,Das Enzym — schreiben van Slyke und Zacharias (S. 190) —
zersetzt wihrend eines erheblichen Teiles des Reaktionsverlaufes per Minute
die gleiche Menge Harnstoff, und die Geschwindigkeitskurve wird eine gerade
Linie.“ ,Diese Beziehung bleibt aber nicht bestehen, bis der gesamte Harn-
stoff zersetzt ist, sondern nur so lang er sich in geniigendem Uberschuss
befindet.

Wir fiithren ferner eine Versuchsreihe von Barendrecht (Rec. 39,1,
und zwar 15, 1916) an, die allerdings mit der sehr geringen Harnstoffkonzen-
tration 0,02%0 angestellt ist (um pH konstant zu halten); deshalb sind die

! Die vollige Ausschaltung des Einflusses der fallenden h ist aber nur méglich, wenn
man sich, wie van Slyke getan hat, auf kleine Harnstoffkonzentrationen (unter 0,2 m.) be-
schriinkt und hohe Pufferkonzentrationen (0,5 m. PO,) verwendet; in spiiteren Arbeiten waren
diese Bedingungen nicht immer eingehalten. Bei Verwendung hoher Konzentrationen von
Phosphatpuffer ist aber die hemmende Wirkung des PO,-Ions zu beachten.
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Fehlergrenzen der Werte der Spalte 2 zu gross, um eine genaue Priifung der
Formel zuzulassen.

3 g Soja in 100 ccm mit 7,28 g Na,HPO, 2 aq + 2,32 g KH,PO,. — 50 ccm des Filtrates ge-
mischt mit 100 ccm H,0 + 1,92 g Na,HPO, 4 7,68 g KH;PO,. Temperatur 27°. pH = 6,13.

Minuten 0,02 n. NH, korr. x k-10* = 10%/t log 2 m (Barendrecht)
ccm a—Xx

60 | 0,6 0,15 11,8 0,00090

90 0,8 0,20 10,8 82
120 1,0 0,25 10,4 79
150 1,25 0,31 10,7 82
180 1,45 0,36 10,8 82
210 1,7 0,425 11,4 87
240 1,85 0,46 11,1 84
270 21 0,525 12,0 90
315 2,2 0,55 11,0 83
370 | 24 0,60 | 10,7 | 81

Wir geben von den zahlreichen Versuchen Barendrechts noch einen
zweiten an, der bei optimaler Aciditit angestellt ist (Tab. 9, S. 16).

0,75 g Soja in 100 cecm mit 7,28 g Na,HPO,, 2 aq + 2,32 g KH,PO,. — 50 ccm des Filtrates
gemischt mit 106 cem H,0 + 8,64 g Na,HPO,, 2 aq + 0,96 g KH,PO,. pH = 7,21.

Minuten 0,02 n. NH; korr. x k- 104 m (Baren-
ccm drecht)
20 0,95 0,238 60 0,00060
40 1,70 0,425 60 58
60 2,30 0,575 62 57
80 2,78 0,695 64 57
100 3,15 0,788 67 57
120 3,45 0.86 71 58
150 3,65 0,91 70 55
180 3,75 0,94 68 52
210 3,90 0,975 76 56

Bei Versuchen mit pH = 7,52 und 7,64 sowie 7,75 fand Barendrecht
Werte fiir x, aus welchen sich zeitlich ziemlich stark ansteigende Reaktions-
koeffizienten 1. Ordnung ergaben.

Die Geschwindigkeits-Konstanten m der letzten Spalte in den beiden letzten Tabellen
beziehen sich auf die von Barendrecht aufgestellte Formel:

SLL PR —mt
0434 8 T—x Tax=mt
in welcher bedeutet: ¢ die Konzentration der Wasserstoffionen (g in 100 ccm)
n den Absorptionskoeffizienten der Wasserstoffionen (1 g H' absorbiert

n-mal mehr Strahlung als 1 g Harnstoff).

Diese Formel ist abgeleitet unter der Annahme, dass die aktive Urease (wie auch andere
Enzyme) eine Strahlung aussendet, welche in einem gewissen- Abstand vom Enzymmolekiil
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wirksam ist und sowohl vom Substrat! als von den Wasserstoffionen absorbiert wird. Da
bisher keine Tatsachen vorliegen, welche es wahrscheinlich machen, dass Enzyme sich beziig-
lich einer eventuellen Kmission von Strahlen anders verbalten als andere organische Kataly-
satoren, so kann ich die Theorie von Barendrecht einstweilen nicht als geniigend begriindet
ansehen; ich verweise iibrigens auf das im 1. Teil der 3. Auflage dieses Buches Gesagte.

Was die Konstanz der Reaktionskoeffizienten 1. Ordnung k=1/tlna/a—x
betrifft, so weichen die oben angegebenen Versuche nicht sehr stark von der
Forderung der Theorie ab.

Das gleiche gilt z. B. fiir die folgenden Versuche von Yamasaki
(1920, S. 119). Die k-Werte sind mit natiirlichen Logarithmen berechnet?.

Totalvolumen: 100 cem. Temp. 25°% Harnstoff-Konzentration = 0,0200. g-Urease = 0,05 g.

a b
Minuten Harnstoff-Konz. k- 10¢ Minuten Harnstoff-Konz. k-10¢

0 0,02000 - 0 0,02000 —
45,5 0,01892 12,0 45,9 0,01864 15,5
96,6 0,01624 21,6 96,2 0,01776 12,4
157,5 0,01574 15,2 158,0 0,01586 14,7
217,5 0,01444 15,0 216,0 0,01442 15,7
273,4 0,01330 14,9 273,8 0,01300 15,7
345,9 0,01238 13,9 346,0 0,01176 15,3

Bei anderen Reihen ist die Konstanz der k-Werte weniger deutlich oder
kommt gar nicht zum Vorschein. Dies ist z. B. beim ersten der folgenden
Versuche von Lovgren (1921, S. 269) der Fall.

Der theoretische Teil der Arbeit von Yamasaki verdient besondere
Erwshnung. Er betont ndmlich den stufenweisen Verlauf der Reaktion

k, k,
H,N.CO-NH, —— H,N.CO,NH, —— CO4(NH,),
M, M, M,

Bezeichnet man mit a—x, die Konzentration von M; zur Zeit t

n Xy 4 » » M2 » » b
und mit k; und k, die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten, so erhélt

man durch Integrierung der Differentialgleichungen

dx dx
d—tl =k, (a —x) und Tif =k, (a —x,)
die Ausdriicke, welche gestatten, Cyp, Cy, und Cy, zu bestimmen, wenn ki,

k, und a bekannt sind.

! Siehe auch Barendrecht, Zs physik. Chem. 40, 456; 1904 und Biochem. J1 7,
559; 1913.

2 Yamasaki puffert mit Ammoniumcarbonat bzw. mit einem COpStrom (wie friiher
Armstrong).
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Ink, —Ink,
Wenn t = —W’
so hat Cy, sein Maximum und Cy, die Inflexion. Die Konzentration von M,
wird vernachlédssigt werden konnen, wenn t sich O nihert.
Die Konzentration des durch die Reaktion gebildeten Ammoniaks ist

offenbar gegeben durch die Formel:
Cnm, = Cu, + 2 O,
daher ist der zeitliche Verlauf der NH,-Bildung
dCnm, _ dCy, d Oy,
dt dt dt ’
Fir eine eingehendere Priifung dieses Ansatzes reichen die vorliegenden
Versuchsdaten noch nicht ganz aus, besonders weil auch noch die Konzen-

tration des Cyanations ermittelt werden muss; es ist aber wiinschenswert,
dass das experimentelle Material in dieser Hinsicht bald erginzt wird.

+2

Ich fiibre schliesslich noch einige Versuche von Lovgren (1921, 8.269) an:

5 cem 1 mol. Phosphatmischung + 4 cem 0,25 n. Harnstoff + 1 cem Enzymlésung. Totalvolumen
somit 10 ccm. Temperatur 170 (Harnstoff-Konzentration 0,1 Mol. per Liter.)

E,
]
Minuten | Nos | Max. NHy |y ak pH c
mg mg

15 7,21 34,06 69 34 7,0 28
30 13,95 34,06 76 38 715 | 31
45 20,38 34,06 88 44 728 | 38
60 26,47 34,06 109 54 741 | 49
37

F,
15 8,06 68,12 ‘ 37 | 87 702 | 23
30 15,53 68,12 31 | 37 718 | 24
45 2291 68,12 38 | 38 731 | 24
60 28,57 68,12 59 | 39 747 | 25
Mittel: 88 24

Zum Teil mogen die steigenden k-Werte mit der Inkonstanz der Aciditét
(siehe vorletzte Spalte) zusammenhingen.
Die letzte Spalte der beiden Tabellen enthdlt die Konstante ¢ der
Formel von D.D. van Slyke
1 (1 a x)

C a—Xx

E = Enzymkonzentration, ¢ = Greschwindigkeit der Enzymbindung,
a = Substratkonz. am Anfang, d= " ,» Substratzersetzung.
a—x = Substratkonz. zur Zeit t,

[Siehe I. Teil, 4. Kapitel, Formel (24).]
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Wie im I. Teil ausfiihrlicher besprochen, hat van Slyke, wie friiher
Adrian Brown, die Annahme gemacht, dass die Bindung zwischen dem
Enzym und seinem Substrat eine gewisse messbare Zeit erfordert, welche
neben der Zeit der Substratspaltung fiir den Gesamtverlauf der Reaktion in
Betracht kommt. Wir werden aber auch in dem speziellen Fall der Urease-
spaltung sehen, dass gegen die von van Slyke vorgeschlagene theoretische
Behandlung schwerwiegende Einwinde gemacht werden konnen.

Einfluss der Harnstoffkonzentration.

Zahlreiche é&ltere Versuche (Marshall, Armstrong und Horton,
auch einige Serien von van Slyke und Cullen) sind ohne Puffer und teil-
weise bei nicht konstantem pH angestellt; bei anderen war die Aciditit
einigermassen konstant, indem das auftretende Ammoniak wihrend der ganzen
Reaktion durch einen CO,-Strom neutralisiert wurde (Armstrong, Benja-
min und Horton); dies entspricht gewissermassen einem Ammonium-
carbonatpuffer.

Berechnet man aus der Tabelle C (S. 33) der letzteren Forscher die
Reaktionskonstanten 1. Ordnung k fiir die Zeit 30 Minuten, so erhélt man
folgende Werte:

Harnstoff-Konz. a k-10* a-k-10*
0,2 150 30
0,5 35 17,5
1,0 18 18 (Mittelw.)
2,0 6,5 13
5,0 3 15

Der Reaktionskoeffizient 1. Ordnung k féallt also mit steigender
Harnstoffkonzentration. Im vorliegenden Fall ist a-k von der Konzen-
tration a = 0,5 an einigermassen konstant!. Das Bereich der Konstanz von
a-k hingt, wie wir spiter sehen werden, von der anwesenden Enzymmengo
und einigen anderen Umsténden ab.

Andere diesbeziigliche Versuche ohne Puffer findet man bei van Slyke
und Cullen (S. 143 und 144).

Aus der Tabelle S. 143 entnehmen wir:

Harnstoffkonzentration, a in %0 . . . . . 1 2 3 4 5 10 20 40
In 15 Min. bei 20° %o Harnstoff zersetzt . . 306 155 96 76 61 30 11 04
a X %o zersetzt Harnstof . . . . . . . 306 31 238 304 305 30 22 16

Bei 1—10°0igen Harnstofflésungen wire also auch hier a-k konstant.
Weitere Versuche bei Wester? und Lovgren (1921, S. 245).

! Die Salzwirkung des Ammoniumcarbonats macht sich hier auch geltend.
2 Wester, Ber. d. Dtsch. pharm. Ges. 30, 163; 1920.
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Grosseres Interesse bieten natiirlich die Versuche, bei welchen die Kon-
stanz der Aciditidt durch Puffer eingehalten und durch pH-Messungen garan-
tiert wurde.

Hier sind zunichst die folgenden Ergebnisse von van Slyke und
Cullen (S. 146) anzufiihren:

1 cem Enzymlosung (1°/0) 4+ 5 cem 1 mol. Phosphatmischung 4+ 4 cem Harnstofflosung wech-
selnder Konzentration. Gesamtvolumen 10 ccm. Temperatur 20°. Reaktionszeit 60 Minuten.
pH etwa 6,8-6,9. E =0,1.

1 2 G 4 | 5 | 6 7 8
Har n/ieo-NH;  |Harnstoff- NH; 0,4843 ¢ =

arn- 4

konzen- k-10 d a
stoff- a x tration a x 1 a a-k-10Y] d |§E—x log a—x
konz. | Max. |gefund.| po) " pro | Max. gefund.| + log ——

% | cem | cem Liter g g van Slyke %igﬁ{};
0,0375] 12,5/ 58 | 0,00625 | 2,13| 0,99 45 0,27 0,055 0,056
0,075 25 | 10,4 | 0,0125 4,26/ 1,77 39 0,49 58 59
0,15 50 15,5 | 0,025 8,52 2,64 27 0,67 53 54
03 100 | 21,2 | 0,05 17,03 3,60 17,3 0,86 52 55
0,6 200 | 248 | 01 34,06/ 4,22 9,6 0,96 51 48
1,2 400 | 27,0 | 0,2 68,12 4,59 5,0 1,01 52 39
2,4 800 | 285 | 04 136,24| 4,85 2,6 1,04 52 33
48 1600 | 31,0 | 0,8 272,48 5,27 14 1,13 5,17
9,6 3200 | 31,0 | 1,6 544,96| 5,27 0,7 1,12 5,17

Betrachten wir die aus den gemessenen NHj;-Mengen berechneten
k-Werte, so sehen wir, dass dieselben auch im Gebiet der kleinsten Harn-
stoffkonzentrationen nicht konstant sind. Von etwa 0,1 n. Harnstoff an finden
wir a-k-10* rund 1,0; auf diesen letzten Wert kommen wir noch zuriick.

Die drei letzten Spalten der Tabelle beziehen sich auf die Theorie von
van Slyke. Zunichst finden wir d angegeben und hierauf (in der vorletzten
Spalte) die von van Slyke und Cullen berechneten Werte 0,4343-c. Ohne
zu wiederholen, was im I. Teil iiber die van Slykesche Voraussetzung als
Grundlage einer allgemeinen Theorie der Enzymreaktionen gesagt wurde, sei
hier nur darauf hingewiesen, dass — worauf Barendrecht (Rec. 39, S. 3)
aufmerksam machte — der Ausdruck 0,4343 c keineswegs eine gute Konstanz
aufweist, sondern schon im Gebiet missiger Harnstoffkonzentrationen, 0,1 n.
bis 0,4 n., bei richtiger Rechnung erheblich fillt.

Aus Messungen von Barendrecht (L. c. S. 45) ersieht man ebenfalls
das Konzentrationsgebiet des Harnstoffs, in- welchem unter gleichen Umstéinden
in gleichen Zeiten gleiche NH;-Mengen entwickelt werden. Ich gebe folgenden
Auszug:
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cem 0.02 n. NH;, gebildet in 120 Minuten.

H“‘““;’/if'Km' pH—668 | pH=689 | pH=714 | pH=747 | pH=810
0,03 0,58 12 1,65 32 2,9
0,05 0,90 1,7 2,5 3,45 3,2
0,08 1,3 23 2,1 4,05 3,2
0,1 1,6 2,5 3,0 415 3,4
02 2,3 34 3,55 4,65 8,7
0,5 3,3 43 41 5,0 3,8
1,0 3,9 4,65 43 5,05 3,9
2,0 4,45 5,2 45 5,15 41
40 48 5.4 4,45 5,25 3,9
6,0 4,85 5,3 4,45 445 3,65
8,0 48 5,15 4,25 4,60 8,25

Auch hier zeigt sich wie oben das Maximum der NH,-Entwicklung bei
einer Harnstoff-Konzentration von 0,05 n. bis 1 n.

Schliesslich koénnen noch die Versuche 22, 23 und 46 von Lévgren
(1921, 8. 265, 266 und 284) erwihnt werden. Letzterer Versuch sei mitgeteilt:

1 ccm Enzymlésung + 5 cem 1 mol. Phosphatmischung. Gesamtvolumen 10 cem. Temperatur 17°,

Harnstoff- "Maximum
konzentration | Minuten NH, NH, k-10* ak-10* pH ?H-
. Mittel | Optimum

Mol. pro Liter mg mg
0,0125 4 1,70 4,26 553 35 7,68 7,69
0,025 8 3,58 8,52 290 36 7,62 7,62
0,05 8 3,86 . 17,03 139 35 7,50 7,55
0,1 8 4,13 34,06 70 35 7,50 7,48
0,2 8 4,24 68,12 35 35 7,39 7,41
0,4 8 4,33 136,24 17,5 35 7,30 7,35
0,8 8 440 272,48 8,8 35 7,30 7,27
1,6 8 4,46 545 44 35,5 7,20 7,20

Hiernach wire das Bereich der Konstanten a -k noch grosser als nach
van Slykes Messungen; ob die Grenze tatséchlich bis etwa 0,016 n. geht,
wird noch weiter zu priifen sein.

Aus dieser vorliufig angenommenen Zahl wiirde sich fiir die Affinitdtskonstante Ky der
Urease zum Substrat berechnen, wenn [ ] die Kouzentrationen bedeuten:

[Enzym- Substrat] 1

[Enzym| [Substrat) ~ 0,008 125.

KM =

Da wir aber iiber die Mitwirkung des Co-Enzyms und sonstiger Aktivatoren noch nicht
geniigend unterrichtet sind, sei der genannte Wert mit allem Vorbehalt mitgeteilt.

Die von van Slyke und Zacharias gefundene Tatsache, dass sich das pH-Optimum
der Harnstoffspaltung etwas mit der Harnstoffkonzentration verschiebt, ist S. 343 bereits er-
withnt worden.
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Marshall (J] Biol. Chem. 17, 1913) konnte zuerst! zeigen, dass auch
bei Urease in gewissen Grenzen die Beziehung gilt: Die zu einem be-
stimmten Umsatz erforderliche Zeit t ist der Enzymkonzentra-

Hans v. Euler,

Einfluss der Enzymkonzentration.

tion [E] der Losung umgekehrt proportional, also
t [E] = konst.

Als Beleg sei ein Auszug aus der Tab. 1 von Marshall (S. 353) angefiihrt:

Enzymkonz. Minut /o Harnstoff gespalten
inuten
cem 10 ccm 1%oige Harnstofflosung | 10 cem 0,5%0ige Harnstofflosung
5 16,0 53,3 92,7
4 20,0 53.2 93,1
3 26,0 52,6 94,1
2 40,0 52,0 94,0
1 80,0 51,2 92,9

Den Tabellen IV—VI van Slykes und Cullens entnehme ich die

folgenden Zahlen, geltend fiir 20° und a = 40.

0,03%0iges Ureasepriiparat

0,3%0iges Ureasepriparat

. 0,4343 ¢ 0,4343 ¢
_ .10¢ ’ i _ . 10* ’
Minuten | a—x | k-10 (van Slyke) Minuten a—x | k-10 (van Slyke)
" 60 35,80 8,0 0,0527 20 25,92 94 0,0577
120 31,60 8,1 0,0557 30 19,78 102 0,0603
186 27,90 8,4 | 0,0520 40 14,94 107 0,0600
240 25,16 84 0,0500 51 10,80 111 0,0601
300 21,92 8,7 ‘ 0,0503 60 | 802 116 0,0593
360 18,90 9,0 ‘ 0,0513 75 4,88 122 0,0586
420 16,30 9,0 0.0513 90 3,10 123 0,0559
’ d =473 d=35,12
0,1%/oiges Ureasepriparat
. 0,4343 ¢
—_— . + ’
Minuten | a—x | k-10 (van Slyke)

30 32,76 29 0,0576

45 29,48 30 49

60 26,72 29 16

90 21,10 31 04

120 16,60 32 16

150 12,46 34 27

180 8,70 37 27

225 546 | 38 50

255 3,66 40 76

| d=517

! Proportionalitit zwischen Grosse der Ureasewirkung und Bakterienmenge hat 1913

Viehoever [Zbt. Bakt. (II) 39, 209] in Kulturen von Urcbakterien gefunden.
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Vergleichen wir die fiir den halben Umsatz giiltigen Konstanten
(a — x = 20), so ergibt sich:

k. 10* ’ Enzymkonz. | k-10%E
8,8 \ 0,03 293
31 0,10 310
100 0,30 333

Weitere Versuche haben Labberté (Pharm. Weekbl. 1915) und Wester (Chem.
Weekbl. 13; 1916 und 16, 1442; 1919 — Ber. d. Dtsch. pharm. Ges. 30, 163; 1920) angestellt.

Schliesslich fiihre ich noch eine Versuchsreihe aus meinem Laboratorium
{Lovgren) an.

Phosphat in der Reaktionsmischung 0,2 m. Temperatur 18°.

. Harnstoff- | Reaktionszeit| Max. NH;| NH, pH ak
Reihe Enzym . - -
konzentr. Minuten mg mg vor ! pach |Mittel| E
[
A, | 1cem E/18 |0,00625m. 27 2,13 0,56 7,68 | 7,75 | 1,71 | 27,6
A, |1 , E/6 ” 9 2,13 0,59 7,68 | 7,76 | 1,72 | 29,4
A; |1, E2 " 3 2,13 0,59 7,66 | 7,74 | 7,70 { 29,4
B, {1 , E/18 | 0,05 m. 27 8,52 0,68 7,50 | 7,57 | 7,54 | 29,6
B; |1, Es6 " 9 8,52 0,74 7,50 | 7,58 | 7,54 | 324
B; |1, E2 " 3 8,52 0,72 7,50 | 7,58 | 7,54 | 81,6
¢, |1, E/I18| 08 m. 27 272,54 0,87 7,20 | 7,26 | 7,23 | 36,8
C. |1, E/6 - 9 272,54 0,92 7,20 | 7,271 7,23 | 89,2
C |1 , E2 ” 3 272,54 0,29 7,20 | 727 | 7,23 | 37,8

Enzym: frisch (10:100, 1 Stunde), in A;, B;, C; unverdiinnt, in A,, B,, C, dreifach
verdiinnt, in A;, B, C, neunfach verdiinnt.

Zusammenfassend konnen wir sagen, dass die vorliegenden Zahlen-
resultate in einem anscheinend ziemlich grossen Gebiet eine
so vollstindige Proportionalitat zwischen Enzymkonzentration
und Reaktionsgeschwindigkeit zeigen, als man gegenwirtig, wo die
Einflisse der Salze und Aktivatoren noch nicht geniigend aufgeklirt sind,
erwarten kann.

Umkehrbarkeit der enzymatischen Harnstoffspaltung.

Nachdem die Ureasewirkung lingere Zeit als nicht umkehrbar gegolten
hatte!, war Barendrecht (1920, S. 76) der erste, welcher — auf Grund
seiner eigenen verdienstlichen Experimente — die Umkehrbarkeit der enzy-
matischen Harnstoffbildung erkannt hat: ,Diese Versuche zeigen deutlich,
dass ein kleiner Teil des Ammoniumcarbonats durch die Wirkung der Urease

! Siehe hierzu Bayliss, Brit. Assoc. Repts 85, 687; 1915, — Kiesel, H. 75, 169;
1911. — Jacoby, Biochem. Zs 74, 93 u. zw. 96; 1916.

v, Euler, Chemie der Enzyme. II. Teil. 2. Abschnitt. 24
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verschwindet, und dass dieser Teil proportional der Menge der anwesenden
Urease ist.“ Der von Barendrecht beobachtete Effekt war allerdings klein.

Die Kritik, welche gegen den von Barendrecht gezogenen Schluss
gerichtet wurde?, ist durch die spiteren Untersuchungen widerlegt worden.
Bevor wir das in ureasehaltigen Losungen eintretende Gleichgewicht betrachten,
muss erwidhnt werden, dass Lewis und Burrows schon 1912 gezeigt hatten,
dass in einer auf 77° erhitzten (natiirlich enzymfreien) Losung von Ammonium-
carbamat oder Harnstoff nach 95 Tagen ein Gleichgewicht statthat, welches
1% Harnstoff neben 99°%o Carbamat-Carbonat enthélt. Neuerdings (1921)
ist der Badischen Anilin- und Sodafabrik ein Verfahren patentiert worden,
durch welches bei 135—140° unter 15 Atm. Druck in der Ammoniumecarba-
matschmelze bis 25°0 Harnstoff auftreten.

Bei Zimmertemperaturen stellen sich aber die Gleichgewichte ohne
Katalysatoren ausserordentlich langsam ein? so dass hier ein Einfluss des
Enzyms deutlich hervortreten kann.

In zwei Untersuchungen aus dem Jahr 1923 wurde nun, wie es scheint
einwandfrei, die Bildung von Harnstoff durch Urease nachgewiesen.

Mack und Villars® wiesen die Bildung von Harnstoff durch die
Xanthydrol-Reaktion von Fosse nach, durch welche Dixanthyl-Harnstoff als
Niederschlag entsteht. Sie untersuchten die Synthese bei 55° (der Optimum-
Temperatur fiir Urease) und bei 25¢. Thre Losungen enthielten die beiden
Ammoniumsalze in folgenden Normalititen:

Carbonat Carbamat Sumine
Losung 1T . . . 5,466 4,864 10,330
Losung IIT . . . 5,133 6,091 11,224

Damit wurden folgende Ergebnisse erzielt:
Reaktion bei 55°

Losung II Losung 111
Niederschlag von Dixanthylharnstoff Niederschlag von Dixanthylharnstoff
Stunden Keine Ufease 0,1 "/Z Urease r‘ Stunden Keine Urease 1% yUrease‘
0,33 0,0000 0,0000 ! 0,5 0,0000 0,0098
1,5 0,0000 Spuren i 1,0 0,0000 0,0340
4,33 0,0000 Spuren | 2,0 0,0000 0,0382
27,5 0,0000 0,0164 g 4,0 0,0000 0,0382
52,0 0,0000 0,0188 f 7,75 0,0000 0,0768 (?).
98,33 0,0051 0,0314 235 Spuren 0,0544
o0 0,0937 I 47,0 0,0000 0,0513
\’ oo 0,1018

(ber. f. Gleichgewicht)
| (ber. f. Gleichgewicht)
! Mattaar, Rec. trav. chim. 39, 495; 1920 und 40, 65; 1921. — Siehe hierzu Baren-

drecht, Rec. 39, 603 und 40, 66; 1921.

* Zum Mechanismus der nichtenzymatischen Harnstoffsynthese siehe auch E. A. Werner,
J1 Chem. Soc. 117, 1046; 1920.

3 Mack und Villars, JI Amer. Chem. Soc. 45, 501; 1923.

* Kéufliches Priparat nicht bezeichneter Herkunft.
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Reaktion bei 250 (Losung II).
0,1%b Urease
Stundemn . . . . . 1,5 45 27,75 985 19725 293,25 oo (ber. f. Gleichgew.)
mg Dixanthylharnstoff 0,0 0,0 1,6 4,8 10,6 16,2 39,6

In der ureasefreien Losung trat keine Spur Dixanthylharnstoff auf.

1%0 eines kraftigen Ureasepriparates stellt somit in einer 10 norm.
Ammoniumecarbonat-Carbamat-Losung, welche etwa gleiche Teile der beiden
Salze enthilt, bei 55° in etwa 10 Stunden die halbe theoretische Gleich-
gewichtskonzentration des Harnstoffs her.

Dieses Ergebnis wurde, wenigstens qualitativ, bald darauf durch
H. D. Kay?! bestitigt. Kay kounte Harnstoff gewinnen aus Ammonium-
carbonat-Carbamatlosungen, welche aktive Urease enthielten; dies gelang
aber nicht, wenn das Enzym zerstort war, oder in Abwesenheit von Ammonium-
carbonat oder Enzym. Kontrollversuche zeigten, dass Harnstoff auch weder

vom Ammoniumecarbonat-Carbamat allein kommen konnte,
noch von der Urease allein,
noch von der Urease in Gegenwart eines anderen Ammoniumsalzes.

Es eriibrigt also fiir die weitere Forschung nur noch der quantitative

Vergleich des nicht enzymatischen und des enzymatischen Gleichgewichtes.

C. Einfluss der Temperatur und Strahlung.
1. Hitzeempfindlichkeit der Urease.

Die ersten Versuche tiber die Temperaturtoleranz gibt Moll2 an.

D. D. van Slyke und Cullen (L ¢, 8. 175) haben einen 1:5 ver-
dinnten Enzymextrakt wihrend 30 Minuten erhitzt und dann 1 cem 15 Minuten
auf 5 ccm 5% ige Harnstofflosung bei der gleichen Temperatur einwirken
lassen, wihrend in einem Kontrollversuch die nicht erhitzte Enzymlosung bei
der gleichen Temperatur zur Wirkung kam.

ccm 0,02 n. HCI zur Neutralisation des NH; verbraucht

Temperatur Vorher erhitzt Nicht erhitzt
60° 24,36 24,15
700 15,74 20,56
80° 0,85 18,8

Aus diesem, allerdings ergidnzungsbediirftigen Material wiirde sich der
Inaktivierungskoeffizient 10*-k¢ (siehe Teil I, 6. Kap.) bei 70° zu rund 40
berechnen.

Auf einen grosseren Koeffizienten, etwa kc = 125 kénnte man aus einigen von Jacoby
und Sugga? fiir die Losung eines Trockenpriparates angegebenen Zahlen schliessen.
Ein Priparat von hoher Stabilitit beschreiben Goris und Costy (C.r. 176, 412).

! H. D. Kay, Biochem. JI 17, 277; 1923.
2 Moll, Hofm. Beitr. 2, 844; 1902.
¢ Jacoby und Sugga, Biochem. Zs 69, 116; 1915,

24*
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Lovgren (1921, 8. 250) gibt folgende Versuche an:

4 Kolben mit 1 cem frischer Enzymlosung + 2 cem 0,5 m.-Phosphatmischung (pH = 7)
4+ 6 cem H,0 warden im Wasserbade 60 Minuten bei verschiedenen Temperaturen gehalten,
nach Ende dieser Zeit durch eine Kiltemischung rasch bis 17° abgekiihlt und mit 1 cem
1 m.-Harnstofflssung versetzt. Nach 60 Minuten Reaktion bei 17° wurde das Ammoniak nach
Folin bestimmt. In allen Kolben entstand wihrend der Erhitzung ein Niederschlag.

Temperatur | NH; Max. NH; K Kk Mittel
°C mg mg
50,4 1242 | 34,06 328 | ).
50,4 1217 | 3406 32,0 } 82
62 1,66 | 34,06 303 | 30
70 736 | 34,06 17,6
70 739 | 3406 17 | f18
80 019 | 3406 04 | —
80 017 | 34,06 04 | —

nicht erhitzt 12,64 34,06 33,5

nicht erhitzt | 12,85 | 34,06 34,3 } 34

Daraus berechne ich fir 70°
10* - k¢ = 486,
was mit van Slykes und Cullens Wert 40 ziemlich gut Ubereinstimmt;
indessen sind eingehendere Versuche wiinschenswert, insbesondere um den
Einfluss der Temperatur auf die Stabilitit des Enzyms und Co-Enzyms fest-
zustellen.

J. Temminck Groll! ist auf Grund einer Reihe von Versuchen an
Soja-Urease zum Ergebnis gelangt, dass die Wirksamkeit der geltsten Urease
nicht nach dem Gesetz fiir monomolekulare Reaktionen oder nach einem
anderen Zeitgesetz abnimmt, sondern dass die Kurve, welche die Abnahme
der Wirksamkeit des Enzyms mit der Zeit darstellt, einer Sinusoide gleicht.
Bei Versuchen, welche Verf. mit G. Brandting? angestellt hat, kam aber
ein derartiger Effekt zwischen 17,5° und 50° nicht zum Vorschein.

Durch die einstiindigen Erhitzungen auf 45° und 50° wurde die Wirk-
samkeit etwas (ca. 6°0) geschwicht, aber auch bei diesen Temperaturen traten
keine anderen Schwankungen ein als diejenigen, die durch die Versuchs-
fehler bedingt waren.

Nach Goris und Costy? soll die Urease aus jungen Pilzen (Boletus
edulis u. a.) gegen Erhitzen widerstandsfahiger sein, als Enzym aus alten
Pilzen.

Es kann im Zusammenhang mit oben fiir k¢ erhaltenen Werten von
Interesse sein, die Abschwichung zu berechnen, welche Onodera* bei

1 Groll, Kolleid-Zs 21, 138; 1917.

2 Euler und Brandting, Bioch. Zs 97, 113; 1919.
3 Goris und Costy, C. r. 176, 412; 1923.

* Onodera, Bioch. J1 9, 544; 1915.
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Zimmertemperatur und diffusem Licht in Ureaselosungen (unter Toluol)

gemessen hat.
Aus seiner Tabelle (S. 571) entnehme ich:

Aufbewahrung a—x k-10* k-10*
Tage (t = Tage) (Mittel)
0 100 — t = Minuten
2 97 152
5 88 256
13 55 460 0,3
20 41 446
40 25 346
52 17 341

Rechnen wir mit der iiblichen Zeiteinheit t = Minuten, so ist der Wert
fur k-10*=0,3. Vergleicht man denselben mit dem bei 70° erhaltenen
Wert 45, so fallt der fiir k¢ ungewshnlich kleine Temperaturkoeffizient auf;
mit anderen Worten, es ist wahrscheinlich, dass sich bei dem b52tigigen
Versuch noch ein besonderer zerstorender Einfluss, etwa auf das Co-Enzym
(das Onoderasche Enzym) geltend gemacht hat. Siehe Onodera, S. 586.

Schliesslich ist von Revoltella® untersucht worden, wie sich ein Trockenpriparat
der Soja-Urease beim Erhitzen auf hthere Temperaturen verhilt; bei 95° wurde das Priparat
erheblich geschwicht. Wir geben die Zahlen nicht an, da ja die Stabilitit von Enzym-
trockenpréiparaten in hochstem Grad von den Verunreinigungen, besonders aber von den Spuren
Wasser, die sie enthalten, abhiingig ist.

Nach Nakagawa wird durch Aminoséuren, Pepton, Serum und Proteine

eine Stabilisierung der Urease erreicht?2.

2. Temperaturkoeffizient der Harnstoffspaltung.
Van Slyke und Cullen geben (S. 174) die Versuchszahlen der folgenden
Tabelle an:

Enzym: 1 cem. 59oiger Harnstoff: 5 cem (250 mg, 0,7 m.). Max. NH; = 141,67 mg. Total-
volumen: 6 ccm. 15 Minuten.

Enzymlésung Temperatur NH,
mg
0 1,54
Frisch (1 Teil Sojabohnen- 10 364
meh] + 5 Teile Wasser) 20 6,09
20 1,44
Derselbe Extrakt, fiinfmal 30 2,52
verdii 40 415
erdiinnt
50 6,80
60 7,24

Daraus berechnet sich eine mittlere Steigerung der Reaktionskonstanten
fir 10° Temperaturzunahme zwischen 10° und 50° um das (rund) 1,91fache.

! Revoltella, Bioch. Zs 134, 336; 1922,
* Nakagawa, Mitt. Med. Fak. Tokyo, 28, 383; 1922.
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Mit G. Brandting hat der Verfasser! den Zuwachs der Reaktions-
geschwindigkeit zwischen 30° und 40° bestimmt. Es ergaben sich die folgenden
relativen Mengen des enzymatisch entwickelten Ammoniaks:

Temperatur . . . . . . . 30° 350 400
ccm 0,1005 n. H,80, (Mittel) . . 7,15 10,3 14,15

Fiir 10° Temperatursteigerung stieg die entwickelte NH;-Menge zwischen
300 und 40° auf das 1,92fache.

Ein etwas kleineres Verhaltnis findet Yamasaki (I ¢., S. 113), nidmlich
1,81 zwischen 15° und 35°.

Unter Annahme des Wertes 1,9 zwischen 20° und 40° berechnet sich
aus der Formel
Q___logkg/kl-Tl-T2-R

0,4343 (T,—T,)
Q = (rund) 12000.

Einfluss der Strahlung auf die Urease.

An der von Onodera gemessenen Inaktivierung gelster Urease bei
Zimmertemperatur (vgl. S. 367) hat vielleicht auch das diffuse Tageslicht mit-
gewirkt.

Eine Angabe, dass Urease (wie {ibrigens die meisten Enzyme) durch
langdauernde (50 stiindige) Belichtung im Sonnenlicht geschwicht wird, macht
Wester (Pharm. Zentralhalle 57, 423; 1916).

Pincussen und Kato? haben einige orientierende Versuche iiber den
Einfluss des Sonnenlichtes und des ultravioletten Lichtes einer Quecksilber-
lampe mitgerteilt.

Bei ihren Versuchen war fiir konstante Temperatur (die Losungen standen im Wasser-
bad) und (durch Phosphatpuffer) fiir konstante Aziditit gesorgt. Beziiglich der Strahlung ist
nur die Belichtungszeit angegeben.

Quecksilberlicht 2 Stunden. Belichtungstemperatur 22°. Darauf folgende Reaktion bei 40°
unter Phosphatzusatz.

pH beim Menge des entstandenen NH; in mg
Belichten Belichtet im Dunkeln
8,2 1,12 1,22
6,7 1,10 1,44
6,1 1,38 1,44
5,6 1,30 1,44

Der beobachtete Effekt war, wie ersichtlich, gering; er ist noch geringer
in Gegenwart von Harnstoff, welcher als Lichtschutzstoff wirkt.

! Euler und G. Brandting, Bioch. Zs 97, 113; 1919.
2 Pincussen und N. Kato, Bioch. Zs 134, 470; 1923.
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Uber Bestrahlung eines Ureasetrockenpriiparates mit Sonnenlicht und
mit Radiumstrahlen macht Revoltella® Mitteilung.

Physiologische Notizen.

1. Urease-Bildung.
Orientierende Versuche iiber die Bildung von Urease in Bakterien unter
verschiedenen Bedingungen haben Jacoby und Mitarbeiter? ausgefiihrt.

2. Toxische Wirkungen.

Subkutane oder intravendse Injektionen von Bakterienextrakten rufen
nach Moll3, von Soja- oder Robinia-Extrakten oder daraus hergestellien
Priparaten nach Marg. Falk¢, Carnot, Gérard® und Moissonier®
sowie Liublin? starke physiologische Wirkungen verschiedener Art hervor.
Welchen Anteil daran andere, nichtenzymatische Substanzen haben, scheint
noch nicht tfestzustehen.

Marg. Falk* gibt die todliche Dose zu 3 bis 4 ccm Sojaextrakt (1 Teil
entfettetes Sojamehl, 5 Teile Wasser) pro g Korpergewicht (Kaninchen) an.
Bei intravendser Injektion treten nach Carnot, Gérard und Moissonier
die Erscheinungen der Ammoniakvergiftung ein.

Auch Lublin® beobachtete bei weissen Méusen (nicht bei Kaninchen),
und zwar nach subkutaner Injektion, innerhalb 24 Stunden Tod durch
Ammoniakvergiftung. Bei Kaninchen stellte er nach intravendser Urease-
injektion Tod durch Embolien fest, vermutlich durch Agglutination der roten
Blutkorperchen, welche auch auf Ureasezusatz in vitro auftritt.

Marg. Falk? hat ihren Kaninchen Soja-Urease intraperitoneal injiziert
und konnte durch Steigerung der injizierten Dosen eine hohe Konzentration
der kreisenden Urease im Blut erreichen. Ob im menschlichen Organismus
bei Urdmie Urease im Organismus auftritt, ist noch zweifelhaft.

Die Urease der Magenschleimhaut studierten Luck und Seth, Biochem.
J1 19.

Hervorzuheben ist hier, dass sich die fritheren Angaben von Moll®
iber die Bildung einer Antiurease nach Ureaseinjektion nicht zu bestitigen

1 Revoltella, Bioch. Zs 184, 336; 1923.
2 Jacoby, Biochem. Zs 81, 332; 1917. — Tetsugora Takahata, Biochem. Zs 140,
147; 1923.
3 Moll, Hofm. Beitr. 2, 344; 1902.
* Marg. Falk, Bioch. Zs 59, 298 und 316; 1914.
® Carnot und Gérard, Soc. Biol. 82, 391; 1919. — C. r. 169, 88; 1919.
¢ Carnot, Gérard und Moissonier, Ann. Pasteur, 35, 1; 1921.
" A. Lublin, Arch. exp. Path. Pharmak. 92, 280; 1922.
8 A. Lublin, Bioch. Zs 183, 21; 1922.
® Marg. Falk, Bioch. Zs 59, 298 und 316; 1914.
10 Moll, Hofm. Beitr. 2, 344; 1902.
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scheinen. Carnot, Gérard und Moissonier fanden nach intravendser
Einspritzung bei Hunden weder im Serum noch in solchen Organen,
welche Urease aufnehmen, eine Antiurease. Dagegen ldsst sich nach der
intravendsen Injektion die Urease selbst im Serum! nachweisen; nach sub-
kutaner Injektion ist der Ureasegehalt im Serum geringer.

D. Praktische Anwendung der Urease und Methoden zur Messung
der enzymatischen Harnstoffspaltung.

Die analytische Anwendung der Urease der Sojabohnen zur quantitativen
Bestimmung des Harnstoffs im Urin stammt von Marshall! (1913). Die
Bohnen werden zerrieben und 25 g des Pulvers werden mit 250 ccm Wasser
1 Stunde lang extrahiert. Hierauf werden 25 cem 0,1 n. HCl hinzugefiigt,
die Mischung wird bei etwa 35° noch einige Minuten stehen gelassen, wodurch
ein grosser Teil der Eiweissstoffe des Extraktes gefillt wird. Die Losung
wird filtriert und mit einigen Tropfen Toluol in einer Stopselflasche zum
Gebrauch aufbewahrt. Die urspriinglich klare Ldsung wird bald opaleszent
und es entsteht schliesslich ein Niederschlag; die Losung bleibt aber bei
Zimmertemperatur wenigstens 5 Tage lang hinreichend aktiv zum Gebrauch.

Ausfilhrung der Methode, 1. c., S. 285 u. ff. Siehe auch D. D. van
Slyke, JI Biol. Chem. 16, 125, u. zw. 128, 1913; mit Cullen 19, 211; 1914.
— Fiske, Jl Biol. Chem. 23, 455; 1915.

Die Methode von Marshall hat allgemein giinstige Aufnahme gefunden.
Zur Austiihrung dieser Methode sind jetzt mehrere Ureasepriaparate im
Handel; indessen diirfte sich die Verwendung eines selbstbereiteten Extraktes
aus Sojapulver oder Robiniapulver am meisten empfehlen.

Folin® gibt folgendes Verfahren an: In eine 200 ccm Flasche werden
ca. 3 g Permutit® (bas. Aluminiumsilikat) gegeben; derselbe wird zunichst
darin durch Dekantation mit 29%oiger Essigsiure und hierauf zweimal mit
Wasser ausgewaschen. Zu dem feuchten Permutit werden 100 ccm 30%0igen
Alkohols, hierauf 5 g Sojabohnenmehl zugegeben und 10 Minuten geschiittelt.
Das in 3—4 kleinen Flaschen gesammelte Filtrat ist bei Zimmertemperatur
wenigstens 1 Woche, auf Eis 3—5 Wochen haltbar.

Unter den zahlreicheren kleineren Modifikationen der klinisch sehr wert-
vollen Marshallschen Methode seien noch die Ausfiihrungsformen von Hahn
und Saphra? von Geselschab (1914) sowie von Deist? erwihnt.

! Marshall jr, Jl Biol. Chem. 14, 283; 1913. — Siehe auch 15, 487 und 495; 1913.

? Folin und Wu, Jl Biol. Chem. 28, 81 u. zw. 92; 1919.

# An Stelle von Permutit lisst sich zur Entfernung des Ammoniaks aus dem Urin auch
Kieselgur verwenden.

* Hahn und Saphra, Dtsch. med. Wochenschr. 40, 430; 1914.

5 Deist, Klin. Wochenschr. 2, 930; 1928,
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Nach vollzogener Harnstoffspaltung wird die Losung mit Soda oder
Pottasche versetzt und das gebildete Ammoniak in der Regel nach der
Methode von Folin durch einen Luftstrom in titrierte Sdure tbergetrieben
(siche Methode S. 372).

Neuerdings hat Wishart! vorgeschlagen, das Durchleiten von Luft zur
Entfernung des Ammoniaks wahrend der enzymatischen Spaltung vorzu-
nehmen; es soll bei Verwendung von grob gepulverten Sojabohnen moglich
sein, die zur Entbindung des Ammoniaks erforderliche Menge Soda zuzusetzen
ohne die hydrolytische Wirkung der Urease zu hindern.

Eine Abinderung der Methode von Marshall zur Urinanalyse hat
Partos? insofern vorgenommen, als er nach Einwirkung der Urease nicht
das Ammoniak, sondern die gebildete CO,-Menge, und zwar volumetrisch,
bestimmt.

Methoden zur Messung der enzymatischen Harnstoffspaltung.

Will man in Proben des ureasehaltigen Reaktionsgemisches den Grad
der erreichten Spaltung bestimmen, so wird man zunéchst die Enzymwirkung
durch Zusatz von Alkali oder Siaure unterbrechen. Dann kann man messen:

I. Das gebildete Ammoniumkarbonat-Karbamat, und zwar
1. durch das Ammoniak oder
2. durch das CO, [Jacquemart 1843. — Partos (l. c.).

II. Den unzersetzten Harnstoff: Ausser #lteren Methoden, unter denen
diejenige von Liebig (Titration mit Quecksilbernitrat und Soda) und
von Morner und Sjoqvist? sowie die Hypobromitmethode genannt
selen, muss besonders das Verfahren von Fosse* mit Xanthydrol
erwalint werden.

I. Methoden zur Bestimmung des gebildeten Ammoniaks.

Die anscheinend einfachste Methode, die Alkalinitit der Losung selbst mit einer gestellten
Saurelosung zu titrieren, ist wenig genau und nicht zu empfehlen.

Nunmehr kommen zu wissenschaftlichen Untersuchungen folgende
Arbeitsweisen in Betracht.

a) Der Probe wird tiberschiissige Séure zugegeben, welche mit Alkali
zuriicktitriert wird. Das CO, haben Armstrong und Horten (1912), sowie
Marshall (1914) in der Siedehitze vertrieben, Armstrong, Benjamin und Horton
(1918) durch einen Luftstrom. Die Nachteile der Methode liegen besonders darin, dass die
Titration durch die in der Liosung vorhandenen Eiweisskorper und anderen Ampholyte sowie
durch die anwesenden Salze gestort und undeutlich gemacht wird. Immerhin sind verschiedene
branchbare Ausfiihrungsformen der Methode angegeben worden, z B. von Hahn?,

1 G, M. Wishart, Biochem. J1 17, 403; 1923.

2 Partos, Bioch. Zs 103, 292; 1920. — Siehe auch Aszédi, Biochem. Zs 1:8, 391; 1922.

3 K. A. H Mérner und J. Sjoqvist, Skand. Arch. f. Physiol. 2, 440; 1890.

¢ Fosse, Ann. Pasteur, 30, 525; 1916.

5 Hahn, Dtsch. med. Wochenschr. 41, 134; 1915 und 45, 911; 1919. — Siehe auch
Hahn und Saphra, 1. ¢
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b) Das Ammoniak wird durch Nesslerisation bestimmt, nachdem die
Eiweissstoffe durch Essigsiure gefdllt worden sind®

¢) Das aus der Reaktionsflissigkeit entfernte Ammoniak
wird in eine bekannte vorgelegte Sdureldsung tibergefihrt und
zurticktitriert. Hierher gehoren die zuverlissigsten Methoden,

In dlteren Arbeiten wurde das durch MgO (Kiesel, H. 75) oder Kalk
(Zemplén, H. 79) freigemachte Ammoniak abdestilliert oder ohne Zusatz
von Basen im Wasserdampfstrom tibergetrieben [Armstrong und Mitarbeiter;
Jacoby und Schiiler; Némec?.

Wie Némec betont, ist dabei mit einer teilweisen, allerdings nicht
grossen® Zersetzung des Harnstoffs wihrend der Destillation zu rechnen.

Das Verfahren c) ist von Folin* angegeben: Das Ammoniak wird
durch Alkalikarbonat entbunden und durch einen ammoniak-
freien Luftstrom in titrierte Sdure tibergefiithrtund dann zurick-
titriert. (Angewandt in den frijher zitierten Arbeiten von Viehoever,
Marshall, van Slyke, Barendrecht und Lovgren.)

Modifikationen der Folinschen Methode sind vorgeschlagen von Fiske?®
und Bahlmann® Das Verfahren von Wishard, wihrend der Einwirkung
der Urease das NH,; durch Liiften iiberzutreiben, ist bereits S. 370 erwihnt.

Zur Anwendung der Folinschen Methodik bei Studien iiber Urease-
wirkung ist aber noch folgendes zu beachten:

1. Wie auf S. 851 betont wurde, verlduft die Harnstoffspaltung in zwei
Stufen, ndmlich unter Bildung von Ammoniumkarbamat, welches dann
in saurer und neutraler Losung schnell in Ammoniumkarbonat tibergeht. In
ammoniakalischer Losung ist NH,-Karbamat aber bestindiger. Was wir
eigentlich messen sollen ist, a) die Menge des jeweils angegriffenen Harnstoffs,
b) die Menge des enzymatisch gebildeten Ammoniumkarbamates?.

Bestimmt man nun den Fortschritt der Reaktion durch die nach der
Folinschen Methode ermittelte NH,-Menge, so muss — was bisher in der
Regel nicht geschehen ist — genau darauf geachtet werden, dass alles
Ammoniumkarbamat in Karbonat i{ibergegangen ist, andernfalls findet man
zu wenig Ammoniak.

Es ist von Interesse, in der Reaktionslosung das gebildete Karbaminat
und das Karbonat getrennt zu bestimmen. Dazu kann man entweder nach

! Folin und Youngburg, Jl Biol. Chem. 38, 111; 1919. — Youngburg, J1 Biol.
Chem. 45, 391; 1921. — Grigaut und Gaérin, Soc. Biol. 82, 25; 1919.

2 Némec, Biochem. Zs 91, 126; 1918.

3 Siehe hierzu Malte Ljungdahl, Soc. biol. 87, 1411 und 1414; 1922

¢ Folin, H. 37, 161; 1908.

5 Fiske, Jl Biol. Chem. 23, 455; 1915.

¢ Bahlmann, Ned. Tijdschr. f. Geneesk. 64 (1) 473; 1920.

7 Uber Beziehungen zwischen Ammonium-Carbonat und -Carbamat sieche Wegscheider,
Zs anorg. Chem. 121, 110 und Faurholt, ebenda 122, 182 sowie Diss. Kopenhagen 1924,
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einer von Faurholt! angegebenen Methodik das Karbonat als Bariumsalz
fillen, ohne dass das Karbaminat dabei mitgefillt wird, oder aber die ver-
schiedene Loslichkeit des Silberkarbonates und Silberkarbaminates benutzen.

2. Wie aus den Untersuchungen von Mack und Villars hervorgeht,
ist Ammoniumeyanat ein stindiges Nebenprodukt auch bei der enzymatischen
Hydrolyse des Harnstoffs, Fiir genaue reaktionskinetische Messungen wird
es auch notwendig, das gebildete Cyanat zu bestimmen, was am besten durch
die Féllung mit Silbernitrat geschieht. Zu beachten ist, dass besondere
Massnahmen zur Trennung von Silbercyanat und Silberkarbonat erforderlich
sind; nach Fearon? (I. ¢. S. 87) gelingt diese Trennung durch Einstellung der
Aziditat der Losung auf pH = 5 mittels Salpetersidure (Methylrot als Indikator).

II. Methoden zur Bestimmung des Harnstoffs.

Zunichst sei an die Morner-Sjoqvistsche Methode erinnert. Wie
A. H. Todd? fand, bringt die Abinderung dieser Methode durch Braun-
stein keinen Vorteil; die urspriingtiche Vorschrift ist vorzuziehen.

In neuerer Zeit hat Fosse! im Xanthydrol einen Korper gefunden,
welcher auch den Nachweis sehr kleiner Harnstoffmengen gestattet. Das
Reagenz wird hergestellt durch Reduktion von Xanthon mit Natriumamalgam
in alkoholischer Losung und wird dann aus Wasser kristallisiert erhalten.
Setzt man eine 10°/oige Losung von Xanthydrol in absolutem Methylalkohol
zu einer Harnstoff enthaltenden Losung, welche mit dem gleichen Volumen
Essigsiure versetzt ist, so reagieren 2 Mol. Xanthydrol mit 1 Mol. Harnstoff
fast augenblicklich unter Bildung von Dixanthylharnstoft:

N SN
X o<
0{  JCH—NH.CO-NH—HO( 0
SN 7N
S NS

Aus reinen und verdiinnten Harnstofflosungen setzt sich der Niederschlag
von Dixanthylharnstoff kristallisiert und fast analysenrein ab. Nach der
Formel liefert Harnstoff beinahe das siebenfache seines Gewichtes an Dixanthyl-
verbindung. Um kleine Harnstoffmengen quantitativ auszuféllen, muss man
nach Zusatz des Reagenzes mehrere Stunden stehen lassen. Sehr kleine
Mengen von Dixanthylharnstoff kann man in Zentrifugierrshrechen messen.

! Faurholt, Zs anorg. Chem. 120, 85; 1921. — Uber die Beziehungen zwischen
Ammonium-Carbonat und Ammonium-Carbamat siehe auch Wegscheider, Zs anorg. Chem.
121, 110; 1921 und Faurholt, ebenda 122, 132; 1922.

2 Fearon, Biochem. J1 17, 84; 1923.

3 Alen Herapath Todd, Biochem. J1 I4, 252; 1920.

4+ Fosse, Ann. Pasteur 30, 525, 642 und 739; 1916.
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Zur Gewichtsanalyse ist das Fossesche Prinzip neuerdings von Nicloux
und Welter! ausgearbeitet worden.

Leider ist Xanthydrol sowohl in festem Zustand als gelost nur begrenzt halthar.

Besonders wertvoll war das Xanthydrol zum Nachweis der enzymatischen
Harnstoffsynthese (Mack und Villars, H. D. Kay).

Kay hat dabei den Umstand beniitzt, dass Harnstoff, nicht aber
Ammoniumkarbonat in Butylalkohol loslich ist, und hat demgemiss den
durch enzymatische Synthese gebildeten Harnstoff mit Butylalkohol aus-
geschiittelt 2.

Weitere Beitréige zur Analyse:

Gruskin, J1 Lab. Clin. Med. 10, 233; 1924.

Eine Methode zur Bestimmung von Harnstoff in kleinen Blutmengen hat Patterson3
angegeben.
U Nicloux und Welter, C. r. 173, 1490; 1921.

2 H. D. Kay, Biochem. JI 17, 275 u. zw. 278; 1923.
3 Patterson, Biochem. J1 19, 601; 1925.




15. Kapitel.
Amidasen, Arginase und Purinaminasen.

A. Amidasen.

Die biochemische Spaltung der Siureamide und der Abbau der Amino-
sauren! sind in der Fachliteratur oft zu wenig scharf unterschieden worden.
Soviel sich bis jetzt beurteilen ldsst sind die Amidasen — frither oft als
Desamidasen bezeichnet — mit den Enzymen, welche den Austausch von
NH, gegen OH in eigentlichen Aminosduren oder Aminen bewirken, durchaus
nicht wesensgleich. Keine der Amidasen reicht an Verbreitung oder bio-
chemischer Bedeutung an die Urease heran. Uber die Verbreitung und
Spezifitit der Amidasen, welche die Amide einbasischer Sduren angreifen,
ldsst sich bis. jetzt noch nichts endgiiltiges sagen.

Sofern die Sidureamidasen, wie Verf. vermutet, reversibel wirkende Enzyme
gind, handelt es sich bei der Synthese um eine Dehydratation im Sinne der
Gleichung

R-COO-NH, - R-CO-NH, + H,0
also um einen noch wenig bekannten Typus enzymatischer Reaktionen.

Immerhin ist es nach den wenigen bis jetzt vorliegenden Tatsachen nicht
ausgeschlossen, dass die Synthese der Séaureamide einen besonderen Reaktions-
komplex ausmacht und durch eine besondere ,Amidese“ vermittelt wird.

1. Ubersicht iiber die Substrate.

Untersucht sind in ihrem Verhalten zu tierischen und pflanzlichen
Organextrakten

die Amide einbasischer und zweibasischer Carbonsiuren, Acetamid,
Benzamid, Oxamid;

monosubstituierte Amide, Acetanilid;

Hippurséure, CgH;- CO-HN-CH, - COOH, Phenacetursidure, C,H,- CH,-
CO-NH.CH,-COOH;

Benzoylalanin, C;H;.CO.HN-.CH(CH,)-COOH;

! Literatur siehe auch bei Effront, Les Catalisateurs Biochimiques dans ]a Vie et dans
I'Industrie. Paris 1914.
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Amide der Aminosduren, Asparagin und Glutamin, dl-Alaninamid und
dl-Leucinamid.

Rein chemisch lassen sich Siureamide sowohl in saurer wie alkalischer
Lisung leicht spalten; die Aciditiatsverhiltnisse sind vom Verf. und E.
Rudberg! untersucht worden. Ferner kommt noch die Spaltung durch
salpetrige Saure in Betracht, welche bei der Amidspaltung verbraucht wird
und sich dadurch von reinen Katalysatoren unterscheidet.

2. Amidspaltende Gewebe und Sifte.

Viele iltere Angaben iiber enzymatische Amidspaltung bediirfen einer
kritischen Priifung; teils ist nicht einwandfrei gezeigt worden, dass es sich
um die Hydrolyse eines Séureamides in Ammoniak (bzw. Amin) und freie
Saure handelt, teils hat Bakterieninfektion das Vorkommen in manchem
Material vorgetiuscht.

Gonnermanns? Angabe, dass in tierischen Geweben Amidasen
verbreitet sind, scheint sich zu bestétigen® Bergell und Brugsch* wiesen
Spaltung nach von

dl-Leucinamid durech Presssaft von Kalbsleber, Kalbsniere und Placentabrei.
dl-Alaninamid ” , Kalbsniere und Muskelfleisch.
Spaltung bei subcutaner Injektion in Katzen: C.H. Fiske, J1 Biol. Chem. 55, 191; 1928.

Uber die Acetamidspaltung durch Pflanzensafte ist nichts sicheres
bekannt. Nur mit Schimmelpilzen wurde NH,-Entwicklung erzielt (Dox5,
Shibata®).

Um zu zeigen, wie schwach die beobachteten Wirkungen waren, seien folgende Ergebnisse
von Dox wiedergegehen:

Substrat, 0,2 g Spaltungsdauer mg N

Tage entw. als NH,
Harnstoff 4 174
Asparagin 4 14,4
Biuret 5 0,6
Acetanilid 5 0,0
Alanin 5 1,5
Benzamid 5 2,1

Was die Spaltung von Acetamid und seiner Homologen durch pflanz-
liche Gewebe und Sifte betrifft, so sind spezifische Enzymwirkungen noch
unsicher; insbesondere bediirfen die gelegentlich erhobenen positiven Befunde
an Hefe noch einer weiteren Priifung.

! Euler und Rudberg, Zs anorg. Chem. 127, 244; 1923.

2 Gonnermann, Pfliig. Arch. 89, 493; 1902. — 95, 278; 1903.

3 Keine ,Desamidase® in Hypophysen: Buetow, Biochem. Zs 54, 40; 1913.
* Bergell und Brugsch, H. 67, 97; 1910.

> A.W. Dox, Jl Biol. Chem. 6, 461; 1909.

8 Shibata, Hofm. Beitr. 5, 385; 1904.
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Synthese.

Besondere Aufmerksamkeit verdient die vom enzymatischen Standpunkt
aus noch wenig studierte biochemische Bildung der Sdureamide, und zwar
nicht nur des Asparagins (siehe unten), sondern des Milchsdureamids, des
Bernsteinsdureamids u. a. nach der Gleichung

R-CO0-NH, - R.C00.NH, + H,0.

Zur Methodik.

In der Regel Bestimmung des entwickelten Ammoniaks (vgl. S. 371 u.ff.).

Bergell und Brugsch (H. 67) fillen die unverdnderten Substrate
Leucinamid und Alaninamid mit g-Naphtalinsulfochlorid als Naphtalinsulfo-
verbindungen.

Unter den in Betracht kommenden Substraten sind ohne Zweifel das
Asparagin, sein Homologes, das Glutamin und die Hippursiure die biologisch
interessantesten. Ob die wirksamen Gewebe und Sifte eine besondere
»Asparaginase“ enthalten kann noch nicht als ganz entschieden angesehen
werden; wahrscheinlicher ist die Existenz eines Hippurséure-Enzyms. Bei der
Asparaginase handelt es sich also einstweilen nur um eine vorldufige Bezeich-
nung, unter welcher das Tatsachenmaterial zusammengefasst wird.

3. Asparﬁginase.
Die hier zu besprechende Reaktion ist also die Spaltung des Aspara-
gins in Asparaginsidure und Ammoniak.
H,N.CH.COOH H,N.CH.COOH
. - : + NH;,
CH, - CONH, CH, - COOH
Die weitere Umwandlung der Asparaginsiure in Apfelsiure und NH,
wird im ndchsten Kapitel behandelt.

Sifte und Gewebe, welche Asparagin spalten.

Die ersten eingehenderen Angaben iiber die Verbreitung einer evtl. ,As-
paraginase“ machte v. Fiirth?!, welcher mit den Versuchstieren Schwein und
Pferd fand, dass ,eine Asparaginspaltung niemals vermisst wurde, sich viel-
mehr in allen Organen, und zwar in einem Ausmass vollzieht, dass keinem
derselben die tiberragende Ausnahmestellung eingeriumt werden kann“. Auch
Clementi? spricht sich auf Grund eigener systematischer Versuche fiir eine
ziemlich weite aber nicht allgemeine Verbreitung der ,Asparaginase‘ aus;
er fand sie, und zwar besonders in der Leber, bei den Omnivoren Schwein
und Ratte, nicht bei Menschen und Affen, ferner unter den Pflanzenfressern
beim Meerschweinchen (im Serum), ferner bei Végeln (in Leber und Niere).
Bei Carnivoren soll sie fehlen, auch nach Asparaginfiitterung nicht auftreten.

!y, Flirth und M. Friedmann, Biochem. Zs 26, 435; 1910.
2 Clementi, Arch. Intern. Physiol. 19, 869 u. zw. 395; 1922.
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Dass ,Trypsin“ keine ,Asparaginase“ enthilt, betont Schwarzschild®

In den Spaltproduktion der tryptischen Verdauung des Caseins bleiben
Amide, wohl besonders Glutamin, zurtick; sie kdnnen direkte Spaltprodukte
des Caseins sein, aber nach Luck? ist die Wirkung einer sekundiren enzy-
matischen Synthese nicht ausgeschlossen.

Bei Pflanzen fand Kiesel® Asparaginspaltung durch den Saft (nicht
durch die alkoholgefillten Préparate) von Vicia sativa und Lupinus albus
(4-wochige Keimpflanzen).

Nach zuverldssigen Versuchen von Dieter* wird die Amidgruppe des
Asparagins weder durch girende noch durch nichtgéirende Hefen (sofern
diese nicht wachsen) abgespalten; demgegeniiber muss gefragt werden, ob
die gegenteiligen Befunde von Effront® und von O. v. Fiirth und Fried-
mann® an autolysierter Brauereihefe und an Sakéhefe (Kurono?) nicht
durch Infektionen beeinflusst sind.

Schimmelpilze greifen Asparagin an (Dox?8, vgl. Tab. S. 376; Shibata),
ebenso viele Bakterien (Nawiasky; S. A. Waksman, J1 Agric. Res. 30; 1925).

Darstellung. Im Autolysesaft tierischer und pflanzlicher Organe kommt
die enzymatische Hydrolyse, wie erwahnt, zur Wirkung. Kurono gibt an,
aus Hefesaft durch Fillung mit Alkohol ein aktives Priparat erhalten zu
haben (ob der Saft bakterienfrei war ldsst sich nicht beurteilen). Clementi
fallt tierisches Enzym mit Aceton.

Wirkungsbedingungen: Nach Clementi (Arch. int. 19, S. 394)
liegt das Optimum bei neutraler oder ganz schwach alkalischer Reaktionen;
pH-Messungen wiinschenswert.

Synthese: Eventuelle synthetische Wirkungen einer Asparaginase ver-
dienen noch weitere Erforschung, besonders in Riicksicht auf die interessanten
Ergebnisse von Prjanischnikow?, seiner Schiiler und Mitarbeiter, besonders
Smirnow??, G.G.Petrow und J. Schulow, iiber die Beziehungen zwischen
Asparagin und Harnstoff. — Asparagin aus Eiweiss: Borodin (1878);Schulze;
Butkewitsch; Chibnall (Biochem. Jl 18; 1924).

Methodik: Von Clementi u. a. wurde mit Vorteil die Formol-
titration beniitzt.

1 Schwarzschild, Hofm. Beitr. 4, 34; 1908.

? Luck, Biochem. JI. 18, 679; 1924.

3 Kiesel, H. 60, 476; 1909.

* Dieter, H. 120, 281; 1922.

5 Effront, C. r. 146, 779; 1908.

8 v. Fiirth und Friedmann, Biochem. Zs 26, 435; 1910.

7 K. Kurono, Coll. Agric. Tokyo 1, Nr. 3, 295; 1911.

8 Dox, Jl Biol. Chem. 6, 461; 1910.

® Prjanischnikow, Biochem. Zs 150, 407; 1924. — Siehe auch Rev. gén. de Bot.
25, 5; 1913.

10 Smirnow, Biechem. Zs 137, 1; 1923.
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4. Hippuricase (Histozym).

Die Spaltung der Hippursiure in Benzoesdure und Glykokoll durch einen
Bestandteil der Nieren desSchweines wurde bekanntlich durch Schmiedeberg!
entdeckt, von dem auch die Bezeichnung Histozym stammt. Smorodinzew?
schlug den Namen Aminoacylase vor, Clementi® neuerdings den hier
gewihlten, Hippuricase.

Substrate.

Hippursiure (rhomb. Krist. Schmpt. 187,5) kommt bekanntlich im Harn
von Pflanzenfressern vor*.

Die Spaltungsfahigkeit ist nicht auf Benzoylglykokoll beschrénkt, sondern
erstreckt sich nach Smorodinzew? auch auf Homologe, und zwar der
a-Aminosiuren, z. B. auf die d-e-Benzoylaminobuttersiure, und zwar sind
diese Spaltungen asymmetrisch. Ferner auf Glykocholséure und Taurocholsdure.

Neuberg und Linhardt® haben hierauf eine Methode zur Zerlegung
racemischer Aminosduren gegriindet (Versuch mit Benzoylalanin).

Hippuricase (Smorodinzew)

spaltet spaltet nicht
.CO- -CO-HN H
C,H,-CO HN\C _CH,§ C,H, - CO >c <
CoOH/ “\H COOH-CH,” “\H
a-Benzoylalanin g-Benzoylalanin
CGH5'CO'HN\\6/CH3

COOH.CH,” “H

B-Benzoylaminobuttersiure

CGHE,-CO-HN\é /CH; - CH, 06H5-OO-HN\C /CH,§
coon” “\H cooH” \CH,
I-Benzoylleucin Benzoylaminoisobutterséiure

CGH5-CO-HN\6 /CH, -CH, CHs-CHQ\é NH.-CO-C;H,
C00H” “H H” \COOH

d-a-Benzoylaminobutterséiure 1-a-Benzoylaminobuttersiure

Die von Neuberg® gefundene Spaltung der Phenacetursiure (Phenyl-
essigsidureglykokoll) durch Takadiastase ist wohl der Hippuricase zuzuschreiben.

! Schmiedeberg, Arch. exp. Path. 14, 288 u. 379; 1881.

2 Smorodinzew, H. 124, 123; 1922.

3 Clementi, Atti Lincei (5) 32 II, 172; 1923.

4 Auch der Mensch scheidet nach Eingabe von 5 g Benzoesiure 5 g Hippurséure im
Harn aus. Harn aus normalen Nieren kann bis zu 2°o Hippursiure enthalien. Snapper,
Klin. Woch. 3, 55; 1924.

5 Neuberg und Linhard, Biochem. Zs 147, 372; 1924. — Hoppert, Biochem. Zs 149,
510; 1924.

8 Neuberg und Noguchi, Biochem. Zs 147, 370; 1924,

v. Euler, Chemie der Enzyme. II. Teil. 2. Abschnitt. 25
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Verbreitung der Hippuricase.

Wihrend sich nach Jacoby! das Enzym in allen Organen der unter-
suchten Tiere finden soll, ist es nach Smorodinzew? und Clementi (1923)
u. a. bei Schwein (grosse Mengen), Hund, Pferd und Ratte in der Niere
konzentriert, findet sich beim Schwein aber auch in der Leber, ferner im
Skelettmuskel des Hundes?®.

Synthese: Widmark und Jensen-Carlen, C. r. Soc. Biol. 90,
1185; 1924. Verminderte Synthese bei Skorbut (A. Palladin, 1925).

Uber das Vorkommen in hoheren Pflanzen finden sich keine Angaben.

In Schimmelpilzen (Dauerpriparate) fanden Shibata und besonders
Dox (l. c.) Hippuricase ?; die Angaben von Kossowicz* iiber die Zersetzung
von Hippursiure durch eine Anzahl von lebenden Pilzen unter Ammoniak-
bildung lassen sich enzymchemisch nicht verwerten. InTakadiastase wiesen Neu-
berg und Noguchi (1924) wie erwihnt, Spaltung der Phenacetursiure nach.

Angaben iiber die Spaltung durch Bakterien bei van Tieghem (1864),
Y. Seo5 und in der ,Mikrobiologie“ von V. Kruse. Dass die Hippuricase
von Erepsin verschieden ist, wird neuerdings wieder von Clementi (1. ¢. 32)
betont, denn weder Pankreas noch Darmsaft spalten Hippursiure.

Wirkungsweise.

Nach Mutch® verlsuft die Hippursiurespaltung bis zum Eintritt eines
Gleichgewichts. Mutch fand bei seinen Versuchen 97% Spaltung. Eine
seiner kinetischen Versuchsreihen sei angefiihrt, um eine Vorstellung von
der Wirksamkeit der enzymreichsten Gewebe zu geben.

20 ccm Na-Hippurat, enthaltend 0,28 g Hippursiure + 0,8 g Nierenextrakt 4+ 5 ccm Toluol.

Inkubationsdauer mg Benzoesdure 9/0 Hippursiure
Stunden gefunden hydrolysiert
11 10 7
17 14,7 10
36 31 21
60 45 30
82 69,5 46
106 83,2 55
157 118,7 79
208 140,5 94
255 147,2 97
399 146,5 97

Natriumbenzoat hemmt.
Die im Gleichgewicht vorhandene kleine unzersetzte Hippursiuremenge

M. Jacoby, H. 30, 148; 1900.

® Smorodinzew, H. 124, 123; 1922.

3 Siehe auch Dox und Neidig, H. 85, 68; 1913,

* Kossowicz, Js. Girungsphys. 1, 60; 121, 317; 1912, — 2, 51, 81; 1913.
5Y. Seo, Arch. exp. Path. 58, 440; 1908.

¢ Mutch, Jl of Physiol. 44, 176; 1912,
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soll nach Mutch und auch nach Abelous und Ribaut! (durch Brei von
Pferdenieren) enzymatisch synthetisiert werden konnen. Effekt allerdings gering.
Wirkungsoptimum scheint bei etwa pH =7 zu liegen.

Methodik.

1. Bestimmung der Benzoesiure: Die Benzoesidure wird aus der Reaktions-
mischung abdestilliert und im Destillat titriert (Pfeiffer, Block und Riehe
1962, sowie Wiechowski?).

2. Bestimmung des Glykokolls: Formoltitration nach S&rensen
(Clementi) oder nach Fischer® mit Naphthalinsulfochlorid oder nach Neu-
berg und Manasse* mit Naphthylisocyanat.

3. Bestimmung der Hippurséure: Colorimetrisch nach Mutch, 1 c.

B. Arginase.
1. Substrat.
An die Amidasen kann die von Kossel und Dakin® entdeckte und
besonders im Kosselschen Laboratorium studierte Arginase angereiht werden,
deren spezifische Reaktion in der Hydrolyse des d-Arginins besteht:

HN /N H,
\C— NH-CH,-CH,-CH,-CH +H,0 —o
HN \COOH
HN _NH,
00+ H,N-CH, - CH, CH, - CH(
H,N COOH
Harnstoff Ornithin

Diese Spaltung wird auch durch Alkali erreicht®.
Andere Substrate sind untersucht worden: Kreatin? und Guanidin?8

HN
\>\C—l‘\I-CH2-COOH
BN cq,
Kreatin

(Guanidininessigsdure, Guanidylcapronsgure), sowie l-Arginin, ferner Clupeon-
Diarginylpeptid (Felix und Morinaka, H. 132) werden nicht angegriffen,
wohl aber nach Thomas? y-Guanidylbuttersiure, welche durch Leberpresssaft
in Harnstoff und y-Aminobuttersiure zerlegt wird.

! Abelous und Ribaut, Soc. Biol. 52, 543; 1900.

? Wiechowski, Hofm. Beitr. 7, 204; 1906.

3 Fischer und Bergell, Chem. Ber. 35, 3779; 1902. — F. Aminoséuren S. 796.

* Neuberg und Manasse, Chem. Ber. 38, 2359; 1905.

5 Kossel und Dakin, H. 41, 321; 1904 und 42, 181; 1904.

6 Kossel und Weiss, H. 59, 492; 1909.

" Bierry und Ranc, Soc. Biol. 67, 184; 1909.

8 A. Clementi, Lincei (5) 30; 1921. — 31, 454, 559; 1922. — Clementi, Arch. di
Fisiol. 21; 1923.

® Thomas, H. 88, 465; 1913. — Argiunin im Protein: Sakaguchi, Jl of Biochem. 5; 1923.

25
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An racemischem Arginin beobachtete Riesser! asymmetrische Spaltung
(der d-Komponente), dagegen fanden Felix und Morinaka? eine totale
Hydrolyse bei Durchstromung der Leber.

Im Arginylarginin wird nur der eine Argininrest abgebaut, und zwar
derjenige, welcher die freie Carboxylgruppe trigt (Edlbacher).

2. Vorkommen der Arginase.

In S#ugetieren ist die Leber?® ? dasjenige Organ, in welchem die Arginase
stets und in verhéltnisméssig reichlicher Menge vorkommt. Die friiheren
Angaben tber die Verbreitung der Arginase in anderen Organen (Niered,
Thymus*, Darmschleimhaut* usw.?) werden durch die methodisch zuver-
lassigeren Versuche, die Edlbacher in Kossels Institut angestellt hat, nicht
bestitigt. Nach Edlbachers® Angaben fehlt Arginase (ausser bei weiblichen
Enten und Hiihnern) bei Vogeln in der Leber. Letzterer Befund wird durch
Felix uad Tomita (I. ¢) bestitigt. Auch Milz, Gehirn und Serum von
Katzen fand Edlbacher frei von Arginase.

Nach Clementi wire allerdings eine noch weitere Verbreitung der
Arginase in der Tierwelt, auch bei Vogeln und bei Avertsbraten anzunehmen?.

Neuerdings kommt Edlbacher® zu folgenden Ergebnissen:

Die Arginase ldsst sich nicht nachweisen in der Darmschleimhaut von
Hund, Katze und Taube.

Beim Huhn unterscheiden sich minnliche und weibliche Tiere, indem
erstere in der Leber reichliche Mengen Arginase enthalten, letztere meistenteils
nicht. Es wird dadurch eine grundsétzliche Verschiedenheit zwischen ménn-
lichem und weiblichem Argininstoffwechsel bewiesen. Die Hoden von Hihnen,
Taubern, Stieren, Hunden und Meerschweinchen enthalten in ﬁbereinstimmung
damit reichliche Mengen von Arginase, Kilberhoden dagegen nur wenig; dies
weist auf die Funktion dieses Organs vor und nach der Pubertit hin.

In den meisten Ovarien von Hiihnern, Tauben und Hunden lassen sich
nur ganz geringe Mengen von Arginase nachweisen.

In den Nieren von Hund, Katze, Kaninchen, Maus, Meerschweinchen
findet sich in den meisten Féllen Arginase; Wirksamkeit dieser Organextrakte

jedoch schwankend.
In der Milz von Hund, Katze, Maus, Kaninchen, Meerschweinchen, Huhn

1 Riesser, H. 49, 210; 1906.

?Felix und Morinaka, H. 132, 152; 1923. — Felix und Tomita, H. 128, 40; 1922.

3 Berthold Fuchs, H. 101, 114; 1921. — Sowoh! in gesunden wie in pathologischen
menschlichen Lebern, sowie in Carcinom-Metastasen der Leber kommt Arginase reichlich vor.

* Kossel und Dakin. H. 41, 321; 1904 und 42, 181; 1904.

5 Mihara fand Arginase im Stierhoden, H. 75, 443; 1911.

¢ Edlbacher, H. 95, 81; 1915. — 100, 111; 1917. — 145, 69; 1925.

" Clementi, Lincei (5) 23; 1914. — Fisiol. 13, 189; 1915 u. 14, 207; 1916. — Arch.
di Farm. 26, 84; 1921.

8 Edlbacher und Bonem, H. 145, 69; 1925.
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und Taube fand Edlbacher keine Arginase, auch nicht in den Nebennieren
des Meerschweinchens. Nach Sendju! enthalten Hiihner-Nieren Arginase.
Ferner Organe von Amphibien, Reptilien und Fischen.

In der Pflanzenwelt ist die Verbreitung der Arginase auf Veranlassung
Kossels von Kiesel? studiert worden, und zwar wurde das Enzym gefunden
im Mutterkorn, in Keimlingen von Vicia sativa, in griinen Keimpflanzen von
Trifolium pratense und in reifen Friichten von Angelica silvestris.

Was die Argininspaltung durch die Hefe betrifft, so scheint die Angabe
von Shiga® nach den negativen Befunden von Edlbacher recht zweifel-
haft. Bakterien wurden mit Edlbachers Methodik von Hino* sowie (Methodik
S. 384) von Kossel u. Mitarb.* untersucht, welche Spaltung von d-Arginin
durch lebende Bac. pyocyaneus und Bac. fluorescens, sowie durch ihre Aceton-
Trockenpriparate fanden (letztere spalten wahrscheinlich auch 1-Arginin). Mit
zahlreichen anderen Bazillenleibern (Bac. coli, Streptokokken u. a.) konnte
Arginin nicht gespalten werden. Penicillium scheint neben Arginase noch
andere verwandte Enzyme zu enthalten. Aspergillus oryzae enthélt Arginase
(Sendju).

3. Darstellung und Reinigung von Arginase-Priparaten.

Edlbacher stellte ein Arginase-Pulver in folgender Weise her (H. 100):

500 g ganz frische Kalbsleber wurden in der Hackmaschine zerkleinert,
mit Kieselgur gut verrieben und in der Buchnerschen Presse bei 300 Atmo-
sphéren ausgepresst. Man erhielt 200 ccm klaren Presssaft, der unter heftigem
Umriihren in diinnem Strahl in zwei Liter Aceton gegossen wurde. Das
Ausgeschiedene wurde abgesaugt, mit Aceton gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

4. Wirkungsbedingungen.

Acidititsoptimum der Arginase (aus Rattenleber) liegt nach Hunter
und Dauphinee® bei pH =9,8 (nicht nach Hunter und Morell® bei
pH=17,0). In naher Ubereinstimmung hiermit finden Edlbacher und
Bonem? das Optimum fiir 26° und 38° bei pH =9,5—9,8. Dabei ist der
Abbau des Arginins fast vollstindig. (In Hunters Arbeit findet man An-
gaben tiiber den Einfluss der Temperatur.) Die von Edlbacher friiher
beobachtete Aktivierung durch Natriumphosphat ist vielleicht auf die An-
ndherung an die Optimalaciditdt zurtickzufithren. Mit Calciumsalzen (in
/15 n-Losung) wurde eine erhebliche Hemmung der Enzymwirkung erzielt.

! Sendju, Jl of Biochem. 5, 229; 1925.

2 Kiesel, H. 60, 460; 1909. — 118, 267; 1922.

3 Shiga, H. 42, 502; 1904.

* Hino, H. 133, 100; 1924. — Kossel und F. Curtius, H. 148, 283; 1925.
5 Hunter und Dauphinee, Proc. R. Soc. B. 97, 209; 1924.

¢ Hunter und Morell, Trans. Proc. R. Soc. Canada (III) 16, 75; 1922,

" Edlbacher und Bonem, H. 145, 69; 1925.
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Die Kinetik der monomolekular verlaufenden Arginagespaltung bei pH = 6,62 hat
Eberh. Gross?! untersucht. Der zeitliche Verlauf folgt bei pH = 6,6 nicht einer Reaktions-
gleichung 1. Ordnung. Bei dieser Aciditit geht die enzymatische Spaltung nach Gross nicht
zu Ende, sondern bleibt bei 70—85°0 Abbau stehen. Von den beiden Spaltungsprodukten hemmt
nur Ornithin, diese Hemmung wird allerdings durch Harnstoffzusatz noch verstirkt.

Zur Sperzifitit der Arginasen findet man ausser den bereits zitierten
Angaben solche von Dakin? Kossel3 Gottlieb* u. a.

Besonders verdient noch die Zerlegung des Kreatins weitere Aufmerk-
samkeit. Dass es sich aber kaum um ein Enzym im Sinne von Gottlieb
und Stangassinger handelt, diirfte durch die Arbeiten von Hammett?
sowie von Hahn® und Barkan nachgewiesen sein.

5. Methodik.

Der ilteren Methodik von Kossel und Dakin ist die Formoltitration
zur Messung des Reaktionsverlaufes vorzuziehen (Clementi; Edlbacher).
Da im Arginin nur das a-N-Atom formoltitrierbar ist und der gebildete Harn-
stoff keinen formoltitrierbaren Stickstoff besitzt, wohl aber im Ornithin beide
Aminogruppen mit Formol reagieren, so steigt offenbar bei der Spaltung der
formoltitrierbare Stickstoff auf das doppelte.

Hunter und Dauphinee (l. ¢.) haben 1924 eine neue Methode vor-
geschlagen: Die Spaltung von Arginin in Ornithin und Harnstoff wird so
ermittelt, dass der gebildete Harnstoff mit Urease als Ammoniumcarbonat
bestimmt wird. Diese Methode hat neuerdings auch Edlbacher beniitzt;
wiahrend sich mit der Formoltitration Arginase in den Nieren der Vogel nicht
nachweisen liess, wurden mit der Urease-Methode reichliche Mengen von
Arginase (bzw. gebildetem Harnstoff) gefunden.

Kossel, E. Gross (H. 135) und F. Curtius fillen Arginin als Flavianat.

C. Purin-Aminasen.

Substrate.
Die hier in Betracht kommenden Amine sind:

N=C(0OH) N=C.NH,
| ] |

H,N.C C—NH HC C—NH
[ Ye [ R
N—C—N/CH N—C—N/CH

Guanin und Adenin

! Eberh. Gross, H. 112, 236; 1921.

2 Dakin, J1 Biol. Chem. 3, 435; 1908.

3 Kossel und Mitarb., H. 72, 486; 1911, — 76, 457; 1911, — 78, 402; 1912. — 84, 1; 1913,

¢ Gottlieb und Stangassinger, H. 52, 1; 1907.

5 Hammett, JI Biol. Chem. 48, 133 u. 53, 323; 1923.

¢ A. Hahn und G. Barkan, Zs Biol. 72, 25; 305. — A. Hahn und Georg Meyer,
Zs Biol. 76, 247. — 78, 91; 1923.
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welche in die entsprechende Oxy-Purine tibergehen:

I|\7=C (OH) N=C-OH
| [ ]
HO.C—C—NH HC C—NH
[ U
b _yocH N—G—N/CH
Xanthin und Hypoxanthin

Ob ausserdem noch Cytosin in Uracil desamidiert wird, ist noch un-
sicher?.

An diese Stufe des Purinstoffwechsels schliesst sich dann in der Regel
die weitere Oxydation zur Harnsdure an, welche den Purin-Oxydasen zuge-
schrieben wird.

Ausserdem wurden noch fiir die entsprechenden Purin-Riboside Guanosin
und Adenosin (siehe S. 329) besondere Enzyme angenommen.

Man muss sagen, dass tiber den Reaktionsmechanismus dieser Amino-
Purindesamidierungen noch wenig bekannt ist; man weiss nicht einmal, ob
es sich wirklich um reine hydrolytische Katalysen handelt,
oder ob nicht Oxydo-Reduktionsmittel dabei verbraucht werden.

Verbreitung der Purin-Aminasen.

Ob die beiden desamidierenden Wirkungen, welche gewisse Organbreie
auf Guanin bzw. auf Adenin ausiiben und welche besonders durch Schitten-
helm und Jones eingehend studiert wurden, einem einzigen oder zwei
Enzymen zuzuschreiben sind, ldsst sich noch nicht entscheiden. Es ist nach
neueren enzymchemischen Erfahrungen wahrscheinlich, dass die Verschieden-
heit der Begleitsubstanzen aus verschiedenem Material Differenzen zwischen
einer ,Guanase“ und einer ,Adenase“ nur vortduscht.

Schittenhelm schreibt dariiber in Oppenheimers Handbuch IV, 1:

» + - - So stellt sich die bemerkenswerte Tatsache heraus, dass man bei Verwendung
von Rinder- und Pferdeorganen in den Extrakten stets die Umsetzung von Guanin und Adenin
in gleich intensivem Grade erweisen kann; bei' Verwendung von bestimmten Organen des
Menschen, des Schweines, des Hundes und des Kaninchens dagegen geht die Umsetzung hiufig
scheinbar nur fiir den einen Kérper; so vermag Menschenmuskel und Menschenleber, Kaninchen-
und Hundeleber nur Guanin, Schweineleber und Schweinemilz nur Adenin umzusetzen
Jones hat deshalb zwei verschiedene Fermente angenommen, eine Guanase und eine Adenase
(W. Jones und Partridge, H. 42, 343; 1904. — W. Joues und Winternitz, H. 44, 1;
1905). Schittenhelm hat dann gezeigt, dass die Unterschiede hiufig nur quantitative sind ...

Jedenfalls wurde die Desamidierung der Guanase mit vielerlei Material
beobachtet und durch Organbreie viel hiufiger nachgewiesen als diejenige
der Adenase.

1 Siehe Hahn und Lintzel, Zs Biol. 79, 179; 1923.
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Vorkommen

Guanase

' Adenase

Autor und Schriftstelle

Nicht oder wenig in Leber
und Milz des Schweines

Nachgewiesen in menschl.
Leber, Muskel, Lunge

Menschl. Tumoren
Fehlt in Schweine-Embryo

Lupinen-Keimlinge
Hefe

Nicht in Hefepulver

Wenig in menschl.Organen.
Fehlt in Milz

Fehlt in menschl. Organen
Fehlt in menschl. Organen
Fehlt in menschl. Tumoren

Gefunden in Leber vom
Schweine-Embryo

Hund, versch. Organe, fehlt
Hund, Leber u. Darm wenig

Fehlt in Hefe

Jones, H. 45, 85; 1905. — 48, 110
1906. — Biol. Chem. 3, 227; 1907. —
Schittenhelm u. Schmidt, Zs
exp. Path. 4, 432; 1907.

Schittenhelm u. Schmidt, Zs exp.
Path, 4, 424; 1907 u. H. 63, 248; 1909.

Jonesu. Winternitz, H.60, 180; 1909.
E.R.Long, Biol. Chem. 15, 449; 1913.
Wellsu.E.R.Long, Zs Krebsf. 12, 1913.
Mendel, A_m. J1 Physiol. 20, 97; 1907.

Amberg u. Jones H. 73, 407, 1911,
Fritznick, Diss. Erlangen 1912.

Schittenhelm, H. 63, 289; 1909.

Straughnu. Jones Biol. Chem. 6, 245,
1909.

Ambergu.Jones, Biol Chem. 13, 441,
1912,

Wegen der Frage nach der Existenz spezifischer Nucleosid-Aminasen und
betr. ihres Vorkommens muss auf die Original-Arbeiten von Schittenhelm?,
Jones? und ihrer Mitarbeiter verwiesen werden.

Methodik: Unter Hinweis auf die eben zitierten Arbeiten sowie auf
Mendel und Mitchel (Am. J1 Physiol. 20, 97, und zwar 101) muss auf die
langen Versuchszeiten (bis zwei Monate) hingewiesen werden, welche oft zur

Anwendung kamen.

D. Die biologische Spaltung der Aminosiuren.

Der einfachsten chemischen Formulierung nach wiirde beim Ubergang
einer Aminosdure in die entsprechende Oxysiure eine eigentliche Hydrolyse

vorliegen.

H,N.CH,-COOH 4 H,0 - HO.CH,-COOH - NH,-

Tatsachlich ist eine enzymatische Katalyse in diesem Sinne auch an-
genommen worden, und zwar von Ahlgren3, welcher mit Versuchen tiber die
Desaminierung der Asparaginsiure durch Froschmuskulatur an diese Frage

! Schittenhelm und Wiener, H. 77, 77; 1912.

* V.N.Leonard und Jones, Biol. Chem. 6, 453; 1909. — Jones, H. 65, 383; 1910.
Viégtlin und Jones, H. 66, 250; 1910. — Jones, Biol. Chem. 9, 129 u. 169; 1911.

3 Ahlgren, C. r. Soc. Biol. 90, 1187; 1924.
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herangetreten ist. Wieland?! hebt aber hervor, dass der Nachweis der Apfel-
sdure bei dieser Reaktion nicht erbracht ist.

Wieland! hat der Desaminierung der Aminoséuren eine eingehende Unter-
suchung gewidmet: ,Die zuerst von O. Neubauer? im Zellvorgang aufgeklarte
Reaktion der Desaminierung der Aminosiuren, der Ersatz der NH,-Gruppe
durch OH, gekeunzeichnet durch das Schema

R-CH-COOH - R-C-COOH - R-CO.-COOH - R-CHOH.-COOH

| I
NH, NH

macht die direkte hydrolytische Ablosung der NH,-Gruppe vom Kohlenstoff —
es sei denn bei den Amiden oder allgemein bei dem Typ —(_}=R-——-

NH,
unwahrscheinlich. Die feste Haftung des basischen Stickstoffs am Kohlen-
stoff bildet vielmehr eine Grundregel der organischen Chemie.*

Diesen letzteren Satz mochte der Verfasser auch den folgenden Betrach-
tungen voranstellen®. Nach eigenen Versuchen, welche parallel mit enzyma-
tischen Untersuchungen ausgefiihrt wurden, kann behauptet werden, dass eine
reine Hydrolyse des Glykokolls und Alanins durch verdiinnte Sauren oder
Basen als Katalysatoren nicht eintritt; auch kann Verfasser der Deutung, weiche
E. Baur? und sein Schiiler K. Wunderly?® ihren Versuchen geben, nicht
beistimmen. Den Arbeiten von Neubauer, Knoop und Dakin zufolge be-
ginnt der Angriff auf die Aminosduren mit einer Dehydrierung, die unter
Abspaltung zweier Wasserstoffatome entsprechend verlduft, wie bei priméren
und sekundéren Alkoholen

—CH— —C— —CH-— —C—
| — | — .
HNH NH OH 0)

,Hier und auch fiir die Aldehydgruppe ist die Moglichkeit der vitalen
Dehydrierung experimentell festgelegt, indem z. B. die Essigséuregérung auch
unter Ausschluss von Sauerstoff zustande kommt, wenn man diesen normalen
Wasserstoffacceptor durch Chinon oder Methylenblau ersetzt. Ebenso ist die
sauerstofflose Dehydrierung der gesittigten Kohlenstoffkette im Ubergang von
Bernsteinssiure zu Fumarsiure einwandfrei erwiesen (Thunberg). . . Ob sich
auch das dritte wichtige Grundsystem in der Zelle zum Abbau gelangender
Stoffe, das der Aminoséuren, dieser Vorstellung einfiigt, ist bisher experimentell
nicht festgestellt.“

1 Wieland und Bergel, Lieb, Ann. 439, 196; 1924.

2 0.Neubauer und Hans Fischer, H.67,230;1910. — Neubauer und Fromherz,
H. 70, 326; 1911.

8 Siehe iiber die Stabilitiit der Aminos&uren gegen Siuren und Alkalien auch Abderhalden
und E. Schwab, H. 136, 219; 1924, Nachtrag 137.

¢ E. Baur, Helv. Chim. Acta 5, 825: 1922,

5 Wunderly, Zs physik. Chem. 112, 175; 1924.
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Der wichtige experimentelle Beitrag zur Kenninis der Desaminierung
von Dakin und Dudley?! besteht im Nachweis, dass Alanin unter NH;-Ab-
spaltung in Methylglyoxal tbergeht:

CH,-CH.COOH —— CH,;-C-CHO + NH;
| f
NH, 0

Fiir die enzymchemische Aufklirung der Desaminierung ist die Einsicht
erforderlich, auf welchem Wege nicht-enzymatische Katalysatoren die Ab-
spaltung von NH, aus den Aminosduren bewirken. Durch Wieland und
Bergel (1. ¢.) ist nachgewiesen worden, dass (bei Anwendung von Adsorptions-
kohle und Palladiumschwarz als Katalysator) aus verschiedenen Aminoséuren
NH; und CO, in #quivalenten Mengen auftreten, daneben der um 1 C-Atom
armere Aldehyd. Dementsprechend kann dieser Vorgang nach Wieland

formuliert werden:
1/202

R-CH-COOH —— R-CH + CO, + NH,-
| |
NH, 0

Auf die Frage ob und in welchem Grade die Warburgsche eisenhaltige
Blutkohle tatséichlich ein Analogon zu den am Aminosduren-Abbau beteiligten
Enzymen darstellt? brauchen wir hier nicht einzugehen.

Unter den biochemisch in Betracht kommenden Reaktionen, welche zur
Abspaltung des Ammoninks aus Aminoséuren fithren, kann schliesslich auch
die Reaktion mit salpetriger Saure angefiihrt werden?3:

H,N.CH,.COOH + NOOH —— HO-.CH,-COOH -+ N, + H,0-

Die Reduktion der Nitrate zu Nitriten wird bekanntlich in vielen pflanz-
lichen und tierischen Geweben durch Reduktionsenzyme bewirkt. Ks hangt
von der Konzentration der beteiligten Stoffe und von der Aciditit des Mediums
ab, in welchem Grad sich diese Reaktion geltend machen kann.

Die Frage nach den bei der Desaminierung der Aminosiuren beteiligten
Enzymen hat man oft versucht mit Hilfe von Dauerpréparaten, Autolysaten
oder Organextrakten zu beantworten. Die zuverldssigen unter den Versuchen*
haben jedenfalls gezeigt, dass ein die Aminossuren desaminierendes Enzym
aus keinem Material in Losung gebracht werden kann.

! Dakin und Dudley, Jl Biol. Chem. 14, 555; 1913.

? Vgl. Warburg und Negelein, Biochem. Zs 113, 257; 1921.

3 Und die gleichzeitige Bildung von OCH - COOH.

¢ Einige gegenteilige Angaben seien der Vollstéindigkeit wegen zitiert:

Material: Substrat : Autor und Schriftstelle:
Organbrei Glykokoll, Leucin Lang, Hofm. Beitr. 5, 321; 1904.
Placenta Glykokoll Savareée Hofm. Beitr. 9, 141; 1907.

Leber u. Darm  Glykokoll, Leucin Bostock, Biochem. J1 6, 48 u. 388; 1912.
Hefenemulsion Effront, C.r. 146, 779 u. 151, 1007; 1910.
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Uber die Desaminierung von Aminoséuren durch Mikroorganismen ver-
dankt man H. Pringsheim? eine eingehende Studie. Dieser Forscher zieht
aus seinen Versuchen folgenden Schluss:

Verschiedenen Pilzen wie der Hefe und Aspergillus niger kommt die Fihigkeit zu, aus
stickstoffhaltigen Substanzen vor allem auch aus Aminoséiuren, in denen die Aminogruppe
festgebunden ist, Ammoniak abzuspalten. Diese Abspaltung ist enzymatischer Natur. Das
desamidierende Enzym behilt seine Wirksamkeit jedoch beim Behandeln der Pilze mit Aceton
und Ather, d. h. bei der Darstellung der Acetondauerpriparate, nur in ganz geringem Masse
bei. Auch Pilzpresssiifte haben keine Kraft mehr, um Aminosiuren zu desamidieren. Die
weitere Umwandlung des desamidierten Restes in Alkohole durch Kohlensdureabspaltung wird
bei der Hefe durch ein KEnzym bewirkt, dessen Wirkung an die durch die Gegenwart von
Zucker gebundene Entfaltung der Zuckervergirung gebunden ist und das seine Kraft durch
die Abtstung mittels Acetons und Athers verliert.

Besonders durch die klassische Untersuchung von Felix Ehrlich? iber
alkoholische G#rung der Aminosiuren ist das Ergebnis festgelegt, dass die
dabei beteiligten Katalysatoren nicht von der Zelle abgetrennt werden konnen.

Bei einer tertiiren g-Aminossure ist der oxydative Abbam iber die a-Ketosiure nicht
moglich; nach K. Kurono? trat bei Gérversuchen mit d,I-Methyl-n-propyl-a-amino-Essigsiiure
eine optisch aktive Form dieser Siure auf und andererseits ein drehender Amylalkohol; dies
macht es wahrscheinlich, dass die alkoholische Spaltung der tertiiren Aminosdure iiber das
Keton geht; ob dabei auch die Ketosiure durchlaufen wird, ist noch fraglich.

Zu entsprechenden Resultaten waren betr. tierischer Gewebe schon
Abderhalden und Schittenhelm* gekommen und Levene? konstatierte
das gleiche beziiglich der I.eukocyten und der Nieren, Butkewitsch® be-
ziiglich hoherer Pflanzen.

Auf die bemerkenswerte Studie Fearons” iiber den Chemismus der
Desaminierung der Aminoséiuren kommen wir im III. Teil des Buches zurtick.

Bei dieser Gelegenheit mag darauf hingewiesen werden, dass — vielleicht
unter dem Eindruck E. Buchnerscher Arbeiten iiber Zymase — lange ein
grosses Gewicht auf den Umstand gelegt wurde, ob eine katalysierte bioche-
mische Reaktion von der Zelle abgetrennt werden kann oder nicht, und man
findet besonders in der Literatur der neunziger Jahre und zu Anfang dieses
Jahrhunderts Unterschiede zwischen Plasmareaktionen und enzymatischen
Reaktionen betont, je nachdem es gelungen war oder nicht, die Katalyse von
den frischen Zellen unabhingig zu machen. Gegenwirtig hat eine solche
Unterscheidung wohl keine reelle Unterlage mehr. Zahlreiche Enzyme ent-
stehen am Plasma und wir wissen, dass hinsichtlich ihrer Abtrennbarkeit
und Loslichkeit grosse Unterschiede vorkommen.

1 Pringsheim, Biochem. Zs 12, 15; 1918.

2 F, Ehrlich, Biochem. Zs 2, 52; 1906. — 18, 391.

3 K. Kurono, Biochem. Zs 134, 424; 1922.

4 Abderhalden und Schittenhelm, H. 49, 26; 1906.

5 Levene und G. M. Meyer, Jl Biol. Chem. 15, 475; 1913. — 16, 555; 1914.

8 Butkewitsch, Biochem. Zs 16, 410; 1909. :

7" Fearon, Biochem. Jl 18, 576; 1924, — Siehe auch A. Hahn und Lintzel, Zs f.
Biol. 79, 179; 1923.
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Von hydrolytisch wirkenden Desamidasen der Aminosduren kann also
bis jetzt nur im hypothetischem Sinne gesprochen werden. Auch die Des-
aminierung der a-Aminosduren durch niedere Pilze (vgl. z. B. Emmerling,
Zbt. f. Bakt. 1903) ist eine oxydative, keine hydrolytische. Demgemiss werden
wir auch keine synthetische enzymatische Wirkung im Sinne der
Gleichung NH; + HO.CH,-R-COOH annehmen kénnen.

Von grossem Interesse ist Knoops Hinweis auf die reversible Bildung
von Aminosduren aus a-Ketosduren (Klin. Woch. 5; 1926).

Desaminierung des Tyrosins.

Einen besonderen Fall stellt die Desaminierung des Tyrosins insofern
dar, als dieselbe in Gegenwart von Sauerstoff oder Oxydationsmitteln sehr
leicht eintritt; man verdankt Chodat! und Bach? eingehende Untersuchungen
tiber diese Reaktion3. Denselben zufolge wird Oxyphenylacetaldehyd gebildet,
worauf dann die fir die ,Tyrosinase“-Wirkung charakteristischen roten und
schwarzen Kondensationsprodukte und Melanine auftreten. Eine primire
hydrolytische Desaminierung des Tyrosins zu Oxyphenylmilchsidure ist zwar
in einem Fall, und zwar mit Oidium lactis von Felix Ehrlich* gefunden
worden, allgemein ist das priméire Eingreifen einer Desaminase am oxydativen
Abbau des Tyrosins nicht erwiesen 2.

Auf die Tyrosinase und die Purin-Oxydasen kommen wir im letzten
Abschnitt dieses Buches bei den ,Oxydo-Reduktions-Enzymen“ eingehender
zurlick ©.

! Chodat und Schweizer, Biochem. Zs 57, 430; 1913. — Arch. Sc. phys. et nat. 35;
140; 1918. Schweizer, Biochem. Zs 78, 37; 1916.

2 Bach, Biochem. Zs 60, 226; 1914.

3 Siehe hierzu auch M. E. Robinson und McCance, Biochem. J! 19, 251; 1925, —

Siehe auch Folpmers, Biochem. Zs 78, 180; 1916. — Haehn, Biochem. Zs 105, 169; 1920.
¢ F.Ehrlich und K. A.Jacobsen, Chem. Ber. 44, 888; 1911. — Siche auch Y. Kotake,
H. 143, 240; 1925.
5 H.S. Raper und Wormall, Biochem. Ji 19, 84; 1925.
¢ Siehe hierzu M. Dixon und Thurlow, Biochem. JI 18, 971; 1924,



16. Kapitel.

Di-Peptidasen.

Dieses Kapitel, das den enzymatischen Aufbau und Abbau der niederen
Peptide (Di-Peptide) behandelt, bildet die Einleitung zur Beschreibung der
eigentlichen Proteolyse, welche durch die Enzyme vom Typus des Pepsins,
Trypsins und Papains bewirkt wird.

Die an Di-Peptiden gepriiften Enzyme konnen und miissen in einem
besonderen Kapitel behandelt werden; sie spalten zwar auch einen Teil des
Substratgemisches, das als Pepton bezeichnet wird, aber nicht nur, dass die
Hydrolyse der reinen Di-Peptide sich weitaus exakter und vollstindiger be-
handeln lisst als diejenige der anderen Protein-Derivate und Protein-Abbau-
produkte, sondern es scheint nach den Versuchen von Waldschmidt-Leitz
der enzymatische Abbau der hoher-molekularen Bestandteile des Peptons von
demjenigen der niedrigen Peptide wesentlich verschieden zu sein.

Die Di- und Poly-Peptidasen bieten der Erforschung weit geringere
Schwierigkeiten als die eigentlichen Proteasen, da die typischen Polypeptide
ihrem chemischen Bau und ihrem Dispersitatsgrad nach bereits bekannt sind;
der Chemismus der Spaltung tritt dadurch eindeutig hervor und ist quanti-
tativen Messungen und Besprechungen zugénglich.

Trotzdem finden wir auch beziiglich der Peptidbildung und Peptid-
spaltung viele wesentliche Fragen noch unaufgekldrt, Fragen, deren Beant-
wortung fir das Studium der ganzen Proteolyse und der Eiweisschemie
iiberhaupt von grundlegender Bedeutung ist.

Bevor wir auf die Einzelheiten unseres Themas eingehen, miissen wir
versuchen, eine natiirliche Abgrenzung gegen die eigentlichen enzymatischen
Proteolysen zu finden.

Was die Substrate betrifft, so konnen wir hier diejenigen Stoffe
zusammenfassen, in welchen die Komponenten, die Aminosguren, ausschliesslich
durch die Carbamid-Bindung —CO-NH — in bekannter Weise verkettet
sind. Wir behandeln also hier die ihrem Bau nach bekannten Polypeptide
und ihre néchsten hoheren Homologen, in denen wir eine analoge Verkettung
der Aminosduren mit grosser Wahrscheinlichkeit annehmen konnen.

Schwieriger ist es, eine Grenze hinsichtlich des Enzymmateriales
zu ziehen, iiber welches ja bisher noch wenig Exaktes bekannt ist. Wir
werden also in dieses Kapitel alle solchen natiirlichen Sifte, Extrakte und
Priparate einbeziehen, durch welche tiberhaupt die Bildung oder Spaltung
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eines Reprisentanten der hier in Betracht kommenden Substratgruppe ge-
lungen ist, unabhéingig davon, welche Wirkungen das Enzymmaterial ausserdem
an stickstoffhaltigen Stoffen austibt.

In den Darstellungen des Enzymgebietes sind bisher aus leicht ersicht-
lichen Griinden die abbauenden Wirkungen, die Hydrolysen, zugrunde
gelegt worden. In der Uberzeugung, dass das eingehende Studium der enzy-
matischen Synthesen berufen ist, wesentlich zu der Entwicklung der Biochemie
und der Physiologie beizutragen, will der Verfasser in diesem Werke ver-
suchen, diejenigen Tatsachen hervorzuheben, welche tiber die Synthesen
im Proteingebiet bekannt geworden sind. Von diesem Gesichtspunkt aus
haben wir als Substrate in erster Linie die Aminosduren zu betrachten.

A. Die am Aufbau der Proteine beteiligten Aminosiuren.

Alle als Eiweissbausteine bekannt gewordenen Aminosduren enthalten
die Aminogruppe in e-Stellung zum Carboxyl, was darauf hindeutet, dass
ihre Bildung auf den gleichen Reaktionstypus zurtickzufiihren ist. In der
Tat liegt es nahe, anzunehmen, dass die meisten von ihnen nach der
Strecker schen Reaktion entstehen, also aus dem um 1 C-Atom #rmeren
Aldebyd durch Anlagerung von NH; und HCN. Durch Verseifung des
gebildeten Amino-Nitriles entsteht dann die entsprechende Aminosdure

/NH2 /NH2
R-CH +2HO -—>» R-CH + NH,.
N\ON \COOH

Das Aminonitril enthélt ein ,asymmetrisches Kohlenstoffatom“ und
wenn die Verseifung unter geeigneten Bedingungen durch eine optisch aktive
Base bewirkt wird, so kann sie asymmetrisch gefiihrt werden.

Abgesehen vom Glykokoll sind alle natiirlichen o-Aminoséuren asym-
raetrisch gebaut und treten iiberwiegend oder ausschliesslich in einer rechts-
oder linksdrehenden Form auf, welche sich genetisch mit der allgemeinen
d- oder I-Reihe verkniipfen ldsst (Karrér! und Mitarb.).

Hinsichtlich der Bezeichnung der sterischen Reihen schliessen wir uns
im folgenden den Vorschligen von Freudenberg bzw. Wohl und Freuden-
berg? an, welche sich auf die von E. Fischer geschaffenen Grundlagen
stiitzen.

Soll ausgedriickt werden, dass eine Verbindung nach rechts oder links
dreht, so wird vor ihren Namen das Zeichen (+) oder (—) gesetat.

Diese Unterscheidung nach der beobachteten Drehung ist in vielen Fillen kennzeichnend,
wie bei (4)-Glucose (Rechtsglucose) oder (4-)-W einséure (Rechtsweinsiure) und vielfach
die einzig mogliche. . . . In anderen Fillen aber ist diese Benennung nicht eindeutig oder

! Karrer und Mitarb, Helv. 6, 411 u. 957; 1923. — 8, 360; 1925,
2 A.Wohl und K. Freudenberg, Chem. Ber. 56, 309; 1923.
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wenig bezeichnend, so bei der Apfelsiure, wo die Drehung mit der Anderung der Kon-
zentration ihr Zeichen wechselt, oder bei der Glycerinséiure, wo ein Zeichenwechsel beim
Ubergang von der Siure zu ihren Salzen eintritt. . . . Im Gebiet der Zuckerarten und
Oxysiéuren ist fir die eindeutige Unterscheidung der Antipoden die genetische Beziechung
zu den beiden Formen des Glycerinaldehyds zweckmissig, als den gemeinsamen Ausgangs-
punkten eines hier eindeutig durchfiihrbaren stereochemischen Systems.

Wird in Ubereinstimmung mit der urspriinglich von E. Fischer bei
den Zuckern getroffenen Wahl dem rechtsdrehenden (+)-Glycerinaldehyd
die Formel I oder, wagerecht geschrieben, II und die Bezeichnung d-Glycerin-
aldehyd zuerteilt, so ist damit festgelegt, dass bei der tblichen Schreibwéise
mit der Carbonylgruppe oben bzw. rechts durch den Buchstaben d die
Lage der Hydroxylgruppe rechts bzw. unten bezeichnet wird.

CHO H
I H.-C.0H II. (HO)CH, —C— CHO
CH,-OH OH

Dann ergibt sich aus experimentellen Feststellungen, dass die (—) Glycerinsdure die
Formel III hat, also d-Glycerinséure ist und die (--)-Apfelsdure (IV) d-Apfelssure usf. Alle
Verbindungen mit einem asymmetrischen C-Atom, die sich genetisch vom d-Glycerinaldehyd
ableiten lassen, in denen also am a-C-Atom (OH) rechts bzw. unten steht, gehdren der d-Reihe an.

H H
1L (HO)CH, —C— COOH IV. HOOC— CH, —C— COOH
OH OH

Sollen die Aminosguren zum Aufbau von hoheren Eiweiss-Spaltprodukten
verwendet werden, so miissen zun#chst die in der Natur vorkommenden
optisch aktiven Formen dargestellt werden. Eine sehr brauchbare von
E. Fischer ausgearbeitete Spaltungsmethode beruht auf der Darstellung
der Benzoylverbindungen, welche als starke Sduren mit optisch aktiven Basen
die beiden isomeren Salze bilden, welche durch Kristallisation getrennt
werden konnen. Auf diese Weise hat Fischer die Spaltungen zahlreicher
Aminosiuren durchgefiihrtl. Formylverbindungen? haben den Vorteil, dass
die Acylgruppe sich leicht wieder entfernen lésst.

Eine sehr brauchbare Methode von O. Warburg beruht auf der
asymmetrischen enzymatischen Hydrolyse der Ester der Aminoséuren durch
Lipasen® des Pankreassaftes.

Weitere Methoden zur Spaltung racemischer Verbindungen hat H.
Scheibler in Houbens bekannten ,Methoden der organischen Chemie“
zusammengestellt (2. Aufl. 1922). :

In der folgenden Tabelle sind diejenigen Aminossuren, welche als
Spaltprodukte der Proteine erkannt sind, aufgefiihrt.

1 E. Fischer, Chem. Ber. 32—34; 1899—1901.

2 B. Fischer und O. Warburg, Chem. Ber. 38, 3997; 1905.

30. Warburg, Chem. Ber. 88, 187; 1905. — Beziiglich Anwendungen sieche z. B.
Abderhalden, Sickel und H. Ueda, H. 131, 277; 1923. — Fermentf. 7, 91; 1923.
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Name Formel [@]% in Literatur iiber Drehung,
der g-Verbindung wiisser. Los.| Vorkommen, Darstellung
Glykokoll ..... H,N . CH, - COOH In Proteinen: Osborne
und Mitarbeiter, J1 Biol.
Chem. 3; Am. J! Physiol.
17-20.—Abderhalden
und Mitarbeiter, H. 45
. bis 48.
d-Alanin ...... CH; - QH -COOH +2,7° E.F., Ber. 32 (Darst.) und 40
NH, (Drehung).
d-a-Aminobutter- CH;-CH,- CH -COOH -+ 8,0° E. F. und Mouneyrat,
siure . . . .... NH, Ber. 33.
d-Amino-isovalerian. CH,; - CH - CH - COOH E. F., H. 33, 151. —
séure (d-Valin) . CH, NH, Slimmer, Ber. 85. —
Schulze, H. 17,193. —
Levene, H. 35.
I-Leucin ...... CH;-CH- CH,- CH- COOH —10,4° |Ehrlich und Wendel,
st NH, Biochem. Zs 8. — Zuge-
horigkeit zur 1-Reihe:
Karrer, Jiggi, Taka-
hashi, Helv. 8.
d-Isoleucin . . . .. CH,; - CH - CH-COOH 19,74° |Ehrlich, Ber. 37, 1809.
C,H; NH,
d-Norleucin CH;-CH, - CH,-CH,-CH-COOH| -4-6,58° |Heckel,Same¢,Monats-
NH, hefte 28 u. 29; 1907/08.
1-Serin ....... ] CH, - CH- COOH —6,83° | K. F., Ber. 40, 1501. —
OH NH, E.F.u.Leuchs, Ber.35.
1-Cystin. . ..... S CH,- CH (NH,) - COOH Neuberg, Ber. 35, 3161.
S-CH, - CH (NH,)- COCH
Cystein . ... ... CH,- CH- COOH Sekundires Spaltprodukt.
SH NH,
1-Phenylalanin. . . ‘ CsH; - CH, - CH- COOH —35,1° |Schulze, H.9 und 12. —
; NH, E.F., H. 33, 151 und 412.
I Tyrosin . . . ... (_)6H4 - CH,- CH- COOH — 12,56
oH NH, (4°0 HC))
1-Prolin . . ..... CH,—CH, —77,40°
|
(I)H2 CH - COOH
N\
NH
1-Oxyprolin . ... HO-CH- CH, —76° E. F., Ber. 35, 2660.
CH, CH.COOH
NS
NH
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Name Formel [e]% in Literatur tber Drehung,
der a-Verbindung rme wiisser. Los.| Vorkommen, Darstellung
1-Tryptophan C\Pi —33° Hopkins und Cole, JI
v of Physiol. 27. —
H? ﬁ—ﬁ'CHr‘?H'COOH’ Ellinger, Ber. 37—40.
HC ¢ cn  NH '
NN\
CH NH
1-Histidin . . . . .. HC=C-CH, - CH- COOH —39,74° Kossel, H. 22, 176, —
I \ K dwWi ,
i p Ko e
N/ . . .
CH
dLysin....... CH,- CH, - CH,- CH,- CH- COOH Ellinger, Ber.31 u. H.29.
NH, NH, —KosseluMathews,
H. 25.
d-Orpithin . . . .. CH,- CH,- CH,-CH - COOH Jaffé, Ber. 10 und 11.
NH, NH, Kein priméires Spaltpro-
dukt der Proteine.
d-Arginin. . .. .. CH,-CH,- CH,- CH- COOH In saurer |{Gulewitsch, H. 27,
NH - NH, Losung — Kossel, H 22 —
C=NH rechts- Schulze und Winter-
. drehend stein, H. 26.
NH,
1-Asparaginséure . CH (NH,) - COOH +257° | Kommt meist als Amid
CH,- COOH (4°/ HCI) (Asparagin) vor, selten
(Henze,Ber.34) frei. In
Proteinen siehe Abder-
halden und Mitarbeiter,
H. 44—62.
d-Glutaminsiure. . CH, - CH (NH,) - COOH 4+ 12,04° |Skraup und Tidrk. —

8-Oxy-Glutamin-
s#ure

CH, - COOH

CH (OH) - CH (NH,) - COOH
CH, - COOH

Abderhalden
Sasaki, H. 51.

und

Dakin, Biochem. JI 12,
290; 1918,

Sofern die in obiger Tabelle verzeichneten Stoffe als Substrate der
Eiweisssynthese betrachtet werden, wére ihnen noch das Asparagin bei-
zufiigen, welches nach den Ergebnissen von N.N. Iwanoff, Prjanischnikow
u. a. wesentlich zur Synthese der pflanzlichen Eiweissstoffe beitragt.

Die meisten dieser Aminoséuren sind in den genuinen Eiweisskorpern

vertreten.

Einige Proteingruppen, wie die von Kossel studierten Protamine

sind einfacher, und zwar iiberwiegend aus Diaminosiuren zusammengesetzt.
Uber die relativen Mengen, in welchen die verschiedenen Amino-
siuren in einige typische Proteine eingehen, sollen die folgenden Tabellen

eine Vorstellung geben.

v. Euler, Chemie der Enzyme. II. Teil. 2. Abschnitt.

Die in der Literatur mitgeteilten Zahlen sind auf

26
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Tierische Eiweissstoffe.

a-Aminosiuren AIBI])lue:r:in j:;ﬁ;l Gslz;l:;:n Casein Fibrin Vitellin
Glykokoll . .. .. 0,0 0,0 3,5 } 0,0 3,0 1,0
Alanin ....... 2,5 2,7 2,2 1,3 3,6 0,7
Leucin ....... 10,7 20,0 18,7 ] 9,35 15,0 11,0
Isolencin . . . ... — — — ‘ 1,43 — —
Valin........ 2,5 — — | 7,2 1,0 2,4
Serin . ....... — 0,6 — | 0,5 0,8 -
Cystin ....... 03 42 22 | 15 1,2 —
Phenylalanin . . . 5.2 31 | 88 | 32 | 25 2,8
Tyrosin....... 1,8 2,1 ] 2,5 i 4,5 8,5 3,4
Prolin ....... 3,6 1,0 ! 2,8 | 6,7 3,6 4,2
Oxyprolin . . ... — — — [ 0,2 | — —
Tryptophant. . .. — — — 1,5 | — —
Histidin ... ... 1,7 34 2,8 3,8 ‘ 6,4 1,9
Arginin . ... .. 49 49 3,95 45 74 75
Lysin........ 3,8 13,2 9,0 7,7 11,1 48
Asparaginsiure . . 2,2 3,1 2,5 ] 1,4 2,0 2,1
Glutaminséure . . 9,1 i 85 ] 15,5 10,4 i 1,3

Pflanzliche Eiweissstoffe.

Kldestin aus Hefen-
N Erbsen . . .
a-Aminosiuren Haof- |Baumwoll-| Legumin Zein Hordein | Gliadin zyn}o-s
samen ? samen caseln
1 |
Glykokoll . . ... 3,8 L2 - 04 0 0,0 07 | 14
Alanin . ...... 3,6 45 | 21 98 | 04 | 20 17
Leucin ....... 20,9 155 80 200 | 57 6.6 3,2
Valin . ....... + + 10 L9 | 01 33 —
Serin ........ 0,3 04 ' 05 1,0 - 0,1 —
Cystin ....... 0,2 - | = — 1.2 1.2 0,7
Phenylalanin . .. | 24 3,9 3,7 6,6 5,0 2,3 0,9
Tyrosin. .. . ... 2,1 2,3 1,6 4—10 1,7 12 2,4
Prolin. ....... 1.7 28 | 32 9 13,7 132 42
Oxyprolin . .. .. 2,0 - | — — - —
Tryptophan . ... | + + | — — — 1,0 1,5
Histidin. . . .. .. L,1; 22 — | 24 08 2,3 2,2 3,5
Arginin . . . . ... ;142 — o110 15 2,8 3,0 8,4
Lysin........ 1,0; 1,6 — | 45 0,0 0,9 1,2 11,5
Asparaginsiare . . | 4,5 29 | 5,3 1,7 — 0,6 -+
Glutaminsiure . . | 6,3 17,2 ; 17,0 26 43 44 20
Ammoniak ; 2,1 9,3
| 631 71

! Caseinenthéltnach Hopkinsund Cole 1,5% Tryptophan, nach Holm und Greenbank
(J1 Am. Chem. Soc. 45, 1788; 1923) 2.2%.

* Die linksstehenden Werte sind von Abderhalden angegeben die 2 rechtsstehenden
fir Histidin, Arginin und Lysin von Kossel und Patten.

8 Liiers und Nowak, Biochem. Zs 154, 310; 1924,
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eine Dezimalstelle abgerundert wiedergegeben; eine grissere Genauigkeit ist
némlich in der Regel nicht erreicht worden, im Gegenteil ist vielfach mit
sehr grossen Versuchsfehlern zu rechnen; auch ist die Konstanz des Materials
kaum sichergestellt.

Histone und Protamine weichen in ihrer Zusammensetzung stark
von den eigentlichen Eiweissstoffen ab.

Die Histone, welche wohl als Zwischenglieder zwischen eigentlichen
Eiweissstoffen und Protaminen aufzufassen sind, enthalten neben reichlichen
Mengen Arginin® noch die meisten Monoaminoséuren. So fanden Abderhalden
und Rona im Thymushiston folgende prozentische Mengen:

Glycin 0,5 Prolin 1.5
Alanin 3,5 Phenylalanin 2,2
Leucin 11,8 Tyrosin 5,2

Glutaminsdure 0,5.

Die Protamine entstehen nach Kossel und Weiss? aus abgebautem
Muskeleiweiss. Die Protamine finden sich nach den Studien von Miescher
und besonders von Kossel im Sperma vieler Fische, und aus ihnen wurden
die verschiedenen Stoffe wie Salmin, Clupein, Sturin usw. isoliert.

In den echten Protaminen betrigt der Basen-Stickstoff rund 90°/0 des
Gesamtstickstoffes. Es enthalten:

Salmin?® (aus Rheinlachs) Sturin*
870%0 Arginin 58,7%/0 Arginin
12,9 %0 Histidin
12,0%0 Lysin
ausserdem Alanin und Leucin.

B. Die Polypeptide.

Die Polypeptide sind gekennzeichnet durch die zwischen je zwei Amino-
siureresten bestehende Bindung -CO-HN. Fischer® hat auf die 4 Struktur-
isomerien hingewiesen, welche bereits beim einfachsten Dipeptid, dem Glycyl-
glycin moglich sind (1. ¢. S. 568):

NH,-CH,-CO-NH.CH,-COOH NH,-CH,.COH): N.CH,COOH

II\THs-CHz-CO-Nﬂo CH2-OO(|) II\1H3‘CH2-C(OH):N-CH2-CO(I)

Hierzu ist noch zu bemerken, dass Bjerrum® in neuerer Zeit wahr-
scheinlich gemacht hat dass bei den a-Aminosduren die Zwitterionen in

* Kossel und Pringle, H. 49, 302; 1906. — Kossel, H. 22 n. 25; 1897/98.
t F. Weiss, H. 52, 108; 1907.

3 Vgl. Kossel, H. 88, 163; 1913.

* Kossel und Dakin, H. 44, 342; 1905.

5 Siehe E. Fischers zusammenfassenden Vortrag Chem. Ber. 39, 530; 1906.
¢ Bjerrum, Zs f. physik. Chem. 104, 147; 1923.

26*
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erheblichem Grad auftreten; das gleiche ist von den Polypeptiden zu ver-
muten, wobei der Abstand zwischen der freien Amino- und Hydroxylgruppe
eine wesentliche Rolle spielt.

,Eine weitere Komplikation erfshrt die Frage nach der Struktur der
Polypeptide, wenn sie Aminodicarbonséure oder Diaminos@ure enthalten.
So musste fir das Asparagylmonoglycin die Wahl zwischen den beiden Formeln

CO-NH - CH,-COOH COOH
CH-NH, CH-NH,
CH,-COOH CH,-CO-NH-CH,. COOH

offen bleiben!. KEbenso wenig konnte fiir das Dipeptid der Diaminopropion-
giure eine Entscheidung zwischen den Formeln
NH,-CH,-CH (NH,)-CO.NH.CH,-CH (NH,)- COOH
oder NH,-CH,-CH (NH,)-CO-NH-CH-COOH
CH,-NH,

getroffen werden 2.4

Eine ausserordentlich grosse Zahl von Isomeriefillen ergibt sich durch
Konfigurationsunterschiecde der a-Aminosiuren, welche — mit Ausnahme
des Glykokolls — ein agymmetrisches C Atom enthalten.

»Bei den Polypeptiden berechnet sich die Zahl der selbstéindigen opti-
schen Isomeren nach der bekannten van’'t Hoffschen Formel zu 2= Z. B.
ein Dipeptid von der allgemeinen Formel

NH,.CHR-C0.NH-CHR- COOH

muss wegen der beiden durch Sternchen markierten, asymmetrischen Kohlen-
stoffatome in vier aktiven Formen existieren, von denen je zwei eine
racemische Verbindung bilden konnen. Bei Benutzung von racemischem
Rohmaterial ist also a priori die Bildung von zwei isomeren inaktiven Sub-
stanzen zu erwarten, und diese miissen schon auftreten bei den halogen-
haltigen Zwischenprodukten

Br-CHR-CO-NH- CHR - COOH.

Derselbe Schluss gilt natiirlich auch fiir die Umwandlung eines Dipeptids
in ein Tripeptid, mit anderen Worten, fiir die Ankuppelung jeder weiteren
Aminosidure mit einem asymmetrischen Kohlenstoffatom. Diese Isomerie ist
zuerst bei dem Leucylphenylalanin® beschrieben worden.“

Hinsichtlich des Aufbaues der optisch aktiven Polypeptide sind zwei
Falle zu unterscheiden: ,Sind beide Komponenten einheitlich aktive Stoffe,
so kann nur ein einziges Produkt entstehen; z. B. muss das Alanylalanin

1 E. Fischer, Chem. Ber. 87, 4594; 1904.

? E. Fischer, Chem. Ber. 38, 4173; 1905.
3 Leuchs und Suzuki, Chem. Ber. 37, 3306; 1904.
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aus d-Alanylchlorid und d-Alaninester ein einheitliches optisch aktives Di-
peptid sein. Ist dagegen die eine der Komponenten aktiv und die andere
racemisch, dann ist die Entstehung von zwei optisch aktiven Substanzen zu
erwarten, die aber keine optischen Antipoden sind. Dahin gehoren die
zahlreichen Kombinationen des aktiven Tryosins, Asparagins und der Aspara-
ginsdure mit Alanyl, Leucyl, Phenylglycyl. Da die Isomeren hier keine
optischen Antipoden sind, so ist die Moglichkeit vorhanden, sie durch blosse
Kristallisation zu trennen.“

Was die allgemeinen Eigenschaften der Polypeptide betrifft, so muss
hinsichtlich Loslichkeit, Drehung, Fillbarkeit usw. auf die von ihrem Entdecker
gegebene Zusammenfassung verwiesen werden (I c. S. 575).

Ihre elektrolytischen Dissoziationskonstanten spielen bei der im folgenden
notwendigen Betrachtung des Aciditits-Optimums der enzymatischen Spaltung
eine Rolle und verdienen deshalb hier besondere Erwihnung.

Wie ihre Komponenten, sind die Polypeptide Ampholyte, und das Ver-
haltnis ihrer sauren Dissoziationskonstanten K, und ihrer basischen Disso-
ziationskonstanten K, ist von dem entsprechenden Verhdltnis bei den
Aminosduren, wie nachfolgende Beispiele zeigen, nicht sehr verschieden.
(Ka, K, ist fiir die untersuchten Dipeptide rund tausendmal grosser als fiir
die entsprechenden Aminosduren).

Die Zahlenwerte gelten fiir 25°1

Ampholyt K. (259 K, (25°%) Autor Schriftstelle
Glykokoll ... .. 1,8-10-1 2,7-10-12
Alanin . ...... 1,9-10-1 5,1-10-12 } Winkelblech|Zs physik. Chem. 36,546;1901.
Leucin . ...... 1,8-10-1° 28.10-12
Phenylalanin 2,5-10-° 1,3-10-12
Tyrosin Koz .. .. 4-10-° 2,6-10-1 ¥ Kanitz Pfliig. Arch. 118, 589; 1907.
Kaz . ... 4.10-10 )
Tyrosin Koy ... .| 4-10-1° )
Kez....| 4-10-u b Harris | Proc. R.Soc. B. 95, 440; 1923.
Valin . ....... ca. 2-10-1| 2.0-10-12 |} ’ )
Glycylglyein 1,8.10-8 2.10-1 Euler H. 51, 219; 1907.
” 0,5-10-8 Harris Proc. R. Soc. B. 95, 440; 1923,
Alanylglycin . . 1,8-10-8 2.10-1 Euler H. 51, 219; 1907.
’ .o..] 0,66-10-8 Harris Proc. R. Soc. B. 95, 440; 1923.
Leucylglycin. .. .| 1,5-10-% 3-10-1 Kuler H. 51, 219; 1907.

Hinsichtlich der chemischen Reaktionsfihigkeit der Aminosiuren sei

nur folgendes hervorgehoben:

Wegen der grossen Festigkeit, mit welcher die Aminogruppe an das

! Fir die Temperatur 18° liegen Messungen von Dernby vor.

107; 1917.

Biochem. Zs 8l,
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Kohlenstoffatom gebunden ist, kommt bei den Polypeptiden ebensowenig wie
bei den Aminosduren (vgl. Kap. 15, 8. 387) ein eigentlicher hydrolytischer
Ersatz von NH, gegen OH in Betracht.

Die fiir unsere folgenden Betrachtungen wesentlichste Reaktion,
R-COOH + H,N.R, 2 R-CO-NH-R, + H;O ldsst sich bekanntlich ohne
enzymatischen Katalysator in der Richtung der Peptidbildung schwer durch-
fiihren. Bei dieser Reaktion ist ndmlich nicht R.COO™ die reagierende
Molekiilart, sondern R-CO%1. Lisst man das Radikal CO' hervortreten, etwa
durch Verwendung des Esters H,N:R.CO-0OC,H; oder des Saurechlorides
H,N.-R-CO-Cl, so geht die Synthese nach Fischers Vorschrift leicht
vonstatten. Andererseits reagiert nicht der Ammoniumrest +H3N-R, sondern
der Aminrest, so dass auch fiir die nicht-enzymatische Synthese das Aciditts-
Optimum in der Néhe des Neutralpunktes liegen diirfte.

Die enzymatische Polypeptidspaltung wurde seit Abderhaldens Ver-
suchen im allgemeinen als stark spezifisch angesehen, insofern als die in der
Natur vorkommenden Aminosiduren enzymatisch angegriffen werden, wihrend
optischen Antipoden unangegriffen bleiben. Ferner schien aber nach Fischer
und Abderhalden! die enzymatische Spaltbarkeit auch der natiirlich vor-
kommenden Peptide von der Art und Anzahl der einzelnen Aminosiure-
komponenten und ihrer Struktur abzuhingen. Erst durch die neuesten Unter-
suchungen von Waldschmidt-Leitz mit reiner Peptidase hat sich das
Spezifitits-Problem zu kliren begonnen. Wir kommen hierauf im Abschnitt E
dieses Kabpitels zurtick.

In diesem Kapitel kommen die einfachen Peptide (Dipeptide) als Substrate
fast ausschliesslich in Betracht.

C. Vorkommen der Peptidasen.

Die ersten Kenntnisse iiber die Peptidasen erhielt man durch Cohn-
heims? Entdeckung der peptonspaltenden Wirkung der Darmschleimhaut.
Cohnheim schrieb dieselbe einem Enzym zu, das er Erepsin nannte. Einem
Vorschlag von Euler und Josephson entsprechend wire der Name Erepsin
fur das natiirliche Gemisch® der Carbamasen beizubehalten, welches aus der
Darmmucosa usw. sezerniert wird, und sich auch in anderen Siiften und
Geweben findet.

Enzyme, die in ihrer Wirkung sehr #hnlich derjenigen des Darmerepsins
sind, wurden spiter im Pankreassaft, im Speichel und in anderen Sekreten
nachgewiesen. Auch in Geweben sind polypeptidspaltende Enzyme vorhanden

1 Fischer und Abderhalden, H. 46, 52; 1905.
? Otto Cohnheim, H. 83, 451; 1901. — Ferner H. 35—51; 1901/06.
3 Analog den Bezeichnungen Invertin und Emulsin fiir natiirliche Enzymgemische.
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und ebenso kennt man, besonders durch die Untersuchungen von Vines,
ypflanzliches Erepsin“. Ganz besonderes Interesse verdient die peptid-
spaltende Komponente des Papains, welche durch Willstédtter bekannt
geworden ist.

Wie bereits Seite 391 erwihnt, miissen die an definierten Polypeptiden
gewonnenen FErgebnisse in der Besprechung von denen gesondert werden,
welche an Peptonen, dhnlichen Substratmischungen und an Proteinen gewonnen
worden sind. Bei der ilteren Versuchsmethodik mit Pepton blieb meist
unbekannt, welche Bestandteile des Peptons der Spaltung unterliegen, und
so sind die gemachten Beobachtungen nicht scharf genug definiert, um Regel-
missigkeiten hervortreten zu lassen. Von entscheidender Bedeutung
ist der Nachweis von Waldschmidt-Leitz (H. 147—151), dass Peptidase
(Erepsin) und tryptisches Enzym scharf zu trennen sind.

1. Peptidasen in Tieren.
a) Korperflissigkeiten und Sekrete von Vertebraten.

1. Normales Blut. Wihrend das normale Blutserum frei von Pepti-
dasen ist!, wurde Spaltung von Peptiden sowohl in FErythrocyten als in
Leukocyten von Rind, Pferd, Hammel, Hund und Kaninchen nachgewiesen?:*,
und zwar von

Glycyl-1-Tryosin dl-Alanylglycylglycin
dl-Alanylglycin (z. T.) Glycyl-dl-Leucin.

Mit Blutpldttchen des Rinderblutes erhielten Abderhalden und Man-
waring® in manchen Fillen ebenfalls Spaltung, allerdings unregelmaéssig;
Aktivierung durch Serum und Plasma (?).

J. W. Hall und G. S. Williamson* beobachteten Spaltung von
Glycyltryptophan durch Schafsblut.

Unter anormalen Verhaltnissen (Verbriihung und photodynamische
Schadigung) hat H. Pfeiffer?® Glycyltryptophanspaltung im Kaninchenserum
und -Harn gefunden. Ferner im Menschen- und Meerschweinchen-Serum.

In diesem Zusammenhang muss schon hier auf die viel besprochenen
Beobachtungen von Abderhalden® hingewiesen werden, dass in Serum, in
welches blutfremde Peptone eingetreten sind, Enzyme ganz neu oder stark
vermehrt auftreten, welche gewisse Peptide spalten.

! Siehe hierzu Abderhalden und Oppler, H. 53, 294; 1907. — Abderhalden und
McLester, H., 55, 371; 1908,

* Abderhalden und Deetjen, H. 51, 334; 1907 u. 53, 280; 1907.

3 Abderhalden und Manwaring, H. 55, 377; 1908.

4J. W.Hall und G. S. Williamson, Jl of Path. Bact. 15, 351; 1911.

5 H. Pfeiffer, Zs Immun. 23, 478. — Fermentf. 8, 327; 1925.

6 Abderhalden und Mitarbeiter, H. 61, 200. — 62, 120 u. 233; 1909. — 64—71. 1909,11.
— Abderhalden, Die Abderhaldensche Reaktion, 5. Aufl. Berlin, 1922.
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Es hat sich zunichst um eventuelle Spezifitit gegen organfremdes
Eiweiss gehandelt. Dann bestand lédngere Zeit die Moglichkeit?, auf die
Spaltung gewisser Peptide eine Enzymdiagnostik griinden zu konnen; diese
Hoffnung hat sich bisher noch nicht erfiillt. Immerhin sind aus der Dis-
kussion um die Abderhaldenschen , Abwehrfermente* bzw. um die
»Abderhaldensche Reaktion* zahlreiche Tatsachen hervorgegangen, welche
auch vom rein enzymchemischen Gesichtspunkt aus eine eingehende Dar-
stellung rechtfertigen; eine solche wird im III Teil dieses Werkes gegeben
werden.

2. Milch. Frauvenmilch spaltet Glycyltryptophan? (Warfield, Jl Med.
Res. 25, 235; 1911. — Wohlgemuth und Strich, Preuss. Akad. 1910,
520. — H. Koch, Zs f. Kinderh. 10, 1; 1914).

3. Speichel. Glycyltryptophan wird gespalten (Warfield, Bull
J. Hopkins Hosp. 22, 150; 1911). — Koelker fand ausserdem, dass zahl-
reiche Dipeptide und das untersuchte Tripeptid I-Leucylglycyl-d-alanin an-
gegriffen werden (H. 76, 27; 1911).

4, Magensaft. Im Magensaft findet sich normal keine Peptidase,
sondern nur bei Riicktritt des Darminhaltes (Abderhalden und Schitten-
helm, H. 59, 230; 1909).

Im carcinomatdsen Mageninhalt fanden Neubauer und Hans Fischer
ein peptidspaltendes Enzym; Nachweis mit Glycyltryptophan (Deutsch. Arch.
f. k. Klin. Med. 97, 499; 1909). '

Der Umstand, dass ein solches Enzym auch aus dem Darm oder
Speichel in den Mageninhalt gekommen sein kann, hat Bedenken gegen die
klinische Verwendbarkeit dieses Enzymnachweises hervorgerufen. Lit.: J. W.
Weinstein, J| Amer. Med. Ass. 57, 1420; 1911. — J. W. Hall und G. S.
Williamson, Jl of. Path. Bact. 15; 1911. — J. C. Friedman und W. W.
Hamburger, Arch. of Int. Med. 12, 346; 1913.

5. Pankreassaft. Gegen die meisten Dipeptide unwirksam.

6. Darm. Besonders hervorzuheben ist der wichtige Befund von
Waldschmidt-Leitz, dass Peptidase des Pankreas und Darms
identisch sind.

7. Harn. Einige Versuche von Abderhalden und Rona® an Glycyl-
l-tyrosin ergaben keine Spaltung. Vielleicht nach Verfiitterung von Pankreatin.
— Eine Angabe von Sagel (Miinch. med. Wochenschr. 1914) iiber organ-
spezifische Peptidasen im Harn bei Paralyse bedarf einer Nachprifung. -—
Umfassende Versuche an Glycyl-Tryptophan teilen H. Pfeiffer und
Standenaht® mit.

1 Siehe z. B. Abderhalden und Rona, H. 53, 308; 1907.
? Auch Brustdriise der Fran (Tateyama, Biochem. Zs 163, 297; 1925).
3 H. Pfeiffer und Standenaht, Fermentf. 8, 327; 1925,
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b) Normale Organbreie und Organpresssifte von Vertebraten.

phibien, Fische

Lincei 25 (1916).

Tier Organ Untersuchtes Peptid | Bemerkungen Literatur
i
Rind Muskelpresssaft| Glycylglycin, d,l-Leu- Spaltung
cylglyein, Glycyl-
l-alanin u. a.
Hund Mauskelpresssaft Glycyig]ycin', erh e}oliche Abderhalden wm
Glyeyl-l-tyrosin Spaltung Teruuchi, H.47,
Rind Kolierter d,l-Leucylleucin, asymm. 466; 1906. — H.
Leberbrei dl-Leucylglycin, Spaltung 49, 1; 1906.
Glyeyl d,l-alanin |
Rind Lebergewebe | l-Leucyl-l-tryptophan | —
Hund Nierenpresssaft Glycylglycin Spaltung
Kaninchen | Muskel, Leber, d,]-Leucylglycin, Spaltprodukte: | Abderhalden u.
Niere Glyeyl-d,l-alanin, 1 Leucin, Glycin,, Hunter, H. 4%,
Glycylglycin | akt. Leucyl- 517; 1906.
glycinanhydrid
Kalb Augen-Linse, d,l-Alanin, Glycyl- z gespalten I
Presssaft  |tyrosin, Diglycylglycini Abderhalden u.
. . [ Lussana, H. 85,
Kalb Gehirnsubstanz d,J-Alanylglycin, Spaltung 390: 1908
Diglycylglycin = ’ '
Embryonen von — Glycyl-l-tyrosin | nicht gespalten | Abderhalden u
Huhn, Schwein : " Steinbeck, H.
u. a. in verschie- i | 68, 812; 1910.
denen Entwick- ‘\ ‘
lungsstadien ]\
Reptilien, Am- Leber d,)-Leucylglycin ! Clementi, Atti
‘ \

c) Pathologische Organe und Gewebe.

Hier beanspruchen die Beobachtungen an Tumoren das grosste

Interesse.

Neuberg! hat schon 1905 darauf aufmerksam gemacht, dass hin-
sichtlich der Peptonspaltung eine Organspezifitit der Tumorenenzyme nicht

statthat.

Nachdem Leo Hess und P. Sax]l zum Schluss gekommen waren,

dass die Carcinomzelle in ihren proteolytischen Eigenschaften vollkommen den
Zellen der normalen Gewebe gleicht, nahm besonders Abderhalden die
Frage unter Verwendung reiner Polypeptide auf.

Am Glycyl-1-Tyrosin zeigten zundchst Abderhalden und Rona?, dass
diejenigen Carcinome, welche zu der Gruppe der Adenocarcinome gehoren,

! Neuberg, Berl. klin. Woch. 1905,
2 Abderhalden und Rona, H. 60, 415; 1909.

das genannte Dipeptid genau ebenso spalten wie normale Gewebszellen.
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Abderhalden, Koelker und Medigreceanu! fanden auch mit Presssaft
von Tumorzellen asymmetrische Spaltung von dl-Leucylglycin; nur das natiir-
lich vorkommende 1-Leucylglycin wurde gespalten, nicht die d-Form. Abder-
halden und Pincussohn? kamen immerhin zum Schluss, dass der Abbau
von Polypeptiden durch Carcinomzellen anders verlduft als der durch normale
Zellen; Regelmaissigkeiten konnten nicht gefunden werden.

W. W. Hamburger? konnte in Krebsgeweben keine wesentliche Ab-
weichung von der Peptidspaltung normaler Gewebe nachweisen.

K. Wiener* fand in einem carcinomatésen Exsudat Spaltung von
Glyeylglycin und Leucylglycin, aber keine Protease.

Nach Phosphorvergiftung fanden Abderhalden und Schitten-
helm5 den Presssaft einer Hundeleber gegen Glyeylglycin und dl-Leucylglycin
mindestens ebenso wirksam, eher wirksamer, als den eines normalen Tieres.

Uber eine entsprechend gesteigerte Peptonspaltung durch Erepsin bei
Phosphorvergiftung siehe Kobzarenko (Biochem. Zs 66), 17. Kap.

Uber das Vorkommen von Peptidasen in Erythrocyten vgl. S. 401.

d) Avertebraten.
Jecur spaltet nach Clementi® Leucylglycin.

2. Peptidasen in hioheren Pflanzen.

Die enzymatische Polypeptidspaltung haben Abderhalden und der
Verf. gleichzeitig und unabhingig voneinander 1906/07 nach zwei verschiedenen
Methoden studiert.

Kraftige Glycylglycinspaltung wurde von Euler? mit Presssaft aus
keimenden Lupinussamen und mit einem daraus hergestellten Trockenpraparat
erzielt; nicht ganz so wirksam waren Priparate aus Raps- und Erbsensamen.

An Leucylglycin wurde von Abderhalden und Schittenhelm?
Spaltung der natiirlichen 1-Form durch Presssaft aus Lupinensamen nach-
gewiesen. Itwa gleichzeitig wies Verf. nach, dass im racemischen Gemisch
auch die d-Form durch das gleiche Enzymmaterial gespalten wird. Auch
Dialanylcystin wird nach Abderhalden und Schittenhelm?® gespalten.

Der Einfluss der Keimung stellt sich nach den Versuchen des Verf.1
folgendermassen:

! Abderhalden, A. H. Koelker und Medigreceanu, H. 62, 145; 1909.
2 Abderhalden und Pincussohn, H. 66, 277; 1910.

$ W. W. Hamburger, J| Am. Med. Ass. 59, 847; 1912.

*+ K. Wiener, Biochem. Zs 41, 149; 1912.

5 Abderhalden und Schittenhelm, H. 49, 40; 1906.

® Clementi, Acad. dei Lincei (5) 24, 972 u. 25, 183; 1916.

" Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 2, 31; 1906.

8 Abderhalden und Schittenhelm, H. 49, 26; 1906.

? Siehe auch Abderhalden und Dammhahn, H. 57, 832; 1908,

10 Buler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 2, 89; 1907.
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Ungekeimte (Lupinen-) Samen bzw. ihr Presssaft sind unwirksam. Am
2. Keimungstag (Zimmertemperatur) war schon das Maximum der Peptidasen-
wirkung gegen Glycylglycin erreicht, wie folgende kleine Tabelle zeigt:

Tage der Keimung . . 2 4 6 8 10
Reaktionskonstante k-10¢ 44 39 42 37 35

In Papain, Enzympriparaten aus dem Milchsaft von Carica papaya,
fanden Abderhalden und Teruuchi! Spaltung von Glyeyltyrosin; diese
Angabe bestitigt sich nach den Untersuchungen von E. M. Frankel und
von Willstatter und Grassmann? nicht. Frankel konnte mit keinem
der Dipeptide Glycylglycin, Alanylglycin, Glycylalanin, Alanylalanin und
Glycyltyrosin eine Spaltung erzielen, und zwar auch nicht durch HCN-akti-
viertes Papain. Willstatter und Grassmann priiften Glycylglycin und
dl-Leucylglycin mit negativem Ergebnis; mit letzterem Substrat wurde die
Untersuchung bei verschiedener Aciditit vorgenommen.

Dagegen wird, wie letzstere Forscher zeigten, Leucylglycylleucin durch
Papain mit HCN angegriffen, und zwar war ein Drittel in Dipeptid und
Aminoséure gespalten.

3. Peptidasen in Pilzen und Bakterien.

Man verdankt die ersten und eingehendsten Versuche mit definierten
Substraten (Polypeptiden) Abderhalden und seinen Mitarbeitern. Abder-
halden und Rilliet® fanden im Presssaft von Champignon (Psalliota cam-
pestris) Spaltung verschiedener Dipeptide. Abderhalden und Pringsheim*
sprechen sich iiber ihre Ergebnisse folgendermassen aus (l. c. S. 254):

,Aus diesen Versuchen geht hervor, dass die verschiedenen Pilze verschiedenartige
peptolytische Fermente enthalten. Die Presssifte aus Allescheria Gayoni, Rhizopus tonkinensis
und Aspergillus Wentii spalteten 1-Leucyl d-Leucin, wahrend Presssaft aus Mucor mucedo dieses
Peptid nicht angriff. . . . Wir sehen bei diesen niederen Organismen zum Teil wenigstens
Fermente auftreten, die Bindungen losen, auf welche die entsprechenden Fermente der hoheren
Organismen keinen Einfluss haben.*

Koelker?® hat mit Autolysesaft der Hefe dl-Alanylglycin gespalten.

Die Spaltung des Glycylglycins durch Autolysesaft der Hefe hat Dernby®
eingehend untersucht; auf die kinetischen Messungen der beiden Autoren
kommen wir im folgenden zuriick.

Bakterien. Sasaki wies Spaltung des Glycylglycins und Glyeyl-
l-tyrosins durch Bact. coli commune nach?. Die nicht verfliissigenden Bakterien
(Typhus, Paratyphus A und B, Bac. dysenteric. Flexner, Microc. tetragenus)

! Abderhalden und Teruuchi, H. 49, 21; 1906.

* Willstiatter und Grassmann, H. 138, 184; 1924.

8 Abderhalden und Rilliet, H. 55, 895; 1908.

4 Abderhalden und H. Pringsheim, H. 59, 249; 1909. — 65, 180; 1910.
> Koelker, H. 67, 297; 1910.

¢ Dernby, Biochem. Zs 81, 107; 1917. Diss. Stockholm; 1917.

7 T. Sasaki, Biochem. Zs 41, 174; 1912. — 47, 462; 1912
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hydrolysieren Glycyl-I-tyrosin und Glyeylglycin in guter Ausbeute. Nach
T. Mito! verlauft die Spaltung von racemischem dl-Leucylglycin (Bildung
von l-Leucin) und von racemischem Glycyltyrosin durch Bact. coli und
Staphylococcus albus asymmetrisch.

D. Darstellung und Reinigung.

In den meisten Untersuchungen sind Presssifte direkt verwendet worden.
Aus denselben lassen sich durch Féllen mit Alkohol oder Aceton mehr oder
weniger wirksame Trockenpriaparate in Pulverform herstellen, welche aller-
dings sehr grosse Mengen von Verunreinigungen enthalten; ihr Anteil wird
verringert, wenn man den Presssaft vor der Alkoholfillung dialysiert.

Ob demgegeniiber das Eindunsten des dialysierten Saftes im Vakuum
nach Koelker? einen Vorteil bietet, erscheint zweifelhaft.

Die Peptidasen der Hefen lassen sich aus dem Autolysesaft gewinnen,
die Dialyse unter vermindertem Druck nach Sérensen hat sich dabei als
sehr geeignet erwiesen3. Koelker (H. 67) autolysiert 3—4 Tage bei Zimmer-
tempevatur mit Zusatz von Chloroform und Calciumecarbonat (30 g Carbonat
auf 500 g Bickerhefe) und filtriert. Die Angabe von Dernby, dass eine
Fortsetzung der Autolyse bei 38° nicht vorteilhaft ist, kann Verf. bestitigen.
Durch wiederholte Filtration erhilt man einen hellgelben klaren, aber sehr
eiweissreichen Saft, den man zunichst durch Dialyse reinigt; dabei kann man
die Dialyse unter vermindertem Druck nach Sorensen verwenden.

Handelt es sich um die Darstellung eines Peptidasenpriparates aus
tierischem Material, so wird man die Schleimhéute, welche das Enzym sezer-
nieren, waschen, dann von der Unterlage mechaunisch ablosen, zerkleinern
und extrahieren.

Die Extraktion kann durch Wasser bzw. Salzlosungen, z. B. physiologische
Kochsalzlssung geschehen oder, da wissrige Erepsinlosungen wenig haltbar
sind, durch Glycerin*.

Bei den Versuchen von Josephson wurde abgeschabte Mucosa vom Diinndarm des
Schweines 2 Tage mit Glycerin geschiittelt. Filtration durch Faltenfilter liefert einen klaren
hellgelben Saft, von welchem 1 ccm zu 25 cem 0,1 norm. Glycylglycinlésung zugesetzt in
90 Minuten eine Spaltung von 2190 bewirkt.

Fir die Behandlung der wisserigen Losung hat Rice® ein Verfahren
beschrieben: Der Brei der Diinndarmschleimhaut wird mit 0,1%iger Soda-
losung 10 Tage bei 38° unter Toluolzusatz stehen gelassen. Man filtriert
dann durch ein Tuch und siuert mit Essigsdure schwach an. Der sich langsam

! Mito, Acta scholae Med. Univ. Kyoto 5; 1921. — Ber. ges. Phys. 16, 17; 1923.

2 A. H. Koelker, Jl Biol. Chem. 8, 145; 1910.

8 Dernby, Biochem. Zs 81, 107; 1917.

* Euler, H. 51, 213; 1907.
®Fr. E. Rice, J1 Am. Chem. Soc. 37, 1319; 1915.
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abscheidende flockige Niederschlag wird abfiltriert und das Filtrat wird dialysiert.
Die Dialyse darf nicht zu lange ausgedehnt werden, sonst wird das Enzym
geschwicht.

Untersuchungen von Fodor (Koll. Zs) siehe im 17. Kapitel.

Adsorptionsversuche.

Rice hat auch das Adsorptionsverhalten des Darmerepsins untersucht,
aber, wie Waldschmidt-Leitz schreibt, ,ohne sichere quantitative Be-
stimmungen®.

Durch Kaolin wird Erepsin in saurer Losung gut adsorbiert; Elution in alkalischer
Phosphatlésung. Wesentliche Reinigungserfolge sind aber bis jetzt nicht erzielt worden.

Waldschmidt-Leitz hat die Tonerdeadsorption mit A. Harten-
eck an Pankreaserepsin und mit A. Schéffner an Darmerepsin studiert.
Er fand im Gegensatz zu Rice die Tonerdeadsorption des Darmerepsins (wie
auch des Pankreaserepsins) stark von h abhingig, und zwar in saurer Reaktion
am hochsten, im alkalischen Gebiet sehr gering.

Durch Zusatz von Alkohol wurde die Adsorption bei pH 4,7 deutlich verstirkt, ,allein die
Empfindlichkeit des Enzyms auch gegen geringere Alkoholkonzentrationen ldsst fiir eine
préiparative Anwendung dieses Mittels keine Vorteile erwarten®,

Die Elution des Erepsins aus den Tonerdeadsorbaten gelingt in guter
Ausbeute durch schwach alkalische Phosphatlésungen.

Waldschmidt-Leitz und Schidffner gelangten durch Tonerde-
adsorption zu keiner merklichen Konzentrationssteigerung des Enzyms. ,Zwar
gelingt es dabei, die tryptische Verunreinigung der Enzymlosungen vollstindig
abzutrennen, den Erepsinwert der Elutionen findet man indessen, wohl infolge
der unvermeidlichen Verluste, die insbesondere die Ausfillung der Phosphor-
siure begleiten, nicht hoher als vor der Adsorptionsvornahme.“

Adsorptionstrennung der Peptidasen vom Trypsin durch-Tonerde.

Sowohl Pankreaspeptidasen wie auch Darmpeptidasen lassen sich von
dem sie begleitenden tryptischen Enzym durch Tonerdeadsorption befreien,
und zwar auf Grund des Umstandes, dass das tryptische Enzym bei saurer
Reaktion von der Tonerde nicht oder nur wenig aufgenommen wird (Wald-
schmidt-Leitz u. Mitarb.). ,Es ist sehr bemerkenswert, dass das verschiedene
Adsorptionsverhalten von Pankreaserepsin und Darmerepsin einerseits und von
Pankreastrypsin andererseits unabhiingig von der Natur der begleitenden Stoffe,
in den rohen Ausziigen der Pankreasdriisen wie in denen der Darmschleimhaut,
zur Geltung kommt.“ Wegen der Ausfiihrung dieser Trennung sei auf die
Originalarbeiten (H. 147, 286 u. zw. 304, sowie 151, 31 u. zw. b1) hingewiesen.

. Uber die Reinigung bzw. die Herstellung von Peptidasepriparaten von
hohem Reinheits- und Wirksamkeitsgrad ist bis jetzt noch sehr wenig bekannt,
Nach einer in diesem Laboratorium begonnenen Untersuchung ist die
Schleimhaut des Schweinsdarms ein besonders giinstiges Ausgangsmaterial.
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Josephson?) trug von dem oben erwihnten Glycerin-Darmextrakt
85 ccm unter Kiihlen und bei kriftigem Riihren in 250 cem absol. Alkoliol
ein. Die Fillung wurde durch Zentrifugieren von der alkoholischen Fliissig-
keit getrennt. Nach Waschen mit absol. Alkohol und Ather wurde das Priparat
in einem Vakuum-Exsikkator von den letsten Atherresten befreit. Ausbeute
rund 1 g Trockenpréparat aus 100 cem Darmextrakt.

Auch Waldschmidt-Leitz? extrahiert die Darmschleimhaut mit
(87%0igem) Glycerin, von dem er die fiinffache Menge verwendet.

Wirksamkeit und Reinheitsgrad.

Wir legen einstweilen die Spaltungsfihigkeit gegen Glycylglycin?® den
Wirksamkeitsangaben zugrunde und bezeichnen sie nach einem Vorschlag von
Euler und Josephson! mit Gl f, das durch den Quotienten aus Reaktions-
konstante und Trockensubstanzgehalt definiert sei, also durch die Gleichung

k
g Trockensubstanz’

Glyceylglycin - Spaltungsfiahigkeit Gl f=

Wir fiithren die Aktivititsbestimmung in folgender Weise aus: Zu der
Versuchsmischung, enthaltend in 25 cem Totalvolumen (nach Zugabe des
Enzyms) 0,05 n. Glyeylglycin + Natronlauge (pH = 7,9—38,0), wird nach dem
Erwérmen der Losung auf 37° (durch Einsenken in einen Thermostaten) die
Enzymlosung zugegeben; die erste Probe (5 ccm) wird sofort der Liosung ent-
nommen, in 5 cem Formolmischung eingetragen und mit 0,2 n. Natronlauge
titriert. Die nach verschiedenen Zeiten entnommenen spéteren Proben werden
dann in gleicher Weise behandelt und titriert. Die angewandte Reaktions-
mischung reicht zu drei Bestimmungen (ausser der Nullprobe) des Reaktions-
koeffizienten. Die tiibrigbleibenden 5 ccm sind zur Messung der Aciditét
bestimint.

Bis auf weiteres fiihren wir die Aktivitdtsbestimmungen ohne Puffer
und ohne Zusatz von Aktivatoren (Ca”) aus, da der hemmende Einfluss des
ersteren und die Aktivierungserscheinungen an der Darmpeptidase noch nicht
gentigend durchforscht sind*. ‘

Waldschmidt-Leitz schligt vor, zur Aktivititsbestimmung (ebenfalls auf Grund
der Glycylglycinspaltung) als Erepsineinheit (Er.E.) das 1000fache derjenigen Enzymmenge
anzugeben, fiir die sich unter festgestellten Bedingungen der Reaktionskoeffizient k = 0,001
ergibt; dann gibt dieser Reaktionskoeffizient die Anzahl von Enzymeinheiten in der unter-
suchten Probe an. Krepsinwert (Er.W.) ist nach Waldschmidt-Leitz die Anzahl von
Enzymeinheiten in 1 g Priiparat.

Uber die entsprechende ,Pankreaserepsineinheit* (P.Er.E.) siche Waldschmidt-
Leitz und Harteneck, H. 147, 286 u. zw. 295; 1925.

! Kuler und Josephson, Chem. Ber. 59, 226; 1926. — Siehe auch Euler, Sv. Vet.
Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 24; 1925.

2 Waldschmidt-Leitz und Schiffner, H. 151, 81; 1926.

3 Siehe Kuler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 2, 31; 1906.

4 Vgl. hierzu auch die Ergebnisse von Willstdtter und Grassmann, H.138, 184; 1924,
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E. Wirkungsbedingungen.
1. Aciditiit.

An reinen Dipeptiden hat Verf.! 1906 den Versuch gemacht, die
optimale Aciditdt der enzymatischen Spaltung zu bestimmen, und zwar mit
der Methode der Leitfihigkeit, welche gestattete zu ermitteln, welcher Anteil
der zugesetzten Natronlauge gebunden wird und wieviel freie Natronlauge
(freie Hydroxylionen) sich bei der Reaktion in Losung befinden. Die optimale
Konzentration des freien Alkalis wurde damals zu 0,000010 n bzw. 0,000012 n
angegeben, und zwar fiir die Glycylglycin-Spaltung durch Darmpeptidase bei
37° Setzt man fir diese Temperatur Ky =3,1-10"1, so entspricht dies
einer Aciditdt von pH = 8,5 bzw. 8,6. Spitere Versuche, die mit G. Hofrén-
Lagerberg, unter Benutzung der einstweilen bekannt gewordenen natiirlich
viel genaueren und zweckmissigeren Methodik
Sorensens ergaben 82—84, was unter Beriick-
sichtigung der durch die &ltere Methodik be-
dingten Fehler als eine gewisse Bestdtigung der 6
ersten Resultate angesehen wurde. An Pepton
als Substrat fanden Rona und Arnheim? spiter

8

als Opti § 4
ptimum pH =18 (vgl. 17. Kap.). 5 \ \
Dernby? gibt in seiner eingehenden Unter- © \ A 755 /
suchung an, dass das optimale pH bei Darm- 2 AN L%
erepsin um einige Zehntel hoher liegt als bei \557;%)/
Hefenerepsin (siche unten); Dernbys Befund
wiirde also auf etwa 8,0 zu setzen sein. Dasselbe 625 zapﬁ 73 40
pH-Optimum fanden Euler und Josephson bei Fig. 47.

ihren neuen Versuchen® Die Peptiden aus
Pakreasextrakt® ergaben auf Glycylglycin als Optimum pH = 17,9, also nahe
dieselben Werte wie beim Darmerepsin.

Auch Waldschmidt-Leitz® fand das Optimum des Pankreaserepsins,
wie spiter das des Darmerepsins bei etwa pH = 17,8.

Zur Untersuchung des entsprechenden Punktes bei Hefenereptase hat
Dernby (Biochem. Zs 81, S. 79) eine Versuchsfliissigkeit folgender Zusammen-
setzung verwendet: '

10 cem 0,4 n-Glycylglycin4-2 cem 0,2 n Natronlauge + 5 cem Enzymlss. 20 com
0,2 mol. Phosphat -} aqua ad 100 cem.

t Enler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 2, Nr. 31; 1906 und Nr. 89; 1907.

? Rona und Arnheim, Biochem. Zs 57, 84 ; 1913,

3 Dernby, Biochem, Zs 81, 107; 1917. Dissertation Stockh. 1917.

* Euler und Josephson, Chem. Ber. 59, 226; 1926. — Vgl, Waldschmidt-Leitz
und Schiaffner, H. 151, 31; 1926.

S Dernby, Jl Biol. Chem. 35, 179; 1918.

® Waldschmidt-Leitz und Anna Harteneck, H. 147, 286; 1925.
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In der Figur 47 stellt Dernby die bei verschiedener Aciditit zu einer
Spaltung von 50 bzw. 75%0 erforderlichen Zeiten zusammen. Abderhalden
und Fodor haben auf Grund ausgedehnter Untersuchungen hervorgehoben,
dass die optimale Aciditdt der Polypeptidspaltung von der Natur des Sub-
strates abhingt. Die genannten Forscher fanden folgende Aciditiits-Optima:

pH des Optimums

. Glycyl-lleucin . . . . . . . . 84I; 850

I aontibernd g Popiolvein L L L L L L . . 7,50; (7,56)

Aquimolekularen 4 pjonciolvein . . . . . . . . 7,30; 813

Losungen )\ gyoooldalanin . . . . . . . . 7,30—7,91

gespalten d-Alanylllewcin . . . . . . . . 676; 685

l-Leucyl-d-alanin . . . . . . . 680—7289
I-Leucyl-l-asparaginsiure 2%ig . . . . . . . . . 676
1-Leucyl-l-asparaginsiure 10°/oig e e . . . . . . 680
. l-Leucylglyein . . . . . . . . 7,56
In “n{'ihel"‘d I-Leucylglucylglycin . . . . . . 7,26
aqulm'o exuiaren - Leucyldiglycylglyein . . . ... 7,29
Lésungen l-Leucyldiglyeylglycin . . . . . 7,28
gespalten I-Leucylpentaglycylglycin . . . . 6,64

Abderhalden und Fodor?! entnahmen ihren Messungen folgende Er-
gebnisse: ,,Polypeptide, die aus gleichen Bausteinen aufgebaut sind, zeigen
in ihrem optimalen Verhalten in den meisten Fallen gewisse Ubereinstim-
mungen, wenn auch diese Erscheinung nicht durchgehends giiltig ist.

,» Wihrend Glycyl-l-leucin, 1-Leucylglycin, ferner die Polypeptide I-Leucyl-
glycin bis I-Leucyl-pentaglycylglycin sowie auch Leucyl-l-asparaginsidure ein
sehr scharfes Optimum - besitzen, ist es bei den Polypeptiden, die als
Baustein Alanin enthalten (mit Ausnahme von d-Alanyl-1-Leucin) nicht
der Fall.*

~Zwel weitere Faktoren beeinflussen ferner des ofteren die Lage des
Optimums: die Hefesaftkonzentration und das Alter des Saftes.

Zweifellos haben Abderhalden und Fodor vollkommen recht, wenn
sie betonen, dass man bei denjenigen Enzymen, bei welchen nicht nur ein
einziges Substrat in Betracht kommt (wie etwa bei der Saccharase der Rohr-
zucker, abgesehen von der Raffinose), sondern eine grossere Reihe von Sub-
straten nicht von vornherein ein gemeinsames pH annehmen darf. Es ist
ja Uberhaupt nicht das Enzym an sich, welches ein Acidititsoptimum besitzt
(die Aciditdt der maximalen Stabilitdt gehort nicht hierher), sondern die
enzymatische Reaktion.

Im grossen ganzen kann gesagt werden, dass die Peptidasen der tieri-
schen Organe nahe bei der natiirlichen Aciditdt derselben ihre grosste Wirk-
samkeit entfalten, nach Myers und Clendon ist diese vielleicht etwas nach
der sauren Seite verschoben.

1 Abderhalden und Fodor, Fermentforschung 1, 533; 1916. — Siehe hierzu auch
Fodor, Das Fermentproblem (1922) und: Die Grundlagen der Dispersoidchemie, Dresden 1925.
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Fir den Fall, dass die Polypeptide der enzymatischen Spaltung in
Form ihrer Akalisalze (als Anionen) unterliegen, wiirde — unter sonst iiber-
einstimmenden Umstéinden — die Aciditdt um so giinstiger sein, je voll-
stindiger die Salzbildung mit dem Peptid, je geringer also der Hydrolysegrad
ist. Dementsprechend wiirden stéirker saure Peptide eine geringere Alkalinitét
erfordern als schwéchere Siauren, und man wird dann, wie Verf. getan hat,
die Salzbildung des Substrates neben seiner isoelektrischen Form in Be-
tracht ziehen.

Abderhalden und Fodor betrachten ihre Ergebnisse vom kolloid-
chemischen Standpunkt aus und betonen, dass ,,auch diese Fragen das
Studium der Adsorptionsbedingungen der amphoteren Elektrolyte, vorziiglich
der Aminosiduren und Polypeptide in Abhéingigkeit von der Aciditit dringend
erfordern*. — Uber den Einfluss der Aciditit auf die Kinetik der enzymatischen
Peptidspaltung siehe S. 414—415.

Einfluss auf die nichtenzymatische Hydrolyse: Levene und Mitarb.?.

2. Neutralsalze. :

Hier weichen wieder die Angaben iiber Hefen-Peptidasen und tierische
Peptidasen voneinander ab.

Nach Untersuchungen von Koelker? an Hefen-Peptidase und Alanyl-
glycin beschleunigt CaCl, in 0,1°oiger Losung die Hydrolyse, hemmt aber
schon in 1°%oiger Losung. Dagegen findet Abderhalden® auf dl-Leucyl-
glycin und Glyeyl-l-tyrosin durchweg ,,deutlich beschleunigenden Einfluss*,
wogegen er mit MgSO, und MgCl, nur eine schwache Verzogerung? mit
(SrCl, gar keine Wirkung fand. Auch NaCl (physiologische Kochsalzlosung)
beeinflusst nach Abderhalden und nach Koelker die Reaktionsgeschwindig-
keit nicht. NaF soll nach Abderhalden* an dl-Leucylglycin hemmen, bei
Glycyl-l-tyrosin in geringer Konzentration beschleunigen. Bei Abderhaldens
Versuchen mit Cyankalium ist die Aciditatsverinderung nicht beriicksichtigt;
siehe hierzu Dernby, 1. c¢. S. 199.

An Darm-Peptidase fand Dernby (l. ¢.) durch Na- und K-Salze in
0,4 normaler Kouzentration ziemlich starke Hemmung, am meisten mit
Nitraten, am wenigsten mit Fluoriden.

Waldschmidt-Leitz und Schaffner (H.151) konnten dagegen nach
Zusatz von Alkalisalzen einwertiger, anorganischer Anionen keine Hemmung
beobachten.

Durch Phosphat-Puffermischung schon in 0,04 mol. Konz. wird
Darmpeptidase (nicht aber Hefenpeptidase) wesentlich gehemmt (Dernby).

! Levene, Simms und Pfaltz, JI Biol. Chem. 61, 445; 1924,

2 Koelker, JlI Biol. Chem. 8, 145; 1910.

3 Vermutlich tritt hier das bei alkalischer Reaktion gebildete Mg(OH), mit dem Enzym
zusammen und fillt teilweise aus.

¢ Abderhalden, Caemerer und Pincussohn, H. 59, 293; 1909.

v. Euler, Chemie der Enzyme. II. Teil. 2. Abschnitt. 27
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) 10 cem 0,4 n-Glycylglycin 4 4 ccm n/;-NaOH 4+ 20 cem Erepsin (d) - Wasser = 100 ccm.
b) Dasselbe + 18,2 ccm m/; sek. - 1,8 cem m/; prim. Phosphat = 100 cem. ¢ = 38,

Verdauungs- a b Verdauungs- a b
zeit in zeit in

Stunden °%N | pH | %N pH’ Stunden °% N | pH | %N pH"

0 0 7,8 0 7,8 0 0 7.8 0 78
3 12 — 9 - 2 12 — 7 —
8 32 — 14 - 7 32 — — —
21 65 8,4 24 78 24 76 8,6 26 7,8

Waldschmidt-Leitz und Schaffner bestitigen diesen Befund und
finden, dass durch ihre Phosphatpufferkonzentration (bei pH = 7,8) die Enzym-
wirkung auf etwa ein Drittel herabgesetzt wird (Bindung von Ca).

Bemerkenswert ist der Befund von Abderhalden und Fodor, dass
sich das pH-Optimum der Peptidspaltung durch Neutralsalze um eine Ein-
heit verschieben kann.

Abderhalden und Fodor! haben dann noch eingehende Versuche an-
gestellt {iber den Einfluss von Kochsalzzusiitzen in verschiedenen Zustinden
des Saftes, die je nach dem Alter wechselten sowie iiber die Anionenwirkung
auf Sifte, deren Zustand nahezu gleich war (1. c¢. S. 94 u. ff.). Verf. mochte
um so weniger versdumen, auf diese Untersuchungen? ausdriicklich hinzu-
weisen, als dieselben von speziellen Gesichtspunkten aus angestellt und be-
arbeitet worden sind, von deren Fruchtbarkeit sich der Verf. selbst noch nicht
hat {iberzeugen kénnen. Abderhalden und Fodor heben zusammenfassend
folgende Resultate hervor (S. 207):

1. ,Wie das Optimum selbst, so wird auch der Einfluss von Neutralsalzen in erster
Reihe vom kolloiden Zustand des Fermentes bedingt.

2. Der Endeffekt des Salzzusatzes ist von komplexer Natur und besitzt als Voraus-
setzung sowohl lyotrope als auch unmittelbar auf das Kolloid einwirkende Faktoren.

3. Bei den verwendeten Mischungen von Substrat |+ Regulatoren | Hefenauszug ergeben
Zusitze von 0,66 dqu. Neutralsalz per Liter in den ersten Zeitintervallen in der Regel eine
geringe Forderung, der jedoch alsbald eme Hemmung der Wirkung folgt. Jodkalium sowohl
als auch Rhodankalium hemmen bereits in den erwihnten Konzentrationen sehr stark, wihrend
die Salze KCl, KBr, KNO; und K,SO, erst bei hoheren Konzentrationen von 0,66 #qu. L
bedeutende Hemmungen aufweisen.*

3. Aktivatoren und Hemmungsstoffe.

Uber Aktivatoren der enzymatischen Dipeptidspaltung haben Abder-
halden und Wertheimer?® Mitteilungen gemacht, welche, falls sie an
anderem Material und unabhingig von der Aciditit wiedergefunden werden,
von wesentlicher Bedeutung fiir die Kinetik der Peptidasen wiren. Diese

1 Abderhalden und Fodor, Fermentf. 4, 191; 1920.
? Siehe hierzu auch Fodor, Das Fermentproblem. Dresden und Leipzig, Steinkopff, 1922,
3 Abderhalden und Wertheimer, Fermentf. 6, 1; 1922,
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Aktivatoren wurden aus Hefeautolysat und aus alkoholischem Hefeauszug
gewonnen.

,Simtliche nach der Formoltitration und durch Beobachtung der Drehungsinderung
ausgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass sowohl Hefeautolysat als auch das alkoholische
Extrakt aus Hefe den Abbau der untersuchten Dipeptide (besonders Leucylglycin) unter den
gowihlten Bedingungen beschleunigten.* ,Durch Kochen wird der Einfluss der die Hefestoffe
enthaltenden Losungen verringert. Wird das Kochen auf eine Stunde ausgedehnt, dann ist
jeder giinstige Einfluss vernichtet.* ,Besonders interessant ist die Beobachtung, dass Hefe-
extrakt, das der Dialyse unterworfen wird, unwirksam wird, und zwar war sowohl das Dialysat
als der nicht dialysierte Teil ohne jeden Einfluss aut den Verlauf der Hydrolyse des Dipeptids
dl-Leucylglycin. Wurden dagegen die beiden Losungen, d. h. das Dialysat und der nicht
dialysierte Teil wieder vereinigt, dann ergab sich eine deutliche Wirkung.* ,Es zeigte sich,
dass Schilddriisen- und Thymusopton die Spaltung (der Dipeptide) deutlich beschleunigen,
wihrend die aus Hypophyse, Hoden, Ovarien, Corpus luteum gewonnenen Optone ohne Einfluss
gind.“ Ferner beschleunigen nach Abderhalden und Wertheimer Jodothyrin und Glycyl-
3,5--dijodtyrosin sowie in geringem Grad Plazentaopton®.

» Wurde das Opton aus Thymus und Schilddriise 20 Minuten lang gekocht, dann wurde
es unwirksam.* _Auch hier zeigte es sich, dass das Dialysat und der nicht dialysierte Teil
fir sich angewandt, keine Wirkung mehr zeigten. Bei der Vereinigung beider Produkte trat
wieder eine deutliche Wirkung hervor.“

Einen kleinen Effekt im gleichen Sinne erhielt kiirzlich Josephson
bei der Wiederholung des obigen Versuchs mit Autolysesaft von Hefe (H.161).

Verdiinntes Phenol hat auf die Glycylglycinspaltung nach Dernby
keinen Einfluss.

F. Kinetik.

Kinetische Untersuchungen der Peptidasen miissen nunmehr an niederen
Polypeptiden und besonders an Dipeptiden vorgenommen werden. Ein grosser
Vorteil besteht zunidchst in der Durchsichtigkeit des chemischen Vorgangs
und — was damit in Zusammenhang steht — in der Moglichkeit, den gefundenen
Endpunkt mit dem theoretisch berechneten zu vergleichen. Ferner aber ist das
Substrat durch seine Konzentration eindeutig definiert, Zustandsverschieden-
heiten, die in unkontrollierbarer Weise mit dem Alter, tiberhaupt der Vor-
geschichte zusammenhiéngen, treten bei den kristallisierbaren Peptiden nicht auf.

Bei meinen ersten kinetischen Messungen an Dipeptiden! wurden tierische
Enzymlosungen angewandt, und zwar teils reiner Pankreassaft aus dem
Laboratorium Pawlows, teils Glycerinextrakt aus Schweinsdarm, ferner bei
einigen Versuchen Pankreatin (Rhenania).

Als Messmethode kam Bestimmung der Leitfdhigkeit zur Anwendung.
Versuchstemperatur war 37°% Ermittlung der optimalen Alkalinitat s. S. 409.

1, Zeitlicher Verlauf.

Der zeitliche Verlauf der Glycylglycinspaltung sei durch einige Zahlen-
beispiele erldutert:

1 Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 2, 31; 1906.
27*
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0,10 n-Glyeylglycin, 0,04 n-Alkali (entspricht etwa pH = 8).

5 g Erepsinpriip. in 100 cem 3 g Erepsinpriparat in 100 cem

Minuten | 1000 (a—x) |  k-10¢ Minuten | 1000 (a—x) k-10¢
0 930 ~ 0 980 —
7 837 65,4 10 915 29,8
13 - 763 66,0 20 861 28,1
20 690 64,8 32 809 26,0
28 620 63,0 41 760 27,0
36 550 63,3

Als Ergebnis dieser ersten Untersuchung wurde festgestellt, ,dass die
Spaltung des Glycylglycins eine Reaktion erster Ordnung ist, und dass die ent-
sprechenden Geschwindigkeitskoeffizienten k unter gilinstigen Umstéinden bis
zum Ablauf der halben Reaktion wirklich konstant bleiben“. Spiter trat
eine Abnahme der k-Werte ein (beginnende Enzymzerstérung).

Dieses Ergebnis wird von Dernby sowohl mit Darmpeptidase als mit
Hefenpeptidase bestitigt. Von seinen Tabellen seien die folgenden angefiihrt,
die sich auf die Hefenpeptidase beziehen:

10 cem 0,4 n-Glycylglycin 4 4 cem n/;-NaOH
-+ 10 ccm Enzym (a) 4 20 cem Phosphat |
Wasser =100 cem. pH' =17,.8. t=38°

10 cem 0,4 n-Glycylglycin 4 4 cem n/;-NaOH
~+1 ccm Enzym (b) 4 20 cem Phosphat -
Wasser = 100 cem. pH' =178, ¢ =380

Verdauungs- | °/o Amino- Verdavungs- | °/o Amino-

zeit in stickstoff k zeit in stickstoff k

Stunden x Stunden x
0 0 — 0 0 —
1 13,8 0,157 3 28,6 0,113
2 25,9 0,150 6 50,1 0,115
3 36,2 " 0,150 9 62,0 0,108
4 449 0,150 21 90,6 0,113
5 55,2 0,157 30 93,0 (0,090)
8 69,0 0,145
10 75,9 0,143
12 82,8 0,147
24 96,6 (0,138)

Rechnet man die Konstanten, wie iiblich auf Minuten um, so erhilt
man k.10* = 26 bzw. 20.

Abderhalden und Fodor?! kamen, im Gegensatz zum Verf. und zu
Dernby, zum Ergebnis, dass der zeitliche Verlauf der Peptidspaltung durch
Hefen-Peptidase von der Aciditdt stark abhingig sei. Da aber neuerdings
die Versuche des Verfassers und diejenigen von Dernby durch die eingehende
Untersuchung von Waldschmidt-Leitz durchaus bestitigt wurden, so mag

1 Abderhalden und Fodor, Fermentforsch. 1, 533; 1916.
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ein Hinweis auf die betreffenden Arbeiten von Abderhalden und Fodor
gentligen.

Von den Versuchen von Waldschmidt-Leitz und Schaffner sei
beispielsweise der folgende angefiihrt (1. c. S. 41).

Reaktionsverlauf bei pH=717,0.

0,660 g Glycyl-glycin, 15,0 cem Glycerinauszug, im Gesamivolumen von 50,0 ccm; pH ein-
gestellt durch 25,0 cem 0,2 mol.-Phosphatpuffer von pH=17,8 + 4,6 ccm 0,2 n-NaOH; 30°;
zur Analyse entnommen je 10,0 ccm.)

i Aciditdtszunahme | Spaltung b — 1 1 a
Min. cem 0,2 n-KOH % R
38 1,28 23 0,00309
60 1,84 36 0,00290
120 3.02 56 0,00296

Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck (H. 147, S. 294) fanden
fir Leucylglycin und Pankreas-Peptidase folgenden Reaktionsverlauf:

1,00 ccm Glycerinauszug aus roher Pankreasdriise.

Acidititszunahme 1ns
Min. cem 0,2 n-KOH k-10
15 0,18 9,3
30 0,37 9,7
60 0,72 9,7
120 1,28 9,2
180 1,85 9,5
240 2,29 9,3

Schliesslich sei auch ein Versuch von Willstdatter und Grassmann!
iiber Hefen-Peptidase hierhergesetzt, pH-Optimum 7,8.

Spaltung von Leucylglycin durch verschiedene Enzymmengen
(Enzym mit 1 cem m/3-Primirphosphat-Ammoniakmischung von pH =7,8; 0,225 (6/5 Millimol)
Peptid; Enzym und Substrat mit NH; vorher auf pH = 7,8 eingestellt. Vol. 10 cem. — 40°% —
Spaltung in cem n/5 KOH.)

Enzymmenge (ccm Autolysat in 10 cem der Mischung)

Minuten 0,25 0,50 1,0 2,0 4,0

gef. | ber. | gef. | ber. | gef. | ber. | gef. | ber. | gef. | ber.

15 — | 004 — | 0,08] 023 017 | 0,40 | 0,33 ; 0,49 | 0,63

30 — 0,08 | 0,16 | 0,17 | 043 | 0,33 | 0,63 | 0,63 | 0,99 | 1,12

60 017 | 017 | 0,32 0,33 | 0,63 | 0,63 | 1,09 | 1,12 | 1,67 | 1,83
120 028 033 | — — — — — — — —

! Willstdatter und Grassmann, H. 153, 250; 1926.
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Die Enzymmenge, welche unter den Bedingungen dieses Versuches die
vorhandene |-Peptidmenge in 1 Stunde zur Hilfte spaltet, bezeichnet Wil -
stdatter als Erepsineinheit. ,Sie ist beispielsweise in 3,4 ccm des hier ver-
wendeten Autolysates (aus 0,4 g Hefetrockengewicht) enthalten. Es handelt
sich auch hier um eine scheinbare Enzymmenge, denn die getnessene enzy-
matische Wirkung ist von Begleitstoffen in wechselndem Masse beeinflusst.“

Zur Wirksamkeitsbestimmung zieht Verf. ein optisch inaktives Dipeptid

vor. Beziiglich der Erepsin-Einheit sei auch auf die Arbeiten von
Waldschmidt-Leitz?! verwiesen;

Wi vgl. auch S. 408.
15 & Waldschmidt-Leitz und
Deubsch haben die Kinetik der
Ry / ) Milzpeptidase untersucht. Dieselbe
ij,lo > /M"“‘/ erinnert an diejenige der Hefen-
:5 / peptidase: der Reaktionsverlauf
° A 5 Min|_| zeigt in einem grosseren Bereich
05 — Proportionalitit zwischen Zeit und
Umsatz, abweichend von der Wir-
kungsweise des Darmerepsins. (Vgl.
7 2 3 Ycembnzym-  in der genannten Arbeit die Kritik
Fig. 48.5””9"" losung der Yersuche von Hedin, auf die
Wirkung der Hefenpeptidase auf Leucylglycin, wir im 21. Kapitel zurtickkommen.)
Enzymmenge und Umsatz. Neutralsalzwirkungen

(vgl. 8. 411): Die idlteren Versuche
und Angaben von Koelker (JI Biol. Chem. 8), Abderhalden (H. 59) und
Dernby (Biochem. Zs 81) bediirfen im Lichte der neueren Untersuchungen
iiber Peptidasen einer Revision.

Sehr bemerkenswerte Resultate iiber Gleichgewichte vom Typus Glycyl-
glycin-Glycinanhydrid haben Levene und Simms? erhalten; siehe Nachtrag.

2. Einfluss der Substratkonzentration.

Der Einfluss der Substratkonzentration auf die Geschwindigkeit der
Glycylglycin-Spaltung wurde in einer neuen Arbeit von Euler und Joseph-
son?® untersucht. Die Versuchsreihe, mit einem durch Alkoholfillung eines
Glycerinextraktes aus Schweinedarm dargestellten Priiparat von Gl f=0,12
(iber die Bedeutung von Gl f siehe S. 408) ausgefiihrt, wird in der nach-
stehenden Tabelle wiedergegeben.

1 Waldschmidt-Leitz und Schaffner, H. 151, 31 und zw. 44; 1926.

? Levene und Simms, Jl Biol. Chem. 62, 711; 1925.
3 Euler und Josephson, Chem. Ber. 59, 226 (1926).
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Aktivitdts-[S]-Kurve der Glyeylglycin-Spaltung. pH =28,0. Zu jedem Versuch 2 ccm Enzym-
lssung. Volumen des Reaktionsgemisches = 25 ccm.

Konzentration des . ccm n/s-NaOH
Glyeylglycins [S] Min. DiE. k% 104 kX 104 [S]
0.025n. 0 — 96) 0,24
60 0,07 88
120 0,12 7.9
180 0,16 73
8 0,61 —
0,050-‘". 0 —_ (9,5) 0,47
60 0,14 85
120 0,23 72
180 0,30 6.5
® 1,27 —
0,10-n. 0 _ 5.8) 0,56
60 0,17 5,2
120 0,30 4,7
180 0,41 44
® 2,48 —
0,20-’". 0 — (3,5) 0’70
60 0,23 3,4
120 0,44 3,3
180 0,63 3,2
® 5,00 —
0,30-n. 0 — @7) 081
60 0,26 2,6
120 047 2.3
180 0,66 2,2
7,49

Die auf Grund dieser Zahlen konstruierte Aktivitits-[S]-Kurve der
Glycylglycin-Spaltung findet man in der Fig. 49. Sucht man aus dem Ver-

lauf dieser Kurve in #hnlicher
Weise wie bei anderen Enzymen
die Affinitétskonstante der Glycyl-
glycin - Peptidaseverbindung zu
schitzen, so findet man fiir die
Schweinsdarmpeptidase den an-
gendherten Wert Ky =]15. Es
wird von erheblichem Interesse
sein, gerade bei diesem protec-
lytischen Enzym die Abhingig-
keit der Affinitit von der Her-
kunft und Vorgeschichte des
Enzyms zu verfolgen.

08
(2 /
/T/

05 =
~
) /
* oy /
s. (]
=<

02

0,05 010 015 0,20 0,25 030
[s]
Fig. 49.

Aktivitéits-[S]-Kurve der Glycylglycin-Sphltung
pH=8,0.
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3. Einfluss der Enzymkonzentration.

Orientierende Versuche des Verfassers! an Glycylglycin und Pankreas-
erepsin ergaben eine recht angensherte Proportionalitit zwischen relativer
Enzymkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit.

Zum gleichen Ergebnis, Proportionalitdt zwischen Enzymkonzentration E
(in einem gewissen Bereich) und Reaktionskonstante, kam Dernby? unter
Verwendung von Darmerepsin, wihrend Abderhalden und Fodor davon
abweichende Resultate anfiihren (Fermentf. 1, 579).

In Ubereinstimmung mit Verf. und mit Dernby finden nun Wald-
schmidt-Leitz und Schiffner® mit Darmpeptidase in einem gewissen
Bereich von E Proportionalitit zwischen E und k.

Wir Jassen einen zusammenfassenden Auszug aus ihrer Tabelle (I. c.
S. 42) folgen:

Enzymmenge E Reaktionskonstaunte k « 10

8 ccm 8,7
4 ccm 4,2
2 ccm 1,6
(1 ccm) (0,25)

»Nur bei der Wirkung sehr kleiner Enzymmengen wird diese Beziehung
(Proportionalitit) nicht mehr beobachtet; hier findet man die Enzymwirkung
verhiltnismissig geringer“. ,Diese Abweichungen mogen auf den Einfluss
der Enzymzerstorung zuriickzufiihren sein¥.

4. Hemmung der Erepsinwirkung durch Glykokoll und andere Reaktions«
produkte der Peptidspaltungen.

Die alteren Angaben iiber die Nichtbeeinflussung der Erepsinwirkung
durch das Spaltungsprodukt der Glycylglycinspaltung, Glykokoll, konnten
Euler und Josephson bei ihren neuen Versuchen* nicht bestitigen. Es
hat sich némlich gezeigt, dass die Hemmung der enzymatischen Glyeylglycin-
spaltung durch die besprochene Aminosiure in hohem Masse von der Aciditat
bzw. Alkalinitit abhéngt. Wahrend isoelektrisches Glykokoll keine Wirkung
auf die Erepsinwirkung auszuiiben scheint, wurde beim optimalen pH der
Glycylglycinspaltung (pH = 7,9—8) eine Hemmung beobachtet.

1 Euler, Sv. Vet. Arkiv f. Kemi 2, Nr. 89, S. 7; 1907,

* Dernby, Biochem. Zs 81, 107 u. zw. 185; 1917.

3 Waldschmidt-Leitz und Schiaffner, H. 151, 31; 1925/26.

¢ Kuler und Josephson, Chem. Ber. 59, 226; 1926. — H. 157, 122; 1926.
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0,1 m Glycylglycin

419

0,1 m Glycylglycin + 0,2 n Glykokoll

Zunahme des Alkali- Zunahme des Alkali-
Min. pH verbrauchs. Min. pH verbrauchs.
ccm n/5 Ba(OH), ccm n/5 Ba(OH),
10 7,9 — 12 79 —
50 — 0,50 50 — 0,24
65 - 0,65 65 —_ 0,29
150 8,45 1,09 150 8,1 0,52

Die Reaktionsgeschwindigkeit war also bei diesem Versuch durch den
Zusatz von 0,2 m Glykokoll auf rund die Hilfte der Reaktionsgeschwindigkeit
herabgesetzt, die bei Spaltung von 0,1 m Glycylglycin in Abwesenheit von
Glykokoll beim Versuchsbeginn eintritt.

Die foigende Versuchsreihe zeigt den Einfluss der Alkalinitit.

0,1 m Glycylglyein 0,1 m Glyeylglyein 4 0,2 m Glykokoll

pH = 17,84 bei Versuchsbeginn pH= 709 | 761 | 787 | 816 \ 8,44

Zunahme des
Min. Alkaliverbrauchs. Min.
ccm nf/5 Ba(OH),

Zunahme des Alkaliverbrauchs
cem n/5 Ba(OH),

20 0,22 70 0,30 0,25 0,21 0,11 0,0

45 0,36 180 0,63 0,46 0,44 0,25 0,02
60 0,41 280 0,76 0,52 — — —

Ahnliche Verbiltnisse findet man bei Alanin wieder. Hemmung durch
l-Alanin: Abderhaldenund Fodor(Fermentf. 1). —Eulerund Josephson
haben experimentell festzustellen versucht, ob die Hemmung der Peptidase
durch die Spaltprodukte der Dipeptide auf eine Affinitdt zwischen Enzym
und Aminosiure zuriickgefilhrt werden kann, welche durch die substrat-
bindende Gruppe des Enzyms vermittelt wird, und eine solche Affinitit
scheint sich nach unseren Versuchen (H. 157, 122) wirklich geltend zu machen.
Glycylanhydrid und Harnstoff hemmen nicht. Acetursiaure, Hippursidure
und Benzoylglycylglycin wurden durch unser Darmerepsin-Priparat nicht
gespalten!),

,Aus diesen Versuchen ziehen wir den Schluss, dass die Bindung eines
Substrates an das Erepsin aus Schweinsdarm wenigstens zum Teil durch eine
freie Aminogruppe des Substrates vermittelt wird. Inwiefern auch andere
Gruppen im Substrat fiir die Bindungsfahigkeit an das Enzym mitbestimmend
sind, lasst sich noch nicht sagen. Jedenfalls scheinen uns die Ergebnisse
iber die Spaltbarkeit der Curtiusschen Biuretbase

1 Dadurch werden frithere Angaben bestitigt, und zwar: bezgl. Hippursiiure solche von

Clementi, Atti Accad. dei Lincei (5) 32, 172; 1923. Bezgl. Benzoylglycylglycin diejenigen
von Toru Imai, H. 136, 205; 1924.
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H,N-CH,-CO-NH-CH,-CO-NH-CH,-CO-NH-CH,-COOC,H,
dafiir zu sprechen, dass eine freie Carboxylgruppe im Substrat fiir die Bindung
und Spaltung des Substrates nicht notwendig ist.“

G. Spezifitit der Peptidasewirkungen.

1. Verschiedene Substrate.

Die Aufklirung der Sperzifitit der eigentlichen Peptidasen ist einer der
wichtigsten Punkte in der gegenwirtigen Proteaseforschung. Erst nachdem
die Zahl und die Wirkungsbereiche der am Eiweissabbau beteiligten Kom-
ponenten festgelegt sind, konnen wir uns ein Bild von den proteolytischen Funk-
tionen der einzelnen Organe machen. Es ist ein grosses Verdienst von Will-
statter und von Waldschmidt-Leitz, den Grund zu der Scheidung der
proteolytischen Enzyme gelegt und bereits wichtige Tatsachen zur Beurteilung
der Reichweite der einzelnen Enzyme aufgedeckt zu haben.

Was zunichst die Frage betrifft, ob diejenigen Enzyme, welche Dipeptide
in den einzelnen Organen spalten, also besonders Pankreaspeptidase und
Darmpeptidase charakteristische Besonderheiten aufweisen oder nicht, so fiihren
wir aus der Arbeit von Waldschmidt-Leitz und Schiffner (H. 151)
folgende Tabelle an:

— bedeutet keine nachweisbare Hydrolyse; - bedeutet positive Hydrolyse.

Enzym
Substrat Darm- Pankreas- | Pankreas-
erepsin erepsin | trypsin (akt.)
Alanylglycin . . . . . . + + —
Glyeyltyrosin . . . . . . . 4+ + —
Glycylglycin e + + -
Leucylglycin . . . . . . . + —+ —
Leucylalanin . . . . , . . -+ + —
Pepton (ex. albumine, Merck) — — -+
Clupein . . . . . . . .. — — +
Thymushiston . . . . . . . — — -+
Cagein . . . . . . . .. —_ — 4
Fibrin . . . . . . . .. . - — +
Gelatine . . . . . . . . . — — -
Gliadin . . . . . . . . . — — —+
Zein . . . . . . e — — +
Eieralbumin. . . . . — — +
Ricinus-globulin . . . . . . — — —+

»Der qualitative Vergleich der Spezifitit des intestinalen und des pan-
kreatischen Erepsins, den die Tabelle wiedergibt, belésst fiir eine Verschieden-
heit der beiden Enzyme, wie sie auf Grund der lteren Angaben von E. Fischer
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und E. Abderhalden! ,Uber das Verhalten verschiedener Polypeptide gegen
Pankreassaft“ anzunehmen war, keine Stiitze; aber auch die quantitativen
Belege, die . . . fiir die Reihenfolge der Spaltbarkeit der verschiedenen Peptide
und fiir das Verhiltnis der jeweiligen Reaktionsgeschwindigkeiten angefiihrt
werden, bieten keine Anhaltspunkte fiir eine solche Annahme . ... Es kommt
hinzu, dass sowohl das Adsorptionsverhalten der beiden Enzyme gegen Ton-
erde wie auch die Abhingigkeit ihrer Aktivitdt von der Wasserstoffzahl . .
ibereinstimmend gefunden wird. Es ist daraus zu folgern, daB fiir eine Ver-
schiedenheit der beiden Enzyme, des Darmerepsins und des Pankreaserepsins
nun keine Anhaltspunkte mehr vorliegen, dass sie vielmehr als identisch zu
betrachten sind?2.

Fischerund Abderhalden? hatten die Peptide in durch Pankreassaft hydrolysierbare
und nicht hydrolysierbare geschieden; ihre seither oft zitierte Tabelle ist auch im ersten Teil
dieses Werkes (3. Aufl, S. 347) wiedergegeben.

Die neueren Ergebnisse der Willstétterschen Schule, besonders diejenigen von Wald-
schmidt-Leitz haben nun die Beurteilung dieser dlteren Angaben geiindert. Offenbar war
das von Fischer und Abderhalden verwendete Enzymmaterial, das von St. Petersburg
bezogen war, ereptisch nur noch wenig wirksam und biisste dann im Verlauf der Versuche seine
Aktivitit noch weiter ein; diese Annahme mag neben der noch unvollkommen entwickelten
und ungleichmiissigen enzymatischen Methodik die bestehendern Abweichungen erkliren.

Mit einem proteolytisch einheitlichen, kriftigen Pankreaserepsin sind von
Waldschmidt-Leitz und Harteneck* folgende Zahlen gewonnen worden:

Peptidhydrolyse durch Pankreaserepsin.
Spaltung in 2 St. bei 30°.

Peptid cem 0,2 n- KOH
Alanylglyein . . . . . 2,28
Glyeyltyrosin . . . . . 0,39
Glycylglycin . . . . . 0,15
Glyeylalanin® . . . . . 0,45
Leucylglycin . . . . . 1,07
Leucylalanin . . . . . 0,12

Einen weiteren Fortschritt bringt die folgende Tabelle von Wald-
schmidt-Leitz und Schiaffner (H. 151, 54) insofern, als sie das Verhiltnis
der Reaktionsgeschwindigkeiten, welche fiir die Hydrolyse der einzelnen
Peptide gefunden wurde, angeben; das Verhiltnis ist, wie die Tabellen zeigen,
innerhalb der Fehlergrenzen konstant. ,Es ist anzunehmen, dass auch die

! Fischer und Abderhalden, H. 46, 52; 1905.

? An diese Schlussfolgerung haben E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck (H.
147, 286 u. zw. 307, 1925) eine weitergehende physiologische Fragestellung gekniipft und ersrtert;
es ist nimlich damit zu rechnen, dass die primére Bildung auch des Darmerepsins sich in der
Pankreasdriise vollzieht und dass seine Absonderung durch die Darmschleimhaut auf eine sekundére
Anhiufung in deren Driisenzellen zuriickzufiihren ist. Wir werden auf diese interessante Frage
im 3. Teil dieses Buches zuriickkommen.

3 Fischer und Abderhalden H. 46, 52. 1905.

* Waldschmidt-Leitz und Harteneck, H. 149, 203 u. zw. 216; 1925.
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genauere Bestimmung der Affinititsverhiltnisse bei beiden Enzymen . .. ihre
Identitat bestitigen und vertiefen wird; damit wiirde eine exakte Grundlage
gegeben sein fiir eine Identifizierung der fiir die Mengen der beiden Enzyme
gewiéhlten Masse.“

Es scheint somit berechtigt, die in dieser Monographie verwendete Einheit
der Wirksamkeit Gl f fiir die Pankreaspeptidase und fiir die Darmpeptidase
anzunehmen und aus diesen Werten die relativen Mengen der beiden Enzyme
(unter Vorbehalt fiir gleiche Affinitdt) zu vergleichen.

,Das zu den in der Tabelle mitgeteilten Versuchen angewandte Verhiltnis
der Enzymmengen betrug, wie der Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten
erkennen lisst, etwa 2:1; man liess 3,00 ccm Elution aus Tonerde-Adsorbat,
gewonnen aus Darmschleimhaut bzw. 2,00 ccm Tonerdeelution, bereitet aus
frischer Pankreasdriise 1 bzw. 2 Stunden bei 30° und pH = 17,8 auf 0,001
Mol des Peptids einwirken.

Peptidhydrolyse durch Darm- und Pankreaserepsin.

Darmerepsin Pankreaserepsin
Aciditiits- k, Aciditits- ks
Substrat zunahme (mono- zunahme (mono- ky Ky
cem 0,2 n- molek.) cem 0,2 n- molek.)
KOH ber. KOH ber.
Alanylglycin 2,48 0,0048 2,28 0,00222 2,2 £ 0,07
Leucylglycin 1,12 0,0018 1,07 0,00087 2,1 +£0,13
Glycyltyrosin . 0,41 0,00061 0,39 0,00030 2,0 + 0,30
Glycylglycin 0,65 0,0010 0,15 0,00011 91
» 0,84 0,00133 0,66 0,00051 2,6 + 0,20
» 0,90 0,00144 0,77 0,00061 24 + 0,16
Leucylalanin 0,15 0,00021 0,12 0,00009 2,3 +1,0

Auch insofern wurde von Waldschmidt-Leitz die Identitdt zwischen
Pankreas- und Darmerepsin nachgewiesen, als sich beide ibereinstimmend
gegen Proteine und deren hohere Spaltprodukte inaktiv erwiesen.

Pepton (Merck ex. alb.)  Gliadin
. Clupeinsulfat Zein
Nicht gespalten werden: Thymushiston Eieralbumin
Casein; Fibrin Ricinusglobulin.

2. Trennung von Pankreastrypsin und Pankreaserepsin.

Zu der vorletzten Spalte der obigen Tabelle ist folgendes tiber die Trennung
der Trypsins von Erepsin (der Peptidase) in Erginzung der kurzen Angaben
iiber die Reinigung der Peptidase hinzuzufiigen: -
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G.Schaeffer und E. Terroine! hatten angegeben, durch Dialyse von
Pankreassaft gegen destilliertes Wasser eine Trennung der beiden Proteasen
erzielt zu haben. Nach Waldschmidt-Leitz lassen sich indessen diese
Erscheinungen auf andere Ursachen zuriickfiihren. Sie fanden, dass bei der
Dialyse keine Trennung der enzymatischen Komponenten eintritt, ,man be-
obachtet vielmehr eine allmihliche und gleichméssige Zerstorung beider
Enzyme.“

Waldschmidt-Leitz und Harteneck haben dann die Trennung der
beiden Pankreasproteasen auf Grund ihres verschiedenen Adsorptionsverhaltens
gegeniiber Tonerde durchgefiihrt.

Pankreastrypsin wird nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz?
in den angesiuerten Ausziigen der Pankreasdriise durch Tonerde nur in
geringem Masse, bei neutraler Reaktion in viel hoherem Grade aufgenommen.
Hingegen wird die Adsorption der Peptidase durch die Tonerde in saurer
Losung, beispielsweise bei pH = 4,7, begiinstigt, in neutralem Medium aber
zuriickgedrangt. Diese Unterschiede in den Adsorptionsaffinititen benutzt
das eingeschlagene Verfahren zur Isolierung der enzymatischen Komponenten;
sie bewirken, dass nach mehrmaliger, z. B. dreimaliger Wiederholung der
Adsorptionsvornahme die Mutterlauge frei von Erepsin gefunden wird, wihrend
in den Elutionen der Adsorbate, beispielsweise mit verdiinntem Ammoniak
oder auch mit Alkaliphosphat das Erepsin angereichert wird, ohne dass sich
in ihnen tryptische Wirkung nachweisen liesse.

Auf Grund der neuesten Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz3
lassen sich nun Trypsin und Peptidase schirfer voneinander unterscheiden
als man vorher angenommen hatte. Die Hinweise, die sich aus der Gegen-
tiberstellung in der obigen Tabelle auf strukturelle Besonderheiten der spezi-
fischen Substrate des Trypsins ergeben, erlauben die Feststellung, dass die
beispielsweise in den Peptonen der Pepsinverdauung, in den Protaminen und
Histonen oder' in anderen gepriiften Proteinen vorliegenden strukturellen
Gruppierungen vom Typus der fir Erepsin spezifischen einfachen Peptid-
bindungen verschieden sein werden.

Der ganz neuerdings von Waldschmidt-Leitz* erreichte Fortschritt
in der Trennung von Trypsin und Peptidase wurde ermdoglicht durch die Ver-
wendung besonderer, wohl definierter Tonerdesorten. Frisch bereitetes Alu-
miniumhydroxyd von der Zusammensetzung Al(OH), (Sorte C) erfahrt, wie Will-
stidtter, Kraut und Erbacher? gefunden hatten, bei der Aufbewahrung
in wassriger Suspension eine Umwandlung, die auch sein chemisches Verhalten

1 Schaeffer und Terroine, J1 de Physiol et Pathol. gén. 12, 905; 1910. — Siche
auch Zunz, Arch int. de Physiol. 11, 191; 1912.

? Willstdtter und Waldschmidt-Leitz, H. 125, 182 u. zw. 174; 1922/23.

3 Waldschmidi-Leitz und Schiaffner, H. 151, 31; 1926.

¢ Waldschmidt-Leitz, Schaffner und Grassmann, H. 156, 68; 1926.
5 Willstitter, Krant und Erbacher, Chem. Ber. 58, 2448; 1925,
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dndert; es geht némlich die instabile a-Modifikation tiber eine Zwischenstufe
Cg in das stabile Gel Cy tiber. Zur Gewinnung der einheitlichen Pankreas-
proteasen wie des trypsinfreien Darmerepsins wandten Waldschmidt-Leitz
und seine Mitarbeiter die Tonerdesorte Cy an.

Versuch 1. Verhalten gegen Tonerde Cy. 20 ccm Glycerinauszug aus frisch getrockneter
Pankreasdriise von Schweinen wurden nach dem Verdiinnen mit 20 ccm Wasser 4 1,50 ccm
Acetatpuffer von pH = 3,8 viermal der Adsorption mit je 1,5 ccm Tonerdesuspension Cy (= je
52,6 mg Al,O;) unterworfen; die vereinigten Absorbate, die zweimal mit 20 ccm 20%)bigem Gly-
cerin (durch Acetatpuffer anf pH = 3,8 eingestellt) gewaschen waren, eluierte man mit 40 ccm
0,04 n-NH; (20°/ Glycerin enthaltend), wihrend man die Adsorptionsrestlésung mit n-NH; neu-
tralisierte. Die Restldsung enthielt dann 60°0 vom angewandten Trypsin uud 2,5/0 vom Erepsin
und die Elution 25 bzw. 30°%0; der Erepsingehalt der Elution war infolge Enzymzerstorung
zu gering.

Versuch 2. Verhalten gegen Tonerdesorte A10-OH. 20 cem Glycerinauszug, mit 20 ccm
Wasser 4 1,5 ccm n.-Acetatpuffer von pH = 3,8 verdiinnt, wurde viermal mit je 1,0 ccm Ton-
erdegel von der Zusammensetzung AlO.OH (= je 52,0 mg Al;O;) adsorbiert; hierauf wurden
die vereinigten, wie in Versuch 1 gewaschenen Adsorbate mit 40 ccm 0,04 n-NH; (20°/0 Glycerin
enthaltend) eluiert. Der Gehalt der Restlésung belief sich auf 45°/y vom angewandten Trypsin
und auf 77° vom Erepsin, wihrend die Elution 47 bzw. 15%0 davon enthielt. Vom ereptischen
Enzym war in diesem Fall nur wenig, vom tryptischen aber etwas mehr aufgenommen worden,
die Adsorbierbarkeit der beiden Enzyme war also vertauscht.

3. Zusammenwirkung proteolytischer Enzyme.

In engster Beziehung zu der Kldrung des spezifischen Wirkungsbereiches
der einzelnen Komponenten des eiweiss-spaltenden Enzymsystems steht die
Erforschung des Zusammenwirkens der drei Grundtypen, Pepsin, Trypsin und
Erepsin. Nach den verdienstvollen orientierenden Versuchen von Henriques
und Gjaldbaek? tiber die Einzelleistungen des Pepsins und des Trypsins auf
Proteine wie Casein verdankt man Waldschmidt-Leitz und seinen Mit-
arbeitern bereits wertvolle Beobachtungen, welche, iiber das enzymchemische
Interesse hinausgehend, ein tieferes Eindringen in die Chemie der Proteine
ermdglichen werden. Es ist deshalb vielleicht nicht ungeeignet, diesen Abschnitt
mit einem Auszug aus der Erdrterung abzuschliessen, welche Waldschmidt-
Leitz und Simons? einer ihrer neuesten Arbeiten voranstellen.

»Es hat sich am Beispiel des Caseins erwiesen, dass bei der fraktionierten
Hydrolyse durch Pepsin und durch das erepsinfreie Trypsin die Wirkungen
der beiden Enzyme, gemessen an dem in alkoholischer Losung ermittelten
Zuwachs an Carboxyl, unabhéngig von der Reihenfolge ihrer Ein-
wirkung beobachtet werden. Die quantitative Ubereinstimmung der enzy-
matischen Einzelwirkungen belésst fiir eine Vertretbarkeit der beiden Enzyme,

1 Wie die genannten Forscher mit Recht hervorheben, ist es eine schone Bestitigung
fiir die chemische, nicht fiir die kolloidchemische Funktion von Adsorbentien, wenn es sich
zeigt, dass mit dem Wechsel in der chemischen Zusammensetzung von Al(OH)® zu Al0.0H
eine wesentliche Verdnderung der selektiven Adsorptionswirkung verbunden ist.

* Henriques und Gjaldbaek, H. 75, 863; 1911. — 83, 83; 1912/13.

3 Waldschmidt-Leitz und Simons, H. 156, 99; 1926,
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von Pepsin und Trypsin, keine Anhaltspunkte. Es ist indessen mit der auf-
einanderfolgenden Anwendung der getrennten, einheitlichen Pankreasproteasen,
des Trypsins und des Erepsins, mdglich gewesen, die schonen Beobachtungen
von Henriques und Gjaldbaek in einem anderen.Sinne zu bestitigen und
zu vertiefen; an dem erschopfend mit Trypsin und mit Erepsin gespaltenen
Substrat findet man fiir das peptische Enzym keine deutliche Wirkung mehr.
Diese Tatsache, dass die spezifische Wirkung des Pepsins nach tryptischer
Vorverdauung quantitativ erhalten bleibt, dass sie hingegen nach einer kom-
binierten Hydrolyse durch Trypsin und Erepsin nicht mehr wahrgenommen
wird, weist darauf hin, dass die vorausgehende Einwirkung des Erepsins zu
einer Verarmung an Pepsinsubstraten fiihren und dass die besondere Auf-
gabe des peptischen Enzyms je nach dem Grade der Vorverdauung durch
die Mitwirkung der ereptischen entfallen kann. Diese Feststellung die fiir
die Beurteilung der spezifischen Funktion des Pepsins wie fiir die Erkenntnis
der Proteinstruktur von Bedeutung wire, wird, wenngleich sie durch die Beob-
achtungen von Henriques und Gjaldbaek gestiitzt sein mag, auf breiterer
Grundlage zu bestitigen sein; sie liess erkennen, dass . . . auch die spezifi-
sche Einstellung des Pepsins mehr durch eine besondere Konfiguration der
Proteinbausteine oder durch die GroBe des Molekiils als durch eine spezifische
Bindungsart bestimmt zu sein scheint“.

In nachstehender Tabelle stellt Waldschmidt-Leitz die Versuchs-
ergebnisse tibersichtlich zusammen:

Enzymatische Wirkung und Reihenfolge.
(Die Angaben beziehen sich auf die Hydrolyse von 0,30 g Casein).

Nr Reihenfolge der Acid.-Zuwachs N Reihenfolge der Acid.-Zuwachs
) Enzyme cem 0,2 n. KOH r Enzyme cem 0,2 n. KOH
1 Pepsin . . . . 2,20 3 Trypsin-Kinase . 4,54
Trypsin-Kinase . 4,33 Erepsin . . . . 4,36
Erepsin . . . . + Pepsin . . . . 0,22
2 Trypsin-Kinase . 4,54 4 | Pepsin . . . . 2,20
Pepsin . . . . 2,40 Trypsin . . . . 2,02
Trypsin-Kinase . 2,50 Trypsin-Kinase . -+
Erepsin . . . . 2,22 bzw. Erepsin . . +

»Es konnte nach den angefiihrten Beobachtungen scheinen, dass die be-
sonderen Aufgaben der einzelnen Proteasen bei der Hydrolyse der Proteine
nicht deutlich genug zu unterscheiden wiren; fiir eine Abgrenzung ihrer be-
sonderen Wirkungen, etwa auf die Spaltung bestimmter Aminoséiurekomplexe
oder bestimmter Strukturen fehlt uns noch jeder Anhalt. Eine allgemeinere
Kennzeichnung der besonderen enzymatischen Funktionen ergibt sich indessen
aus wichtigen Erfahrungen der Literatur. Wenn unter der Wirkung des
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Pepsins, wie man annimmt, und wie wir bestdtigen konnen, und #hnlich
bei der Einwirkung des nichtaktivierten Trypsins! das Molekiil der Proteine
nur in grossere Bruchstiicke zerfillt, erkennbar an einem verhiltnis-
méssig nicht bedeutenden Zuwachs an Peptidcarboxylen, wihrend andererseits
zufolge E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck die Wirkung des
aktivierten erepsinfreien Trypsins iiberwiegend in der Losldsung freier Amino-
sduren zur Geltung kommt und wenn endlich, wie Waldschmidt-Leitz
und Harteneck gezeigt haben, der Angriff des Erepsins nur einfache
Peptidebetrifft, so erlauben diese Tatsachen eine prinzipielle Unterscheidung
dieser vier enzymatischen Funktionen, unabhingig von ihrer noch nicht er-
kannten strukturellen Spezifitit. So wird es auch verstindlich, dass, wie aus
Versuch 2 der Tabelle hervorgeht, die peptische Hydrolyse tryptischer Ver-
dauungsprodukte fiir die Wirkung des tryptischen Enzyms wiederum Angriffs-
punkte freizulegen vermag; es mag von der Grosse der noch vorhandenen
Komplexe, wenn nicht von einer besonderen strukturellen Anordnung ihrer
Bausteine abhéngen, ob zu ihrem weiteren Abbau die Mitwirkung des Trypsins
erforderlich ist.“

H. Stabilitit der Peptidase. — Einfluss der Temperatur auf die
Dipeptidspaltung.

Versuche iiber die Temperatur-Stabilitiat, also {iber die Grosse der Kon-
stanten k. bei verschiedenen Temperaturen (vgl. I. Teil, 3. Auflage, S. 246)
liegen noch nicht vor. Siehe auch Euler, H. 51, 213; 1906.

Was die Bestiindigkeit der Peptidase bei mittlerer Temperatur, etwa 30°,
betrifft, so liefern die #lteren Versuche? keine zuverlissigen oder eindeutigen
Anhaltspunkte. — An frischen Organsiften sind gelegentlich Zunahmen der
Wirksamkeit beobachtet worden.

Enzymatische Wirkung und Alter der Driise.

Pankreasprobe. Angaben in cem 0,2 n-KOH
Substrat XX1V
21/ Jahre alt frisch best.
frisch n. 1 Mon. best.
Gelatine. . . . . . . 1,28 1,33 1,40 1,29
Leucylglycin . . . . . 0<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>