Ober Erepsin im normalen Harn und (ber dessen Beziehung
zu anderen Proteasen.

Von

S. 6. Hedin und Y. Masai.

(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1917)

Inhalt.

1. Einleitung. — 2. Allgemeines uber die neuen Versuche. —
3. Direkte Einwirkung des Harnenzyms auf Eiweil. — 4. Direkte pro-
teolytische Wirkung von Fibrin. — 5. Aus Fibrin bereitete Enzymirtsung.
— 6. Harnenzym und Fibrin. — 7. Harnenzym und geldstes Fibrinenzym.
— 8. Harnenzym und Globulinenzym. — 9. Analyse mit verschiedenen
Fallungsmitteln. — 10. Wirkung auf dasselbe Substrat von Globulin- und
Harnenzym nach einander. — 11. Abhangigkeit der Enzymwirkung von
den zugesetzten Enzymmengen. — 12. Globulinenzym und Erepsin. —
13. Einwirkung von Harnenzym und Globulinenzym auf Wittes Pepton.
— 14. Kann das eine Enzym in der Form von Zymogen vorhanden sein?
— 15. Bedeutung der Reaktion fur die Enzymwirkung. — 16. SchlulRworte.

1. Einleitung.

Vor mehreren Jahren hat der eine von uns (Hedin) nach-
weisen kdnnen, dall normales Serum ein proteolytisches Enzym
enthéllt, das einerseits bei Vs-Sattigung des Serums mit Am-
moniumsulfat, anderseits beim Ausfallen des Globulins durch
Dialyse oder durch Verdiunnen des Serums und Zugabe von
Essigsdure im Niederschlage erhalten wurde. Der bequemste
Weg, das Enzym aus dem Serum abzuscheiden, war, das ver-
dinnte Serum mit einer schwach alkalischen Caseinlosung zu
versetzen und dann das Casein samt dem Globulin mit Essig-
sdure auszuféllen.l) Das Vermodgen des ausfallenden Eiweiles,
etwa vorhandenes Enzym mitzureilRen, wurde auch durch Aus-
fallen von Casein im Harn geprift. Wenn eine schwach al-
kalische Caseinldsung zum verdiinnten Harn gesetzt wird, und
das Casein dann durch vorsichtigen Zusatz von Essigséure ge-

") Journ. of Physiol, (engl.) Bd. 30, S. 195 (1903).
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fallt wird, so zeigt der entstandene Niederschlag unter Um-
standen ein auffallendes Vermdgen, Fibrin bei schwach al-
kalischer Reaktion auFzulGsen. Die bei dieser Digestion ent-
standenen Produkte wurden in Hedins Laboratorium von
Cat heart untersucht, und es ergab sich dabei, dal die Auf-
spaltung des Eiweilles ebensoweit geht wie mit irgend welchem
bisher untersuchten Enzym. Es wurden folgende Produkte
isoliert: Histidin, Lysin, Tyrosin, Leucin, Valin, Prolin, Gluta-
minsaure und Tryptophan.l)

In bezug auf die Frage nach dem Ursprung des hierbei
wirksamen Enzyms waren aber diese Versuche nicht eindeutig,
da es einerseits seit lange bekannt ist, daR das Fibrin unter
Umsténden proteolytische Wirkung zeigen kann, anderseits die
Maglichkeit auch vorliegt, daR das Casein aus dem Harn ein
proteolytisches Enzym habe mitreiBen konnen. Deshalb ver-
anlalte Hedin vor einigen Jahren Filip Johansson, weitere
Versuche ber diese Frage anzustellen. Dieser versuchte
quantitative Bestimmungen in der Weise auszufiihren, dalR zu
einer gegebenen Menge verdiinnten Harnes eine gewisse Menge
Caseinlésung zugesetzt wurde, worauf mit Essigsdure gefallt
wurde. Der Niederschlag zusammen mit einer gegebenen
Menge Fibrin wurde dann mit einer groReren Menge alkalischer
Caseinlosung digeriert; beim Abbrechen der Enzymwirkung
wurde mit einer gemessenen Menge Gerbséureldsung gefallt
und in einem gegebenen Volumen des Filtrates der Stickstoff
bestimmt. Da der durch Gerbsdure nicht fallbare Stickstoff
bei der Proteolyse zunimmt, wird die stattgefundene Enzym-
wirkung gewissermallen durch die fragliche Stickstoffmenge
reprasentiert. Durch Erhitzen des Caseinniederschlages oder
des Fibrins vor der eigentlichen Proteolyse konnte die Wirkung
des erhitzten Stoffes ausgeschlossen werden. Aus Johans-
sons Versuchen ging hervor, dal3 die proteolytische Wirkung,
welche durch den Caseinniederschlag und das Fibrin hervor-
gerufen wird, durch beide bedingt ist. Wohl zeigt jede der
beiden Substanzen fur sich eine schwache Wirkung, aber

* Salkowski-Festschrift, 1904.
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wenn beide zugleich in Wirkung sind, wird die Proteolyse

meistens entschieden groRer als die Summe der Wirkungen
beider fur sich.l)

2. Allgemeines uber die neuen Versuche.

Im Herbst 1916 haben wir die Versuche uber diesen
Gegenstand wieder aufgenommen. Zunéchst sind wir bemdiht
gewesen, die wirksame Substanz im Harne und die auf dem
Fibrin jede fur sich gewissermalien zu isolieren und in genau
meRbare Form zu bringen.

Dies gelang uns in bezug auf den Harn in der Weise,
dal} wir, anstatt zugesetztes Casein aus dem Harn auszufalien,
den Harn mit Ammoniumsulfat sattigten. Hierbei entsteht ein
Niederschlag, welcher je nach der Reaktion des Harnes der
Menge und Zusammensetzung nach verschieden sein durfte.
Auller etwa vorhandenen kolloiden Substanzen, z. B. Farb-
stoffen, durften Wohl auch Salze im Niederschlage enthalten
sein und bei alkalischer Reaktion besonders viel Phosphate.
Wird der mit Ammoniumsulfat erhaltene Niederschlag mit
W asser angeruhrt der Dialyse unterworfen, bis das Ammonium-
sulfat entfernt ist, so zeigt die filtrierte L6sung dieselbe Wirkung
wie der vorher von Johansson untersuchte Caseinniederschlag.
Der bei unseren Versuchen benutzte Harn war Menschenharn.

Die wirksame Substanz auf dem Fibrin in Losung zu
bringen ist uns in der Weise gelungen, dal} wir das Fibrin
mit schwach alkalischer Caseinlésung einige Tage bei 370 be-
handelt haben. Dabei wird das Fibrin zum Teil aufgel6st
und auch das Casein wird ziemlich stark aufgespalten Die
nach dieser Behandlung abfiltrierte Losung zeigt flr sich eine
deutliche proteolytische Wirkung und zusammen mit der mit
Ammoniumsulfat erhaltenen Harnenzymlésung zeigt dieselbe
die ndmliche Wirkung wie das Fibrin selbst. Es sei aber so-
fort bemerkt, dal die Wirkung des Fibrins, sowie die der aus
demselben mit Casein erhaltenen Losung ganz verschieden
ausfallen kann, je nach der Art und Weise, in welcher das
Fibrin hergestellt wurde. Wenn das Fibrin vom Rinde, unter

*) Diese Zeitschr., Bd. 85, S. 72 (1913).
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Schlagen des Blutes erhalten, nur einen oder ein paar Tage
mit Wasser gewaschen wird, kann man gelegentlich mit dem-
selben eine nur sehr schwache Wirkung erhalten. Wird aber
das Waschen in einem hohen Glaszylinder durch Einleiten
von flieBendem Wasser bis zum Boden des Zylinders eine
Woche oder mehr fortgesetzt, wird nachher eine viel kraftigere
Wirkung erhalten, sowohl mit dem Fibrin selbst, wie mit der
aus demselben mit Gasein bereiteten Enzymlosung. Zweck-
méaRig setzt man am Anfang des Waschens etwas Chloro-
form zu dem Fibrin, um F&ulnis zu verhindern. Wahrend des
Waschens schwillt das Fibrin deutlich auf und mdoglicher-
weise werden gewisse Bestandteile desselben mehr oder
weniger vollstandig ausgelost. Wenn das Fibrin nach dem
Auswaschen nicht sofort angewandt wird, kann dasselbe zweck-
malig unter Glycerin mit etwas Toluol aufbewahrt werden.l)

Wie wir weiter unten sehen werden, kann man beim
Ausziehen des Fibrinenzyms auch andere EiweiRkorper als das
Casein benitzen, z. B. schwach alkalische Losungen von ge-
kochtem Serumalbumin oder Conglutin. Dagegen gelang es
uns nicht, mit schwach alkalischem Wasser nennenswerte
Mengen Enzym in LOsung zu bringen. Madglicherweise ist dies
so zu erklaren, daR das Alkali ohne die Gegenwart von ge-
lostem Eiweill etwa aufgelostes Enzym sofort zerlegt.

Bei der Prufung der proteolytischen Enzymwirkung haben
wir als Substrat fast nur schwach alkalische Caseinldsung
benutzt, da das Casein viel leichter von proteolytischen En-
zymen angegriffen wird als irgend einer der Ubrigen von uns
angewandten EiweilRkorper. Die Caseinldsung wurde in der
Weise bereitet, dal 20 g Casein (Kahlbaums nach Ham-
marsten hergestelltes Praparat) mit 100 ccm 0,1 n-NaOH und
400 ccm Wasser auf dem Wasserbade so lange erhitzt wurde,
bis nur einige Kornchen ungeldst zurtickblieben. Dann wurde
heif filtriert und mit Toluol aufbewahrt. Die so bereitete Losung
reagiert gegen Lackmus schwach, aber deutlich alkalisch. Bei
der Ausfihrung der Versuche wurden gegebene Mengen der

¥ In ein paar Féallen haben wir beobachtet, da auch so aufbe-
wahrtes Fibrin nach ** Jahr hei Zimmertemperatur aufgelost wird.
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Enzymldsungen mit meistens 50 ccm Caseinlosung versetzt und
ofters aulRerdem etwas Alkali zugegeben. Als Antiseptikum
bei den Versuchen wurde Toluol angewandt. Nach einer ge-
gebenen Zeit bei 37° wurde die Enzymwirkung in den meisten
Féllen durch Zusatz von Gerbsaurel6ésung abgebrochen. Diese
enthielt auf 1 Liter 100 g Gerbsaure, 50 g NaCl, 50 g Natriura-
azetat und 50 ccm Eisessig. Die Menge Gerbsaurelésung, welche
fur volistdandige Fallung noétig ist, kann in einer besonderen
nicht bei 37° aufbewahrten Probe bestimmt werden. Nach
einigen Stunden wurde die geféllte Flussigkeit filtriert und in
einem gegebenen Volumen des vollig klaren Filtrates der Stick-
stoff nach Kjeldahl bestimmt.

In einer besonderen Kontrollprobe, welche «/» Stunde auf
dem Wasserbade erhitzte Enzyml6ésungen enthielt, wurden die
in den Enzym- und Caseinlésungen vor der Enzymwirkung vor-
handenen durch Gerbsaure nicht fallbaren Stickstoffmengen,
sowie die in den Reagentien befindlichen auf einmal bestimmt.
Die in der Kontrollprobe erhaltene Stickstoffmenge muf} folglich
in Abzug gebracht werden.

3. Direkte Einwirkung des Harnenzyms au! Eiweil3.

Hier sowie im folgenden wird mit Harnenzym (H. E.)
die durch Sattigung von Menschenharn mit AmfS0O4 und Dia-
lysieren des in Wasser verteilten Niederschlages erhaltene,
filtrierte Losung gemeint. FUr die Sattigung von 1 Liter Harn
wird zweckmélig 640 g Ammoniumsulfat verwendet. Wenn das
Salz stark saure Reaktion zeigen sollte, mul} die S&aure beim
Auflésen des Salzes im Harn abgestumpft werden. Auf 1 Liter
Harn wird rund 100 ccm filtrierte Enzymldsung erhalten.

In bezug auf die Wirkung dieser Enzymldsung konnte
zunéchst konstatiert werden, dall die Losung auf Eiweil in salz-
saurer Losung eine ausgesprochene Wirkung zeigt, \rcas wohl
mindestens zum groRten .Teil von dem Vorhandensein von dem
Harnpepsin herrtihren durfte. Dann wurde aber gefunden, dal3 das
Harnenzym auch in schwach alkalischer Losung auf verschiedene
Eiweillkorper eine sehr schwache, aber meistens deutliche Wir-
kung zeigt. Dies war z. B. in folgenden zwei Versuchen der Fall.
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Casein als Substrat.

1. 25 ccm Casein -f- 25 ccm H. E. )
2. 25 % * 4" 25 > » * erhitzt.

Nach 5 Tagen bei 87® 15 ccm Gerbsaure; 30 ccm Filtrat.
Nr. 1 ergab NH, entsprechend 3,1 ccm 0,1 n-S&ure
> 2 > NHS > 23 * 01
Die EnzymWirkung entsprach folglich 0,8 ccm Sdure.
Mit einer sehr schwach alkalischen, auf dem Wasserbade
erhitzten Serumalbuminlésung wurden folgende Proben
bereitet:

1. 50 ccm Serumalbumin -f* 26 ccm H. E. -f- 16 ccm HaO
2. Kontrolle mit erhitztem H. E.

Nach 4 Tagen bei 37° 15 ccm Gerbsédure; 50 ccm Filtrat.
Nr. 1 ergab 2,4 ccm Saure,
» 2 » 1,3 * »

Die Wirkung entsprach 1,1 ccm Saure.

Auch aus den meisten der im folgenden angefihrten
Versuchsserien Gber die kombinierte Wirkung von H. E. und

anderen Enzymen (Abschn. 6—8) ist eine schwache Wirkung
von dem Harnenzyrae allein zu ersehen.

4. Direkte proteolytische Wirkung von Fibrin.
1. 50 ccm Caseinlosung + 5g gepreltes feuchtes Fibrin,
2. Kontrolle mit auf Wasserbad erhitztem Fibrin.

Nach 5 Tagen bei 37® 30 ccm Gerbsdure; 50ccm Filtrat.
Nr. 1 19,3 ccm Séaure,

» 2 5 » * . Enzymwirkung 14,3.

Ohne die Gegenwart von Casein war die Wirkung viel
geringer, was offenbar mindestens zum Teil auf die geringere
Menge Substrat zurickzufihren ist:

1. 5 g feuchtes Fibrin -f- 50 ccm O, l#/oige NaaCO,-Ldsung,

2. Kontrolle mit erhitzem Fibrin.

Nach 5 Tagen bei bei 37® 20 ccm Gerbsaure; 40 ccm Filtrat.

Nr. 1 3,7 ccm Séaure,
* 2 15 ¢ * . Wirkung = 2,2.

Die Wirkung des Fibrins geht am besten bei schwach
alkalischer Reaktion vor sich:

1. 50 ccm Caseinlosung -f- 5 g Fibrin -f- HO ccm HaO -f- 4 ccm H*O.

2. 50 ccm Caseinlésung -j- 5 g Fibrin -f- 30 ccm HtO -f- 2 ccm H,0
-f- 2 ccm 5 ¢/eiges NaiC()s.
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3. 50 ccm Caseinlésung + 5 g Fibrin + 30 ccm H,0 -f 4 ccm 5>iges
NajCOj.
Nach 3 Tagen bei 370 30 ccm Gerbsaure ; 50 ccm Filtrat.
Nr. 1 8,1 ccm Saure,
«~ 2108 >
* 3 56 » >

In einem anderen Versuche mit anderem Fibrin wurden
die Alkalimengen folgendermalien variiert:

1. 50 ccm Caseinlosung -f 5 g Fibrin -f 30 ccm H,0 -f 4 ccm H,0.

2. 50 ccm Caseinlésung + 5 g Fibrin -f 30 ccm H.0 -f 3 ccm H.O
+ 1 ccm 5°/o iges NajCOs.

3. 50 ccm Caseinlésung -f 5 g Fibrin -j- 30 ccm H.0 4- 2 ccm H.0
-2 ccm Na,COs.

4. 50 ccm Caseinlésung -f 5 g Fibrin -f- 30 ccm HaO 4- 1 ccm H.0
3 ccm NagCos.

5. 50 ccm Caseinlésung -5 g Fibrin + 30 ccm H,0 -4 ccm Na,CO#

Nach 4 Tagen bei 37° 35 ccm Gerbsédure; 50 ccm Filtrat. *
Nr. 1115 ccm Saure,
»  216,7 »
> 3 16,6 »
> 4 10,8 »
»  510,7 » »

Weiteres Uber die Wirkung des auf dem Fibrin vor-
handenen Enzymes allein ist aus Abschnitt 6 zu ersehen.

5. Aus Fibrin bereitete Enzymldsung.

Bei der Herstellung der Enzymlésung aus Fibrin wurde
35 g feuchtes Fibrin mit 250 ccm Caseinlésung (wie S. 4 an-
gegeben bereitet) 2—4 Tage in Gegenwart von Toluol bei 370
behandelt; darauf wurde das Gemenge filtriert und in einigen
Fallen das Filtrat zur Entfernung gewisser Spaltungsprodukte
des EiweiBes der Dialyse wahrend einiger Tage unterworfen:

1. 50 ccm Enzymlésung - 20 ccm Caseinlosung (ohne Enzym)
4* 1 ccm 5°0oiges Na,CO#.

2. 50 ccm Enzymiodsung -f 20 ccm Caseinlosung (ohne Enzym)
-}- 1 ccm 5°/oige Essigsaure.

3. Kontrolle wurde sofort mit Gerbsaure gefallt.
In der Probe 2 entstand bei dem Zusatz von Essigsaure
ein Niederschlag von Casein und die Reaktion war gegen Lack-

mus deutlich sauer.

Hoppe-Seyler’'s Zeitschrift f. physiol. Chemie. C. 19
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Nach 4 Tagen bei 37* 60 ccm Gerbsdure; 75 ccm Filtrat.
Nr. 1 46,8ccm Saure; Enzymwirkung 23,6,
* 2 352» - > 12,0,
* 3 232> ¥

Die in angegebener Weise bereitete Enzymlosung wirkt
folglich auch bei saurer Reaktion. Andere Versuche, aus welchen
die Wirkung der wie oben bereiteten Enzymlosung zu ersehen
ist, werden im Abschnitt 7 angefihrt.

Um zu prifen, ob eine schwach alkalische Lésung von
anderen EiweiBkorpern als Casein das Fibrinenzym in Ldsung
zu bringen imstande ist, haben wir eine Losung von Con-
glutin folgendermalRen bereitet und auf Fibrin einwirken
lassen; 20 g Conglutin + 50 ccm 0,1 n-NaOH —+ 450 ccm H20
wurden auf dem Wasserbade erhitzt, bis das Conglutin fast
vollkommen aufgel6st war. Darauf wurde filtriert und 409
feuchtes Fibrin mit 200 ccm der Conglutinlésung ein paar Tage
bei 370 behandelt. Nach Filtrieren wurde die Einwirkung der
so bereiteten Enzymlésung auf wie eben angegeben bereitete
Conglutinlésung als Substrat gepruft:

1. 15 ccm Enzymlosung -f 50 cm Conglutinlésung -f 20 ccm H,0,
2. Kontrolle mit erhitzter Enzymlésung.
Nach 4 Tagen bei 370 40 ccm Gerbsaure; 50 ccm Filtrat.

Nr. 1 13,55 ccm Saure,
» 2 105 » » ; Enzymwirkung 3,05.

Eine Losung von Serumalbumin wurde folgendermafien
behandelt: von einer mit Hilfe von Am2S04 aus Rinderserum
bereiteten und stark dialysierten Serumalbuminlésung wurden
250 ccm genommen und mit 5 ccm 5°/oiger Na2C03 auf dem
Wasserbade 1 Stunde erhitzt; darauf wurde 50g Fibrin zu-
gesetzt und alles 3 Tage bei 37° gehalten, worauf von nicht
aufgelostem Fibrin abfiltriert wurde. Die Einwirkung der so
erhaltenen LOsung auf erhitzte Serumalbuminlésung wurde wie
folgt gepruft:

1. 10 ccm Enzymlésung -f- 50 ccm Serumalbuminlésung -j- 20 ccm HgO,
2. Kontrolle mit erhitzter Enzymldsung.
Nach 5 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat.

Nr. 1 7,1 ccm Saure,
* 2 37 > » ; Enzymwirkung 3,4.



Uber Erepsin im normalen Ham nsw. 271

6. Harnenzym and Fibrin.

Die Wechselwirkung zwischen dem Harnenzym und
anderen Enzymen wurde in der Weise untersucht, dafl zu-
gleich vier Proben bereitet wurden, welchen allen aulier dem
Substrate beide Enzyme zugesetzt wurden. In der Probe A
waren beide Enzyme nicht erhitzt und folglich wirksam; in
der Probe B war das Harnenzym erhitzt und folglich un-
wirksam und eine etwaige Wirkung ruhrte folglich von dem
anderen Enzym her; in der Probe C war letzteres erhitzt,
und eine in dieser Probe etwa auftretende Wirkung ruhrte
demnach von dem Harnenzym her. In der Probe D waren
beide Enzyme durch Erhitzen zerstért und diese Probe diente
deshalb als Kontrolle, welche zugleich die in den angewandten
Losungen und in den Reagentien enthaltenen, mit Gerbsaure
nicht fallbaren N-Mengen ergab. Die in der Probe D erhaltene
N-Menge wurde folglich von den in A,/ B und C erhaltenen,
mit Gerbsaure nicht fallbaren N-Mengen abgezogen, und der
Rest entspricht folglich in A der Wirkung beider Enzyme,
wenn sie zugleich wirken, in B der Wirkung des mit dem
Harnenzym zu vergleichenden Enzyms allein und in C der
Wirkung des Harnenzyms allein. In den Versuchen mit dem
Harnenzym und dem Enzym auf dem Fibrin waren die vier
Proben folgendermalRen zusammengesetzt:

A. 5g Fibrin -f- 40 ccm H. E. -f- 50 ccm Gaseinldsung,

B.5* » -f~40 » H. E. erhitzt -f- 50 ccm Caseinlésung,

C- 5> » erh. -f- 40 ccm H. E. -f* 50 ccm Caseinlésung,
D. (Fibrin -f- H. E.) erhitzt -f- 50 ccm Caseinldsung.

Ein Versuch mit eben diesen Mengen wurde nach 2 Tagen
bei 37° abgebrochen; 30 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat.

A. 29,5 ccmSéaure ; reduzierter Wert = 26,4
B. 123 > > » > = 9.2
C. 36 » > > * =3 05

D. 31 » »

In einem anderen Versuch mit nur 30ccm H. E. und
65 ccm Filtrat wurden folgende Ziffern erhalten:

A. 29,7 ccm Saure; reduzierter Wert = 27,4
B. 150 > » o » > = 12,7

19*
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C. 2,6 ccm Saure; reduzierter Wert = 0,3
D. 23
In noch anderen Versuchen, wo gelegentlich eine geringe

Alkalimenge den vier Proben zugegeben wurde, wurden in-
sofern die gleichen Resultate wie oben erhalten, als die
Summe der reduzierten Werte in B und G den reduzierten
Wert von A bei weitem nicht erreichte. Wir lassen hier die
fraglichen Ziffern folgen:

A 2925 33,3 18,2
B. 11,85 21,3 12,45,
C. 015 1,65 11

In einem Versuche, wo kein Casein zugesetzt wurde und
das Fibrin folglich als einziges Substrat vorhanden war und
wo die Proben die folgende Zusammensetzung besalRen, 5 g
Fibrin -f- 40 ccm H. E. -f- 50 ccm 0,1 °/oiges Na”COj, wurden
folgende reduzierte Ziffern erhalten:

A. 4,3 ccm Sdure,
/ B. 26 * *
G. 00 *

Unsere Versuche mit Harnenzym und feuchtem Fibrin
bestatigen folglich vollauf die Resultate, wozu Johansson
mit dem im Harn erzeugten Gaseinniederschlage und Fibrin
gelangte. Die Anordnung unserer Versuche war insofern eine
gunstigere, als wir das Harnenzym in der Form von LOsung
gebrauchten und folglich eine genauere Dosierung erzielen
konnten. Dasselbe haben wir in bezug auf das Fibrin in der
Weise erreichen konnen, dal? wir mit Hilfe von Eiweil3korpern
in Losung gebrachtes Fibrinenzym in Anwendung gezogen
haben, wie aus dem folgenden Abschnitt zu ersehen ist.

7. Harnenzym und geldstes Fibrinenzym.

Die Anordnung der Versuche war dieselbe wie oben S. 271
angegeben. Nur wurde anstatt des Fibrins ein gegebenes
Volumen der aus Fibrin bereiteten meistens dialysierten Enzym-
I6sung angewandt.

A. 10 ccm Enzymlosung -f- 25 ccm H. E. -j- 50 ccm Caseinldsung
-f- 2 ccm 5@biges Na,GO,.
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3. 10 dem Enzymldsung + 25 ccm H. E. erhitzt -f 50 ccm Casein-
I6sung -f 2 ccm 5°/0iges Na.CO,. l

C. 10 ccm Enzymloésung erh. + 25 ccm H. E. -f 50 ccm Casein-
I6sung + 2 ccm 5 °/oiges NMCO,.

D. (Enzymldsung -j- H. E.) erhitzt -f- 50 ccm Caseinldsung 4- 2 ccm
50/«iges Na’CO,.

Nach 4 Tagen bei 37* 50 ccm Gerbsdure; 75 ccm Filtrat.

A. 8,35 ccm Saure; reduzierter Wert 6,90

B. 270 > > > , 1,25
C. 195 +* » > > 05
C. 145 » >

Wie ersichtlich ergab das Fibrinenzym fir sich die Ziffer
1,15 und das Harnenzym fir sich die Zahl 0,5. Die Summe
beider Wirkungen wird folglich 1,75. Anderseits wurde bei
der gleichzeitigen Wirkung beider Enzyme die Ziffer 6,90 er-
halten, welche bei weitem die Ziffer 1,75 Ubertrifft. Bei gleich-
zeitiger Wirkung der beiden Enzyme wird folglich ein Resultat
erhalten, das entschieden grofRer ist als die Summe beider
Wirkungen, wenn sie unter den gleichen Bedingungen jede
fur sich von statten gehen. Dasselbe wurde bei allen mit Harn-
enzym und Ldsungen des Fibrinenzyms angestellten Versuchen
gefunden. Zwei andere Versuche mit Enzym, das mit Hilfe von
Caseinldsungen aus Fibrin erhalten worden war und bei welchen
Caseinlosung als Substrat diente, ergaben folgende reduzierte
Ziffern .

A. 9,65 23,8
B. 3,25 11,8
C. 0,75 1,7.

Dasselbe wurde bei einem Versuche gefunden, wo mit
Hilfe von erhitztem Serumalbumin bereitete Enzymldsung an-

gewandt wurde und alkalisches Serumalbumin ebenfalls als
Substrat zur Anwendung kam (S. 270):

A. 10 ccm Enzymldsung + 20 ccm H. E. + 50 ccm erhitzte Serum-
albuminlésung.

B. 10 ccm Enzymldsung + 20 ccm Il. E. erhitzt -f- 50 ccm erhitzte
Serumalbuminldsung.

G. 10 ccm Enzymlésung erhitzt -f 20 ccm H. E. -f 50 ccm erhitzte
Serumalbuminliisung.

D. (F.nzymlésung + H. E.) erhitzt + 50 ccm erhitzte Serumalbumin-
I6sung.
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Nach 5 Tagen bei 37* 50 ccm Gerbsdure; 75 ccm Filtrat.
A. 9,8 ccm Séaure; reduzierter Wert 6,1

B. 7,1 * » » y 34
C. 38 » * » > 0,1
D. 3,7

8. Harnenzym und Globulinenzym.

Wie bereits (S. 263) erwahnt, hat der eine von uns vorher
gefunden, dal das bei Vs-Sattigung des Blutserums mit AmS04
ausfallende Globulin ein proteolytisches Enzym enthélt. Wir
haben es deshalb angemessen gefunden, zu untersuchen, wie
sich dieses Enzym zu dem Harnenzym verhélt. Das Globulin
wurde wie angegeben aus dem Serum geféllt und abfiltriert,
darauf in Gegenwart der im Niederschlage zurtickgebliebenen
Salzmenge in viel Wasser aufgelost und noch einmal durch
Vs-Sattigung mit Am2S04 geféllt, was gelegentlich noch einmal
wiederholt wurde. Schlieflich wurde das Salz durch Dialyse
entfernt. Das Volumen der so erhaltenen Globulinsuspension
war etwa die Halfte des angewandten Serums. Nach Hedins
bereits zitierten Untersuchungen zeigt das bei Vs-Séttigung er-
haltene Globulin proteolytische Wirkung, wahrend die zwischen
Vs- und Vi-Sattigung ausfallende Globulinfraktion, sowie noch
mehr die zwischen Vs und voller Sattigung erhaltene Serumalbu-
minfraktion die erwé&hnte Enzymwirkung entschieden hemmen,
auf jeden Fall, wenn Gasein als Substrat angewandt wird.

Flr unsere Versuche wurde Globulin aus Rindsserum,
sowie aus Pferdeserum angewandt. Da die fragliche Globulin-
fraktion in dialysiertem Zustande zum groRten Teile in Wasser
unldslich war, haben wir meistens das Globulin in der Weise
in Losung gebracht, dafl 100 ccm der Globulinsuspension mit
5 ccm 0,1 n-NaOH versetzt wurde. Eine solche Lésung wurde
fur die Versuche angewandt und die angefihrten Volumina
Globulin beziehen sich auf diese alkalische Lésung.

Hedins fruherer Befund, dal? das Globulinenzym nur oder
vorzugsweise bei alkalischer Reaktion wirksam ist, hat sich
bewahrt, wie aus folgenden Versuchen ersichtlich. Es sei daran
erinnert, dall sowohl die in den folgenden Versuchen ange-
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wandte Globulinldsung wie auch die Caseinlosung alkalische
Reaktion besalien:

1. 15 ccm Glob. + 50 ccm Casein -f 35ccm H,0 -f 5¢ccm H,0.

2. 15 ccm Glob. -f- 50 ccm Casein -f 35 ccm H.O 4- 4 ccm H.O
-+ 1 ccm 0,1 n-NaOH. * T *

3. 15 ccm Glob. + 50 ccm Casein -f 35 ccm H,0 4- 3 ccm H.O
<+ 2 ccm 0,1 n-NaOH.

4. 15 ccm Glob. + 50 ccm Casein -f 35cecm HO 4-2ccem HO
+ 3 ccm 0,1 n-NaOH. *

5. 15 ccm Glob. + 50 ccm Casein 4- 35 ccm H.O 4- 1 ccm H.0
+ * «cm 0,1 n-NaOH. n

6. lo ccm Glob. - 50 ccm Casein + 35 ccm H,0 + 5 ccm NaOH.
Nach 4 Tagen bei 37° 40 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat.

Nr. 1 6,0 ccm Saure,

* 2 63> »
> 3 68 >
y 4 75 »
* 5 83 » *
*6 89 * >

Ein anderer Versuch war folgendermafRen angeordnet:

1. 10 ccm Glob. -f- 50 ccm Casein -f- 4 ccm H,0,
2. 10 » » +60 . ¥ +2 > HO*-|- 2ccm 0,1 n-NaOH.
310 * * 4+ 50 » *  -f4 » NaOH.
Nach 4 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsaure; 75 ccm Filtrat.
Nr. 1 13,6 ccm Séure,
> 2 1545 *
> 3 1595 » »

In einem dritten Versuche waren die Mengen die folgenden:

1. 10ccm Pferdeglob. + 50 ccm Casein -f 30 ccm HtO +1.0 ccm HtO.
2. 10 ccm Pferdeglob. -f 60 ccm Casein -f 30 ccm H.04- 6 ccm H.0
+ 4 ccm 0,1 n-NaOH. *
3. 10 ccm Pferdeglob. -f 50 ccm Casein + 30 ccm H.0 4- 3 ccm
H.0 4- 7 ccm NaOH. * T
4. 10ccm Pferdeglob. 4- 50 ccm Casein 4~ 30 ccm H,04-10ccm NaOH.
Nach 4 Tagen bei 37° 40ccm Gerbséure; 100ccm Filtrat.
Nr. 110,9 ccm  Saure,
> 2152 >
» 3149 »
» 4 35 * »

Die gleichzeitige Bestimmung der Wirkungen des Glo-
bulinenzyms und des Harnenzyms fir sich, sowie der kom-
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binierten Wirkung beider geschah nach dem S. 271 angegebenen
Schema, wie aus folgendem Versuch hervorgeht.

A. 10 ccm Rinderglob. -f- 30 ccm H. E. -f 50 ccm Casein -f 2 ccm
5#/oiges Na,CO0s,

B. 10 ccm Rinderglob. -f 30 ccm H. E. erhitzt -f- 50 ccm Casein
+ 2 ccm 5#oiges Na,COs.

C. 10 ccm Glob. erhitzt -f* 30 ccm H. E. -j- 50 ccm Casein -j- 2 ccm
5°/oiges Na,CO0,.

D. (Glob. -}- H. E.) erhitzt -f- 50 ccm Casein -f- 2 ccm 5#0oiges
NatCO,.

Nach 4 Tagen bei 37° 50 ccm Gerbsdure; 75 ccm Filtrat.

A. 12,55 ccm S&ure; reduzierter Wert 11,0

B. 255 » o » » 1,0
C. 19 » y » , 0,35
D. 155 » »

In einem anderen Versuche waren die Bestandteile der
Probe A folgende:
25 ccm Rinderglob. -f- 40 ccm H. E. -f 50 ccm Casein.
AuBer dem in den Globulin- und Caseinlésungen vor-
handenen Alkali wurde also keines zugegeben.

Nach 4 Tagen 50 ccm Gerbséure; 75 ccm Filtrat.
A. 11,9 ccm Saure; reduzierter Wert 8,9

B. 3,0 » P » » 0,0
C. 30 » y o » » 0,0
D. 3,0 » »

Zu diesem Versuche wurde nur der im Wasser nicht
aufgeloste Teil der Globulinfraktioh angewandt.

Ein anderer Versuch mit denselben Mengen, aber mit
Rinderglobulin und Harnenzym von anderer Bereitung ergab
folgende Ziffern:

A. 21,2 ccm Saure: reduzierter Wert 19,5

B. 3,7 » LI * » 2,0
C. 32 » y o * > 15
D. 1,7 *

Ein Versuch mit Pferdeglobulin und folgender Zusammen-
setzung der Probe A:
10 ccm Glob. -f 30 ccm H. E. -f- 50 ccm Casein -j- 2 ccm 5 °/o iges Na*CQOg

ergab nach 4 Tagen bei 37° mit 50 ccm Gerbsaure und 75 ccm
Filtrat folgende Ziffern:
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A. 26,0 ccm Séure; reduzierter Wert 24,6
B. 112 = > » > 9,8
G- » o » ¥ 0,35
D 14 » >

Einmal haben wir eine schwach alkalische Conglutinlésung
als Substrat benutzt (S. 270) und zwar war die Zusammen-
setzung der Probe A die folgende:

20 ccm Rinderglob, + 40 ccm H. E. - 50 ccm Conglutin.
Nach 4 Tagen 40 ccm Gerbséure; 50 ccm Filtrat.

A 19,4 ccm Saure; reduzierter Wert 14,9

B 49> > » =>0.,4
cC 29 » » » 0,4
D 45> ¢

9. Analyse mit verschiedenen Fallnngsmitteln.

Nach allen den angefiihrten Versuchen mit der bei
»fa-Sattigung mit Am2S04 ausfallenden Fraktion der Serum-
globuline ist also zu schlieBen, dall das in dieser Fraktion
vorhandene proteolytische Enzym zu dem Harnenzym in der
gleichen Weise sich verhalt wie das vorher untersuchte Fibrin-
enzym. Die Wirkung beider wird durch das Harnenzym sehr
stark vergroRert, mindestens wenn die Enzymwirkung durch
Féallung mit Gerbsdure untersucht wird. Bei der Proteolyse
wird der durch Gerbséaure fallbare Eiweistickstoff allméhlich
In solche Verbindungen tbergefihrt, welche nicht geféllt werden.
Immerhin wird aber ein gro3er Teil von den primaren, dem
Eiweil} nahestehenden Spaltungsprodukten durch Gerbséure ge-
fallt, wahrend die Aminoséduren, sowie die diesen nahestehenden
Polypeptide nicht gefallt werden. Wo die Grenze zwischen den
fallbaren und nicht fallbaren Produkten geht, 143t sich nicht genau
sagen; fir den praktischen Gebrauch der Gerbsauremethode ist
es aber genug, wenn die Grenze immer die gleiche bleibt.

Da es aber immerhin nitzlich sein muf3, den Zustand der
EiweilRspaltung auch mit Anwendung einer anderen Analyse-
methode zu prifen, haben wir zu diesem Zweck auch die
Fallung mit SnCI2 -|- CaCl8 benutzt. Diese Methode wurde

zuerst von Schjerning angewandt.») Die Zinnchlorirldsung

o) Zeitschr. f. anal. Chem., Bd. 37, S. 416 (1898).
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wurde in der Weise bereitet, dal 50 g Zinn in rauchender HCI
unter Zugabe von einem Tropfen geldsten Platinchlorids auf-
gelost wurde; dann wurde das Ganze bis zu 130 g eingedampft,
auf 1 Liter mit Wasser verdinnt und filtriert. Die Losung muf3
in kleinen Flaschen aufbewahrt werden. Die angewandte CaClt-
Losung war 10°/oig. Nach unserer Erfahrung ist fir die gute
Fallung die Gegenwart von ziemlich groBen Mengen CaClt
natzlich und wir haben deshalb gleiche Volumina der zwei
Losungen — SnCIl2 und CaCl, — angewandt. Die Mengen,
welche fir die vollstandige Fallung einer gegebenen EiweilRldsung
notig sind, mussen in einer besonderen Probe bestimmt werden.

Eine vergleichende Untersuchung der Mengen von den
Spaltungsprodukten des Eiweiles, welche durch SnCI2 und durch
Gerbsaure gefallt werden, ist bereits von SOrensen bei der
Pepsindigestion ausgefuhrt worden.l) Dabei stellte sich heraus,
dal SnClj bedeutend geringere Mengen der Spaltungsprodukte
ausfallt als die Gerbsdure. Dasselbe haben auch wir bei der

Wirkung des Globulinenzyms gefunden:

1. 20 ccm Rinderglob. + 50 ccm Casein -f 30 ccm ILO 4- 1 ccm
0,1 n-NaOH.

2. Kontrolle mit erhitztem Globulin.

Nach 4 Tagen bei 37° wurde mit 50 ccm CaCl2 + 50 ccm
SnClj geféllt. Zwei gleiche Proben 3 und 4 wurden in der
gleichen Weise behandelt; nur wurde die Féallung nach 4 Tagen
bei 37° mit 50 ccm Gerbsaireldsung unter Zusatz von 50 ccm
Wasser bewerkstelligt. Die 4 Proben enthielten folglich alle
die gleichen Volumina Flissigkeit. Nach 6 Stunden bei Zimmer-
temperatur wurde filtriert und von den Filtraten je 100 ccm
fur StickstolTbestimmung genommen. Das Erhitzen der mit
SnCls -f~ Cad, erhaltenen Filtrate mul? anfangs sehr vor-
sichtig geschehen infolge des beim Zugeben der Schwefelsiure
entstandenen Niederschlages von CaSO04, der leicht StofRen ver-

ursacht. Die Analysenresultate waren wie folgt:

Nr. 1 15,3 ccm Saure; reduzierter Wert 13
2 23 > *
» 3 4,6 ccm Saure; reduzierter Wert 3,5
x4 11 ¢ *

‘) Biochem. Zeitschr., Bd. 21, S. 288 (1909).
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Aus Nr. 1 verglichen mit Nr. 2, sowie aus Nr. 3 ver-
glichen mit Nr. 4 geht hervor, dalR gewisse Produkte der En-
zymwirkung durch SnCIf bezw. Gerbsaure nicht gefallt werden.
Die Menge der nicht geféllten Produkte ist aber beim Ge-
brauch von SnCl, viel groRer als beim Gebrauch von Gerb-
saure. Die primaren dem Eiweille nahestehenden Spaltungs-
produkte werden offenbar durch Gerbsaure in einer grof3eren
Ausdehnung gefallt als durch SnCls. Die beiden Fallungsmittei
geben uns gleichsam uber die gebildeten Mengen verschiedener
Spaltungsprodukte einen gewissen AufschluR. Man kdnnte sagen,
dall SnCl, eine bessere Kenntnis der gebildeten Mengen pri-
marer Spaltungsprodukte gewahrt, da eben diese in geringerem
Umfang als durch Gerbséaure gefallt werden. Die weitere Spal-
tung der nicht fallbaren Spaltungsprodukte wird aber durch
SnCls nicht registriert, da die dabei gebildeten Produkte alle
nicht gefallt werden. Diese letzteren Prozesse werden dagegen
besser durch die Analyse mit Gerbsdure studiert, wahrend
diese Analyse keinen Unterschied macht zwischen gewissen
der primaren Spaltungsprodukte und dem Eiweil} selbst.

Eine Bestatigung dieser Ansicht ist in der Tatsache zu
ersehen, dall SnCI2 -j- CaCl2 in einer LOsung von Wittes
Pepton keinen Niederschlag erzeugt, wahrend Gerbsaure einen
nicht unbedeutenden Teil davon ausfallt.

Um uns dieser Tatsachen auch fir das Studium der Wirkung
des Harnenzyms, sowie fir das Klarlegen der gleichzeitigen
Wirkung des Globulinenzymes und des Harnenzymes. zu be-
dienen, haben wir den Versuch mit der gewoOhnlichen Reihe
von Proben folgendermafRen ausgefihrt:

A. 10 ccm Rinderglob. + 30 ccm H. E. + 50 ccm Casein + 2 ccm
o °/oiges NatCOr

B. 10 ccm Rinderglob. -f 30 ccm H. E. erhitzt + 50 ccm Casein
+ 2 ccm 5°/oiges Na~CG,.

C. 10 ccm Gloh. erhitzt -f 30 ccm H. E. -£50 ccm Cas. -f- 2 ccm
5°*iges NatCO#

D. (Glob. H.E.)erhitzt -f 50 ccm Casein -{- 2 ccm 5°/» iges Na,CO,.

Nach 4 Tagen bei 37° wurde mit 50 ccm CaCL + 50 ccm
SnClj gefillt.
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Eine gleiche Reihe von Proben A', B, C' und D' wurde
nach 4 Tagen bei 37° mit 50 ccm Gerbsaure unter Zugabe

von 50 ccm Wasser gefallt. Von allen Proben wurden 100 ccm
Filtrat fir N-Bestimmung genommen.

B. * 12,15 » 9,95
C » 36 » 1,4
D. * 2,2 »

A*. ergab 14,7 ccm

B\ - 2,4 > 0,85
C\ 2,15 » 0,6

D\ > 155 >

Aus den Ergebnissen ist zundchst zu ersehen, dal} das
Globulinenzym (B und B') einen viel grolieren Wert ergibt
mit SnCl, als mit Gerbsaure; dies stimmt vollauf mit den
vorher angefihrten Versuchen (S. 278 u. 279). Das Harnenzym
zeigt auch einen gréReren Wert mit SnCI2 als mit Gerbsaure (1,4
und 0,6 in C bezw. O, aber das Verhéltnis zwischen den
beiden Ziffern ist lange nicht so grol} wie beim Globulinenzym
(9,95 : 0,85). Wenn also das Globulinenzym vorzugsweise den
Anfang der Eiweilspaltung besorgt, so kann dies nicht in dem-
selben Grade der Fall sein mit dem Harnenzym. Noch deutlicher
tritt dies hervor, wenn wir die Resultate der gleichzeitigen
Wirkung der beiden Enzyme ins Auge fassen (A und A' oder 29,5
bezw. 13,5) und das Verhaltnis 29,5:13,5 mit dem Verhaltnis
9,95:0,85 vergleichen. AuRerdem ist zu verzeichnen, daB die
Summe der Wirkungen der beiden Enzyme, wenn sie jedes flr
sich wirksam sind, auch bei der Analyse mit SnCI2 den Erfolg
der beiden Enzyme, wenn sie zusammen wirken, nicht erreicht.

Prinzipiell die gleichen Ergebnisse wie im letzten Ver-
suche, obwohl mit kleineren Ziffern erhielten wir mit nicht
erhitztem Pferdeglobulin als Substrat. Eine Emulsion von
Pferdeglobulin, erhalten durch Vs-Sattigung mit AmsS04, wurde
mit NaOH in folgendem Verhaltnis versetzt: 100 ccm Globulin
+ 5 ccm 0,1 n-NaOH.

Dann wurden Proben wie folgt bereitet:

A. 25 ccm Glob. -f 20 ccm H. E. -J- 2 ccm 0,1 n-NaOH,
B. 25 » > - 20 » H. E. erhitzt + 2 ccm 0,1 n-NaOH,
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C. 25 ccm Glob. erhitzt -f- 20 ccm H. E. -{- 2 ccm 0,1 n-NaOH,
D. (Glob. -f H. E.) erhitzt -f- 2 ccm 0,1 n-NaOH.

Nach 8 Tagen bei 37° wurde mit 25 ccm CaCl, -f- 25 ccm
SnCl, geféllt. Eine gleiche Reihe A", B', C', D' wurde nach
der gleichen Behandlung mit 25 ccm Gerbsaure geféllt und

mit 25 ccm Wasser verdunnt; zur Analyse wurden 50 ccm
Filtrat genommen.

A. 5,55 ccm Saure reduzierter Wert 2,5

B- 48 > > * 175
C. 3,15 » o > y 0,1
D. 3,05 » »

A'. 3,55 ccm Saure; reduzierter Wert 1,5
B- 24 * y oo » > 0,35

Die Enzymwirkung auf das Globulin ist also auch nach
8 Tagen bei 37° sehr gering, aber immerhin deutlich aus-
gesprochen. Ubrigens ist die Wirkung des Globulinenzyms
(B und B') viel groRer, wenn sie mit SnCI* bestimmt wird als
mit Gerbsdure. Mit dem Harnenzym ist das Verhéltnis eher
das entgegengesetzte; doch dirfte hier die erhaltene Wirkung
kaum die Versuchsfehler Gibersteigen. FuUr die gleichzeitige Wir-
kung der beiden Enzyme wurde wie bei der Spaltung des Caseins
mit SnCI8 eine groRere Ziffer erhalten als mit Gerbsaure. Aus
diesem Versuche ist auch zu schliefen, dal die Aufspaltung
des Globulins unter dem Einflisse der gebrauchten Enzyme
eine sehr geringe sein muBR im Vergleich mit der Aufspaltung
des Caseins, und deshalb kann bei den Versuchen mit Casein
als Substrat die Gegenwart von Globulin (in der Form von
Globulinenzym) vernachlassigt werden.

Schliellich haben wir den Versuch mit der gewohnlichen
Reihe von Proben auch mit erhitztem Eierklar als Substrat
ausgefuhrt und die Enzymwirkung einerseits mit SnCl,, ander-
seits mit Gerbsaure untersucht. Das Eierklar von 4 Hihner-
eiern wurde mit 400 ccm Wasser geschlagen, */* Stunde auf
dem Wasserbade erhitzt und filtriert. Die so erhaltene Losung
wurde als Substrat benutzt:
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A. 5 ccm Pferdeglob. -f- 20 ccm H. E. - 30 ccm Eierklar -f 2 ccm 0,1
n-NaOH.

B. 5 ccm Pferdeglob. -f 20 ccm H. E. erhitzt -f- 30 ccm Eierklar
-f- 2 ccm 0,1 n-NaOH.

C. 5 ccm Glob. erhitzt -j- 20 ccm H. E. -f- 30 ccm Eierklar -{- 2 ccm
0,1 n-NaOH.

D. (Glob. -j- H. E.) erhitzt -f- 30 ccm Eierklar -j- 2 ccm 0,1 n-NaOH.
Nach 9 Tagen bei 37° wurde mit 15 ccm CaCl, + 15 ccm
SnCls gefallt. Eine gleiche Reihe von Proben A', B, C, D'
wurde nach 9 Tagen bei 37° mit 30 ccm Gerbsdure gefallt.

Nach 6 Stunden bei Zimmertemperatur wurde filtriert und in
50 ccm Filtrat der Stickstoff bestimmt:

A. ergab 14,8 ccm S&ure; reduzierter Wert 9,2

B. -~ 13,7 > > » » 81
c. * 58 * » o > » 0,2
D. » 56 * >

A\ ergab6,35 ccmSaure ; reduzierter Wert 5,15
B'. » 370 > o > > 2,50
C* » 1,3 > y oo » > 01
D\ » 12 » »

Auch hier finden wir somit dieselben VVerhéltnisse zwischen
den mit SnCls und Gerbsdure erhaltenen Ziffern wie vorher.
Die in A erhaltene Ziffer (9,2) Ubersteigt die Summe der in B
und C erhaltenen Werte (8,3) nur um einen unbedeutenden
Betrag, wéhrend die entsprechenden Verhéltnisse in A, B* und C'
viel mehr ausgesprochen sind.

Es laRt sich nun sagen, dal} mit allen untersuchten Sub-
straten bei der Analyse mit Gerbsdure die bei gleichzeitiger
Wirkung der beiden Enzyme erhaltenen Werte um einen ver-
héltnisméalig grolReren Betrag die Summe der Wirkungen der
beiden Enzyme flr sich Ubersteigen als bei der Analyse mit
SnCl,. Da auBerdem das Globulinenzym mit SnCI* einen ver-
haltnismaRig groReren Wert ergibt als mit Gerbsaure, wahrend
der Unterschied beim Harnenzym weniger ausgesprochen ist,
so liegt die bereits ausgesprochene (S. 280) Vermutung sehr
nahe, daR das Globulinenzym den Anfang der Eiweil3-
spaltung besorgt, wahrend das Hanenzym vielleicht
am besten die Fortsetzung des Prozesses Ubernimmt.
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10. Wirkung an! dasselbe Substrat von Globulin- und Hamenxym
nacheinander.

Um die Richtigkeit der am Ende des vorangehenden Ab-
schnittes ausgesprochenen Vermutung zu prifen, haben wir
die Wirkung der beiden Enzyme untersucht einerseits auf nicht
gespaltenes Casein, anderseits auf Casein, das bereits durch
vorangegangene Einwirkung von Globulinenzym bis zu einem
gewissen Grade aufgespalten war. Sonst waren die Bestand-
teile der beiden Digestionsmischungen ganz dieselben; die An-
ordnung der Versuche war die folgende:

Drei Proben 1, 2, 3, welche alle 5 ccm Globulin + 50 ccm
Casein + 4 ccm 0,1 n-NaOH enthielten, wurden 5 Tage bei
37° gehalten. Dann wurde zu Nr. 1 20 ccm H. E., zu Nr. 2
5 ccm Globulin und zu Nr. 3 5 ccm Globulin + 20 ccm H. E.
gegeben, worauf alle Proben 20 Minuten auf dem Wasserbade
erhitzt wurden. Darauf wurde zu Nr. 1 5 ccm Globulin und zu
Nr. 2 20ccm H. E. zugesetzt und die drei Proben wiederum 5 Tage
bei 37° gehalten. Die Zusammensetzung und Behandlung der
drei Proben kann folgendermalRen veranschaulicht werden:

1. [(50 ccm Casein -f 5 ccm Glob. + 4 ccm 0,1 n-NaOH) 5 Tage
bei 37° -f 20 ccm H. E] erhitzt -f- 5 ccm Glob.

2. [(50 ccm Casein + 5 ccm Glob. -f 4 ccm 0,1 n-tfaOH) 5 Tage
bei 37° -f- 5 ccm Glob ] erhitzt -f 20 ccm H. E.

3. [(50 ccm Casein -f 5 ccm Glob. -f 4 ccm 0,1 n-NaOH) 5 Tage
bei 37° + 5 ccm Glob. 2= 20 ccm H. E] erhitzt.
Zur selben Zeit wie die so zusammengesetzten Proben

wurden andere 3 Proben 4, 5 und 6 funf Tage bei 37° ge-
halten; diese waren folgendermalien zusammengesetzt:

4. (50 ccm Casein + 5 ccm Glob. -f 20 ccm H. E.) erhitzt 4- 4 ccm
0,1 n-NaOH -f- 5 ccm Glob.

5. (50 ccm Casein -f- 5 ccm Glob. -p 5 ccm Glob.) erhitzt 4- 4 ccm
0,1 n-NaOH + 20 ccm H. E.

6. (50 ccm Casein -f- 5 ccm Glob. -f- 5 ccm Glob. 4- 20 ccm H E)
erhitzt -f 4 ccm 0,1 n-NaOH.
Die Proben 1 und 4 waren also gleich zusammengesetzt;

nur war das Casein in 1 vor der schlieldiichen Digestion 5 Tage
mit Globulinenzym vorbehandelt. Derselbe Unterschied existiert
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zwischen den Proben 2 und 5, sowie zwischen 3 und 6. Das
schlieBlich wirksame Enzym war in 1 und 4 das Globulin-
enzym und in 2 und 5 das Harnenzym, wahrend 3 und 6 als
Kontrolle dienten. Nach 5 Tagen bei 37° wurde zu allen
Proben 50 ccm Gerbséaure gegeben und 75 ccm Filtrat fur die
Analyse genommen. Die erhaltenen Ziffern:

Nr. 120,65 ccm Saure reduzierter Wert 4,95

* 2 238 ¢ N » 7,60
* 3 15,7 »

» 4156 % * * » 12,85
* 5 48 » » » * 205
» 62,75 * »

Zunéchst ist zu verzeichnen, dalR das Harnenzym mit
vorbehandeltem Gasein, das bereits verschiedene wahrend der
Vorbehandlung mit dem Globulinenzym entstandene Spaltungs-
produkte enthielt, einen viel grofleren Umsatz ergab als mit
nicht vorbehandeltera. Die entsprechenden Ziffern waren nam-
lich 7,60 (Nr. 2) bezw. 2,05 (Nr.5). Mit den Ziffern, welche
die Wirkung des Globulinenzyms reprasentieren, war der Fall
der entgegengesetzte. Die Ziffern waren namlich 4,95 (Nr. 1)
bezw. 12,85 (Nr. 4). Aus den angeflhrten Ziffern geht auch
hervor, dal? bei der Einwirkung der beiden Enzyme auf nicht
vorbehandeltes Gasein das Globulinenzym kréaftiger wirkte als
das Harnenzym (12,85 > 2,05), wahrend das umgekehrte ein-
traf bei der Einwirkung auf vorbehandeltes Gasein (4,95 < 7,70).

Ein anderer Versuch wurde in der gleichen Weise aus-
gefuhrt; nur waren die angewandten Enzyme von anderer
Bereitung, und von dem Gerbsaurefiltrat wurden fir die Stickstoff-
bestimmung 100 ccm genommen. Die erhaltenen Ziffern waren

Nr. 1 30,1 ccm Saure reduzierter Wert 7,05

> 2 30,7 * » » * 7,65
» 323,05 »

* 4 23,55 » * » 19,2
» 5745 * » * » 3,1

* 6 435 > >

In einem dritten in der gleichen Weise ausgefihrten Ver-
suche war die Harnenzymmenge 40 ccm und die zugesetzte
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Alkalimenge 3 ccm 0,1 n-NaOH. 100 ccm Gerbsaurefiltrat fur
die Stickstoffbestimmung. Die Resultate waren:

Nr.1 28,8 ccm Saure; reduzierter Wert 5,4

> 2 351 ; , > U7
» 3 234 » y o

» 4 21,8 ——— _ ; . . 8,1
* 5 165 » ¢+, , * 2,8
» 6 13,7 » »

Die Ergebnisse der zwei letzterwahnten Versuche sind
also dieselben wie die des ersten Versuches uber denselben
Gegenstand und dieselben konnen kurz so zusammengefalt
werden, dall das Harnenzym eine kraftigere Wirkung
ausubt, wenn es auf Casein einwirkt, das bereits durch
vorangegangene Behandlung mit Globulinenzym etwas
aufgespalten worden ist, als wenn es.auf nicht vor-
handenes Casein einwirkt. Das Globulinenzym verhalt
sich in umgekehrter Weise.

Es liegt auf der Hand, dal dieser Befund eine sehr gute
Stiitze ausmacht fir die S. 282 ausgesprochene Vermutung, dal}
das Globulinenzyra den Anfang der Eiweil3spaltung besorgt,
wahrend das Harnenzym besser die Fortsetzung des Prozesses
ubernimmt. DalR die Globulinwirkung wahrend der ersten
Periode von 5 Tagen in den drei Versuchen uberall bedeutend
groRer ausgefallen ist als in dem Laufe der zweiten Periode

von 5 Tagen — die Ziffern sind im ersten Versuche 12,85
bezw. 4,95, im zweiten 19,2 bezw. 7,05 und im dritten 8,1
bezw. 5,4 —, liegt wahrscheinlich zum Teil daran, dal3 die

wahrend der Vorbehandlung gebildeten priméren Spaltungs-
produkte des 