Einige Bemerkungen Ciber proteolytische Fermente.

Von

Dr. K. Hirayaiua.

(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.)
(Der Redaktion zugegangen am 7. Méarz 1910.-)

Die Untersuchungen von Takemural) haben die von
A. Kossel und A. Mathews gefundene Tatsache, dal} das
reine Pepsin gewisse Protamine nicht angreift, im Prinzip be-
statigt. Doch zeigten sich hierbei einzelne Erscheinungen, welche
nicht anders zu erklaren sind, als durch die Annahme, daf
den kauflichen Pepsinpraparaten unter Umstdnden andere in
saurer Losung wirksame Fermente beigemischt sind, welche
eine Hydrolyse des Glupeins herbeifiihren kénnen.

In Anbetracht der weiten Verbreitung solcher Gewebs-
fermente, die in saurer Ldsung eine tiefgreifende Proteolyse
herbeifiihren — wie z. B. der Hed insehen Lieno-R-protease —,
ware diese Tatsache nicht merkwirdig, denn die kauflichen
Pepsinpraparate werden aus Gewebsextrakten dargestellt. Auf-
fallend ist jedoch die Beobachtung Takemuras, daf auch der
Fistelmagensaft eines Hundes sich so verhielt, als ob er eine
(B-Protease» im Sinne Hedins, d. h. ein in saurer Losung tief-
greifend proteolytisch wirksames Ferment enthielte (Versuch 6).

Diese Tatsache schien eiper weiteren Untersuchung zu
bedurfen und ich habe daher auf Veranlassung von Professor
A. Kossel einige Versuche hieriiber angestellt.

Ich benutzte fir diese Versuche nicht Protamin, sondern
Eieralbumin und bemihte mich, zwei verschiedenartige Ferment-
wirkungen in derselben Losung nebeneinander zu verfolgen,
deren eine vorwiegend fur das Pepsin, deren andere vorwiegend
fur die 3-Protease charakteristisch ist. Die erste ist die Ldsung
des Eiweilles, beobachtet nach dem Verfahren von Mett; die
zweite die Bildung von Carboxylgruppen durch weitere Spaltung,
gemessen durch die Formoltitrierung nach Sérensen.

Ich bemiihte mich fernerhin, die Versuchsbedingungen so
zu variieren, dafll sie bei gewissen Versuchen fur das Pepsin,
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bei anderen fir die 3-Protease glnstiger waren. Hierbei ging
ich von der Annahme aus, dal} das Optimum der Pepsinwirkung
bei anderen Aciditatsverhaltnissen liegt, als das der 3-Protedse. Ich
stellte einige Versuche an bei Gegenwart von Salzsaure, andere
bei Gegenwart von Phosphorsaure, Milchsdure und Essigsdure.

Von einer groferen Zahl von Versuchen will ich nur
einige anfuhren.

Versuch |.
Pepsin Grubler (0.3°0) und Eieralburain.

Verfahren nach Mett Verfahren nach S6rcnsen™)
(Millimeter) (Milligramm - Stickstoff)
Saure Nach Nach Nach | Nach
0 Stunden 24 Stund. 0 Stunden | 24 Stunden

Bezeichnung der

Salzséure 0,2° 2,1 9,0 2,1 i 3,7«
Phosphorsaure 0,2 °ly 0,0 I 50 18 31

Milchsdure  0,2°lo Spur o 1,4 12 2,66
Essigsaure  0,2°u _Veranderung | 0,7 0,73 1,65

nic ht bemerkbar'

*) Die hierzu benutzte Albuminlésung wurde bereitet, indem ich
25 g kaufliches Eieralbumin (Merck) mit 1 | Wasser 1 Stunde schiittelte
und sodann filtrierte. Das klare, leicht gelbliche Filtrat enthielt 0,27°/o
Stickstoff. Zu dieser Losung fligte ich die in der ersten Kolonne an-
gegebenen Sduren hinzu.

Versuch 1l.

Pepsin Merck (0,3°/0) und Eieralbumin,

Verfahren nach Mett Formoltitration nach

Bezeichnung der . _ Sorensen™)
(Millimeter) (Milligramm Stickstoff)
Séure Nach Nach Nach Nach
6 Stunden 24 Stunden 6 Stunden 24 Stunden
Salzsaure 0,2°/o 28. IM 2,4 I_ _>8
Phosphorsaure 0,2 > 0,8 49 t,r 33
Milchséure 0,2°0 Spur 19 15 3,6
Essigsdure 0,2°0 > 1,0 U 2,8

*) Die Albuminldésung war die in Versuch | benutzte!.

Diese Versuche beweisen die Gegenwart einer [3-Protease
neben dem Pepsin zwar nicht mit Sicherheit, machen sie jedoch
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sehr wahrscheinlich, denn sie zeigen, daf® bei Ersatz der freien
Salzsaure durch Milchséure oder Essigsaure das EiweiRRlosungs-
vermogen offenbar schneller abnahm, wie die Bildung freier
Garboxylgruppen aus dem geldsten Eiweil. Eine wirkliche Be-

weiskraft besitzt jedoch der folgende Versuch, welcher mit dem
Fistelmagensaft vom Hunde angestellt wurde.

Versuch lllI.
Fisteimagensaft vom Hund und Eieralbumin.

ich q Verfahren nach Mett verfahren nachSorensen**)
Bezeichnung  der (Millimeter) (Milligramm  Stickstoff)

Séure *) Nach | Nach Nach Nach
6 Stunden j 24 Stunden 6 Stunden 24 Stunden

A.-Salzsdure
(0,260 °/ci 18 71 1,1 21
B. Phosphorsaure 1.4 P’O 21 42

*) Die freie fidure des Fisteisaftes Vmrde mit Natronlauge neu-

UlopuUiUglVilcu

ditat, bei B die &quivalente Menge Phosphorséure hinzu.

**i Die Albuminlosung war ebenso wie in den vorhergehenden
Versuchen bereitet worden.

Hier sind zwei Versuchsreihen A und B einander gegenliber-
gestellt, deren eine bei Gegenwart von Salzsdure, deren andere
bei Gegenwart der &quivalenten Menge Phosphorsdure ausge-
flhrt war. Beim Ersatz der Salzsédure durch Phosphorsédure
war die eine Fermentwirkung, ndmlich die Losung des Eiweifes,
gesunken, hingegen die andere, namlich der Zuwachs der Car-
boxylgruppen, gestiegen. Dies Ergebnis stimmt mit der An-
nahme Uberein, dall im sezernierten Hundemagensaft unter ge-
wissen Lmstanden neben dem Pepsin ein zweites in saurer
Losung nach Arten der R-Proteasen wirksames Ferment vor-
handen sein kann, dessen Wirkungsoptimum bei anderen Aci-
ditatsverhéltnissen liegt, als das des Pepsins.l) Es ist somit
im Einklang mit den Versuchsresultaten von Takemura.

\I' Aus einem Versuch von Hahn und Gero! (Zeitschrift f. Biologie.
Bd. XL. S. 147, Vers. 1IV) scheint sich zu ergeben, dafl auch bei der
Kndotryptase der Hefe Phosphorsidure gulnstiger wirkt wie die &qui-
molekulare Menge Salzséure (0,20/0).



