Der Verlauf der fermentativen Polypeptidspaltung.
Von

Emil Abderhalden und Leonor Michaelis.

(Aus dem I. chemischen Institute der Universitit und dem bakteriol. Laboratorium des
stadt. Krankenhauses am Urban, Berlin,)
(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1907.)

Der eine von uns!) hat kiirzlich in Gemeinschaft mit
A. H. Koelker gezeigt, mit welcher Leichtigkeit und welch
groBer Exaktheit sich der Verlauf der fermentativen Spaltung
von Polypeptiden bei Verwendung optisch einheitlicher Glieder
dieser Reihe quantitativ verfolgen 148t. Mit diesen Versuchen
ist ein einwandsfreier Weg eroffnet worden, um die Gesetze
der Fermentwirkung auch bei der Gruppe der proteolytischen
Fermente in exakter Weise einer Priifung zu unterwerfen. Eine
Fiille von Fragestellungen harrt ihrer Losung. Bei den bis-
herigen Untersuchungen iiber die Art der Wirkung der pro-
teolytischen Fermente war man auf Versuche mit Proteinen
“angewiesen. Wir stehen in diesem Falle zum vornherein einem
in seiner Zusammensetzung noch nicht vollig aufgeklérten Aus-
gangsprodukte gegeniiber. Eine weitere Schwierigkeit ergibt sich
aus dem Umstand, daf beim fermentativen Abbau der Proteine
eine groBe Menge uns zum Teil noch génzlich unbekannter Spalt-
produkte entstehen, deren EinfluR auf den Gang der Ferment-
spaltung wir vorléufig nicht feststellen knnen. Die Verwendung
von in ihrem Aufbau genau bekannten Polypeptiden beseitigt alle
diese Schwierigkeiten. Wir befinden uns ganz einfachen und be-
kannten Verhdltnissen gegeniiber. Dies gestattet uns auch, die
Bedingungen der einzelnen Versuche von Fall zu Fall zu dndern |
und die Frage nach dem fermentativen Abbau von verschie-
denen Seiten in Angriff zu nehmen. Der Wert dieser Unter-
suchungen wird nicht vermindert werden, auch wenn der exakte
Beweis gefiihrt werden sollte, daB8 die die einfachen Polypeptide
abbauenden Fermente andrer Natur sind als diejenigen Fermente,
_mil Abderhalden und A. H. Koelker, Die Verwendung

optisch-aktiver Polypeptide zur Priifung der Wirksamkeit proteolytischer
Fermente, Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 294, 1907.
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welche das genuine Eiweil angreifen.?) In diesem Falle wird
es unsere Aufgabe sein, durch Anwendung komplizierter gebauter -
Polypeptide auch die eigentlichen proteolytischen Fermente in
ihrer Wirkung zu priifen.

Bei den genannten Versuchen handelte es sich vornehmlich
um zwei Fragestellungen. Einmal sollte der Nachweis gefiihrt
werden, ob die Spaltung optisch-aktiver Polypeptide bei Verwen-
dung von Fermentlosungen verschiedener Herkunft gleich rasch
verlduft, oder ob sich groBe Unterschiede nachweisen lassen. Es
waren Pankreassaft, Darmsaft nnd Hefepref8saft in ihrer Wirkung
auf d-Alanyl-d-Alanin gepriift worden. Es hatte sich ergeben, daB
in der Tat groBe Unterschiede bestehen. Am raschesten hydroly-
sierte der HefepreBsaft, eine langsamere Spaltung erfolgte bei An-
- wendung von Darmsaft und als noch weniger «aktivs erwies sich
der Pankreassaft. Die zweite Frage, die aufgeworfen wurde, war
die, wie sich der Verlauf der Hydrolyse gestaltet, wenn bei gleich-
bleibenderKonzentration an Dipeptid die Fermentmenge wechselt.
Eine ganze Reihe von Versuchen diente zur Losung dieses Pro-
blems. Im folgenden seien deren Resultate einer Analyse unter-
worfen, und zwar stiitzen wir uns auf den am besten verlaufenen
auf S.306—309 der oben zitierten Arbeit beschriebenen Versuch.

Zunichst miissen wir die beobachteten Zahlen derart um-
formen, daB sie direkt einen Einblick auf die jeweilig noch
vorhandene Menge Dipeptid und auf die schon gebildete Menge
an Aminosduren gestatten. Wenn wir die abgelesene Drehung
nach vollkommener Spaltung als O ansetzen und die iibrigen
Drehungen von diesem Nullpunkt an rechnen, so liefert der
Drehungswinkel direkt ein MaB fiir die noch vorhandene Menge
an Dipeptid. Als Nullpunkt kénnen wir nun, wie aus den er-
wihnten Versuchen hervorgeht, die Drehung -} 0,10 setzen.
Die wahre Drehung der zu Anfang vorhandenen Dipeptid-
menge betrigt — 1,359, also in unserem Sinne reduziert — 1,45.
Schreiben wir nun zunéchst die so reduzierten Werte auf, so
ergibt sich folgende Reihe: l

1) Vgl. hierzu: Emil Abderhalden und H. Deetjen, Uber den
Abbau einiger Polypeptide durch die Blutkdrperchen des Pferdes, Diese
Zeitschrift, Bd. LI, S. 334, 1907. ‘
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Versuch a.
1,45 Einheiten Dipeptid -}~ 6 cem Fermentlosung.

t a—X X Bemerkungen

0 1,45 0

3 1,06 0,39 t = Zeit in Minuten.

7 0,84 0,59 x = Die zur Zeit t gespaltene
1 0,61 0,84 Menge an Dipeptid.
13 0,58 0,92 a = Anfangsmenge des Di-
18 0,30 1,15 peptids.

20 0,26 1,19
24 0,16 1,29
27 0,09 1,36
34 0,05 1,40
40 0,03 1,42
55 0,00 1,45
65 0,00 1,45
Versuch b.
1,45 Einbeiten Dipeptid - 4 cem Ferment -~ 2 ccm Wasser.
t a—x X
0 1,45 0
3 1,27 0,18
7 1,08 0,37
10 0,91 0,54
11 0,88 0,57
16 0,66 0,79
17 0,61 0,84
25 0,31 1,14
30 0,19 1,26
34 0,10 1,35
35 0,08 1,37
43 0,03 1,42
54 0,02 1,43
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Versuch c.

1,456 Einheiten Dipeptid -}~ 8 cem Ferment -}~ 3 cem Wasser.
t a—X X
0 1,45 0
5 1,26 0,19
65 1,19 0,26
75 115 0,30

16 0,86 0,59
22 0,64 0,81
23 0,61 0,84
28 0,42 1,03
29 0,39 1,06
30 035 1,10
38 : 0,19 '1,26
45 0,09 1,36
¥y 0,06 ' 1,39
60 0,03 ‘ 1,42
Versuch d.

1,45 Einheiten Dipeptid mit 2 ccm Ferment 4 4 ccm Wasser.

= e ——
t a—x x
0 1,45 0
i} 1,33 0,12
11 117 0,28
15 1,09 0,38
23 0,90 0,55
31 0,70 0,75
41 0,46 0,99
53 0,24 1,21
65 0,08 1,37
80 0,01 1,44

Betrachten wir nun zunichst innerhalb einer jeden der
4 Reihen, also bei konstanter Fermentmenge, den allge-
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meinen Ablauf der Reaktion. Zwei besonders einfache Mog-
lichkeiten sind zunichst zu diskutieren :

1. Der Umsatz ist in gleichen Zeiten stets der
gleiche, unabhéngig von der Menge des noch zu spal-
tenden Substrates.

Aus dieser Annahme wiirde sich ein geradliniges Fort-
schreiten der Reaktion ergeben. Die dieser Annahme entspre-

chende Differentialgleichung ist:
&k
a —
wobei die Konstante k irgend eine Funktion der Fermentmenge
sein wiirde, und ihr Integral
—:— = k.
Wenn wir die 4 Reihen unter den gegebenen Gesichts-

punkten priifen, so ergibt sich:

a b ¢ d

t k t k t k t k

3 | 0,300 3 | 00600 5 | 0,0380 5 | 00240

7 | 00843 7 | 00529 65| 00400 | 11 | 00255
11 | 00713 | 10 | 00540 75| 00400 | 15 | 00240
13 | 00708 | 11 | 00518 | 16 | 00369 | 23 | 00239
18 | 00639 | 16 | 00494 | 22 | 00368 | 31 | 00242
20 | 00595 | 17 | 00494 | 23 | 00365 | 41 | 00241
24 | 00538 | 25 | 00456 | 28 | 00368 | 53 | 0,0228
27 | 00504 | 30 | 00420 | 29 | 00366 | 65 | 00212
34 | 00411 | 34 | 00397 | 30 | 00814 | 80 | 0,180
38 | 0,0332
45 | 0,0302

Wir bemerken, daB in der Reihe a der Wert fiir k durch-
aus nicht konstant ist, sondern im Lauf der Zeit stark abféllt.
In der Reihe b sinkt er schon viel weniger, und bei ¢ und
noch mehr bei d ist er als befriedigend konstant zu betrachten,
nur ganz zum SchluB fillt er in geringem, jedoch merklichem
Mage.
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Wir kénnen hieraus zunéchst den wichtigen Schlul ziehen,
daB bei gleicher Anfangsmenge des Substrates sich:
mit abnehmender Fermentmenge die Kurve des Um-
satzes immer mehr der geraden Linie n#hert.

2. Die zweite nahe liegende Moglichkeit wire :

Der in je einem kleinen Zeitteilchen vor sich ge-~
hende Umsatz ist proportional der zu dieser Zeit noch
vorhandenen Menge der ungespaltenen Substanz. So
ist es ja bei der Saureinversion der Disaccharide der Fall. Die
hierfir passende Differentialgleichung ist:

dx
T =@
und ihr Integral:
1 a
k, = Tt a—x’

Untersuchen wir, wie sich unsere Versuche in dieser Be-
ziehung verhalten:

a b ¢ d

k, k, k, k,
0,0463 0,0192 0,0125 0,00730
0,0390 0,0183 0,0132 0,00847
0,0342 0,0202 0,0134 0,00824
0,0336 0,0197 0,0142 0,00901
0,0380 0,0214 0,0161 _0,01020
0,0373 0,0203 0,0163 0,01216
0,0399 0,0268 0,0192 0,01474
0,0451 0,0294 0,0196 0,01920
0,0430 0,0342 0,0209 0,01810

0,0859 0,0232 :
0,0265

Wir bemerken, daB in der Reihe a die Werte fiir k, eine
nicht schlechte, wenn auch nicht vollig befriedigende Konstanz
zeigen, wéhrend sie bei b sehr merklich ansteigen, nimlich bis
auf das Doppelte des anfinglichen Wertes; ¢ verhilt sich etwa
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ebetiso. Bei d ist der Anstieg noch stirker, und zwar auf das
21/s fache.

Wir kéonnen aus diesem Ergebnis den weiteren Schluf
ziehen, daf bei gleicher Anfangsmenge des Substrats
sich mit zunehmender Fermentmenge die Kurve des
Umsatzes immer deutlicher der logarithmischen Kurve
nihert.

Wir werden nun spiterhin versuchen, eine Gleichung zu
finden, die gewissermaBen in der Mitte zwischen den beiden
soeben diskutierten steht und nach Mdglichkeit unter allen Be-
dingungen des Fermentzusatzes gilt.

Zunichst aber sei noch die Abhingigkeit des Um-
satzes von der Menge des Fermentes erortert.

Wenn wir auch den Ablauf der Spaltung auf lingere Zeit
hin noch nicht durch eine allgemein giiltige Gleichung wieder-
gegeben haben, so folgt doch aus dem Gesagten, daB die Ab-
weichungen von dem geradlinigen Verlauf fiir sehr kurze
Zeitlaufte auf alle Fille unerheblich sind. Wir kénnen also,
wenn wir immer sehr kurze Umsatzzeiten mit einander ver-
gleichen, die Spaltungskurve als geradlinig annehmen und die
Umsatzgeschwindigkeit durch den oben definierten Wert von
k ausdriicken. Wir wollen nun untersuchen, in welcher Weise
k von der Fermentmenge abhéngig ist.

Die Verminderung des Dipeptids von 1,45 bis auf 1,00
wird erreicht!?)

bei a b c d
%N n 34 8 12 18 Minuten.
Die Verminderung von 1,45 bis 0,8
bei a b c d
B) in 8 12 18 27 Minuten.
Die Verminderung von 0,86 auf 0,61
bei a b c d
LS 4 5% 7 9 Minuten.
Die Verminderung von 0,86 auf 0,45
b) bei a b c d
in 71 10 11Ys 16 Y» Minuten.

%} Die gewonnenen Zahlen sind notigenfalls durch Interpolation
gewonnen und sollen in iliren absoluten Grofen keinen Anspruch auf
groBe Genauigkeit machen. Trotzdem geniigen sie ihren Zwecken vollig,
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Die Verminderung von 0,5 auf 0,256

e) bei a | . c d
in 71 8 9s 14 Minuten,
Die Verminderung von 0,256 auf 0,10
Z) bei a b c d
in 6% 61 9 11 Minuten.
Die Verminderung von 0,2 auf 0,05
bei a b c d
L 12 12 14—18  16—20 Minuten.

Betrachten wir diese Zahlen, so finden wir iiberall aus-
geprigt, daB der groBeren Fermentmenge die groBere Reaktions-
geschwindigkeit zukommt. Aber die Abhiingigkeit dieser beiden
GroBen ist verschiedenmer Art, wenn man von verschiedenen
Anfangspunkten ausgeht.

Ganz zu Anfang einer jeden Versuchsreihe ist
namlich die Reaktionsgeschwindigkeit fast genau
direkt proportional der Fermentmenge. Multiplizieren
wir die Zeiten gleichen Umsatzes in der Reihe mit den zu-
gehorigen Fermentmengen, so erhalten wir:

B X 6 = 21)
8y X 4 = 34
12 X 3 = 36
18 X 2 = 36

und in der Reihe B
8 X 6 = 48
12 X 4 = 48
18 X 3 = b4
27 X 2 = b4

Die Proportionalitéit ist, wie man sieht, nicht ganz genau,
sondern dahin verschoben, daB die n-fache Fermentmenge eine
etwas mehr als n-fache Reaktionsgeschwindigkeit verursacht
als die einfache Fermentmenge. Aber die einzige Zahl, welche
zu einer solchen Amnahme notwendig zwingen miiite, ist die
erste (21), und der hierzugehorige Wert ist wegen der groBen
Reaktionsgeschwindigkeit gerade dieser Versuchsreihe, und weil
es die erste abgelesene Zahl ist, nicht absolwt beweisend.

Es wird sich also in kiinftigen Versuchen darum handein
miissen, festzustellen, ob etwa bei sehr groBen Fermenimengen
wirklich eine Abweichung von der einfachen Proportienalifit
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der Reaktionsgeschwindigkeit vorliegt. Auf jeden Fall aber
scheint diese Abweichung nur in dem Sinne bestehen zu konnen,
daB eine groBe Fermentmenge relativ zu schnell arbeitet.

Nehmen wir aber als Ausgangspunkt fiir diese Rechnung
nicht den Anfangspunkt des Versuchs, sondern einen mittleren
Punkt, siehe S. 332, v, d, ¢, Z, n, so zeigt sich genau das Um-
gekehrte: eine gréBere Fermentmenge arbeitet in Beziehung
auf das oben formulierte Gesetz der einfachen Proportionalitit
sehr merklich zu langsam. Bilden wir wiederum die Produkte
aus den Fermentmengen und den Zeiten gleichen Umsatzes,
so ergibt sich

fir y: 4 X 6 = 24
5s X 4 = 23
7 X3=21
9 X 2=18
fir 5: 7's X 6 = 45
10 X 4=40
11Uy X 3 = 34
161 X 2 = 33
fir e: 7Ys X 6 = 43
8§ X 4 =232
9is X 3 = 28
14 X 2 =28
fir Z: 6% X 6 = 39
6Ys X 4 = 26
9's X 3 = 28
11 X 2 =22
firn: 12 X 6 = 72
12 X 4 =48
16 X 3 =48
18 X 2 =36

Man ersieht hieraus, daB die Unproportionalitét in diesem
Sinne um so auffilliger wird, einen je tieferen Anfangspunkt
man wihlt. Bei y und d (welche gleichen Anfangspunkt haben),
verhalten sich die groBten Werte zu den kleinsten wie 1,33 : 1,
bei ¢ wie 1,5: 1, bei Z wie 1,8 : 1, bei n wie 2: 1.

Es fragt sich nun, wie dieses Verhalten zu erkliren ist.
Es gibt zwei Moglichkeiten:
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1. Entweder ist das Gesetz, welches wir fiir unsere
Anfangsgeschwindigkeit ann#hernd verwirklicht fanden, nicht
allgemein richtig, sondern gilt nur zufillig, wenn die Substrat-
menge gerade den Wert 1,45 hat, wihrend es fiir andere An-,
fangswerte nicht zutrifft.

2. Oder das Gesetz ist fiir alle Substratmengen. giiltig,
und die Abweichungen werden dadurch hervorgerufen, daf die
Spaltungsprodukte auf die Reaktionsgeschwindigkeit
einen EinfluB haben.

Dieser EinfluB kann sowohl als eine Hemmung wie als
eine Beschleunigung gedeutet werden. Nimmt man an, dal
ohne den EinfluB der Spaltungsprodukte die Umsatzkurve loga-
rithmisch wire, so handelte es sich um eine Beschleunigung;
nimmt man sie als geradlinig an, wére es eine Hemmung.

Alle diese Moglichkeiten lassen sich leicht entscheiden,
wenn es gelingt, die Kurve fiir den Umsatz unter Ausschaltung
des Einflusses der Spaltungsprodukte zu finden, also die «ideale
Kurve der Fermentwirkung». Das kann man in der Weise, .
daB man eine Reihe von Spaltungen mit stets gleicher Ferment-
menge und fallenden Substratmengen ausfiihrt und die einzelnen
Anfangsgeschwindigkeiten miteinander vergleicht. Das soll unsere
néichste Aufgabe sein. Untersuchungen nach dieser Richtung
sind bereits im Gange, und wir werden bald die Moglichkeit
haben, diese Frage einwandsfrei zu entscheiden.

Wir kehren nunmehr zu unserer Aufgabe zuriick, eine
Gleichung zu finden, welche der Umsatzkurve gerecht wird.
Wir sahen, daf die Gleichung:

X
€)) + =k
nicht vollig geniigt, weil die k-Werte allméhlich abfallen, und
daB die Gleichung:
@) I T N

t a—Xx

nicht geniigt, weil die k,-Werte allméhlich ansteigen. Unter
diesen Umstéiinden liegt es nahe, durch Summation der beiden,
mit geeigneten konstanten Faktoren multiplizierten Gleichungen
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eine neue Gleichung zu finden, welche moglicherweise kon-
stante Werte liefert. Da wir bei der Ausrechnung der k,-Werte
mit dekadischen statt mit natiirlichen Logarithmen rechnen,
werden wir, um vergleichbare Werte zu erhalten, auBerdem
die Gleichung (1) mit dem Modulus des natiirlichen Logarithmen-
systems M = 0,4343 multiplizieren. Wir erhalten dann

eMo—f—:: eMk

wo € jenen Faktor bedeutet. Durch Addition dieser Gleichung
mit Gleichung (2) erhalten wir

@) & log 2 4 €M =Mk +eMk, =k,

a—Xx

Setzen wir nun fiir den Versuch a den Faktor € = 0,7,
so erhalten wir fiir 100 k; folgende Werte:
(8,49)
6,63
5,49
5,52
5,68
5,04
5,63
6,04
5,55

also mit Ausnahme der der ersten, der schon oben als unsicher
hingestellien Ablesung entsprechenden Zahl Werte von recht
befriedigender Konstanz.

Versuch b gibt bei e = 1,5 Versuch ¢ gibt bei ¢ = 3,0
100k, = 100k; =

5,74 6,20
6,52 , 6,54
5,90 6,56
5,51 6,22
5,25 6,41
5,91 6,40
5,91 6,72
6,15 6,53
6,17 6,17

6,64

6,58
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und Versuch d bei € etwa = 10

100 k; = 11,1

119

11,2

11,3

11,5

L1117

11

111

- [96].
Der Wert fiir ¢ und k; ist also von der Fermentmenge
abhéngig.
Die so gewonnene zunichst rein empirische Formel wurde
also lauten:

In =k,
wo € und k zZwar mit der Fermentmenge, nicht aber mLt dem_
Fortschrelten der Reaktion bei konstanter Fermentmenge sich
verdndern. '
Diese Formel fithrt prinzipiell zu dem glelchen Resultatf
wie die von V. Henri fiir die Spaltung des Rohrzuckers durch
Invertin abgeleitete Formel l) :

a

wo n und m zwei Konstanten darstellen, die von der Anfangs-’
menge des Substrats a und der jeweiligen Menge der Spaltungs-
produkte unabhingig sind. Inwieweit sie von der Ferment-’
menge unabhingig sind, ist aus Henris Versuchen nicht sichér
zu entnehmen. Nach der theoretischen Ableitung, die Henti
fir diese Formel entwickelt hat, sollten m und n von der
Fermentmenge unabhéingig, k, der Fermentmenge einfach’ pro-‘
portional sein. Mit dieser theoretlschen Entwicklung von Henrl'
werden wir uns aber noch niher zu beschiftigen haben und;
wir werden vorldufig unsere Glelchung als eme empmsche"
betrachten. '

-——n)x_k t,

1Y) V. Henri, Lois générales de Taction des diastases. Pans 1903,
p. 92. . : o

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LII. 22



