Uber die Aminopeptidaseaktivitit des Sehwangerenserums und
ihre Beziehung zu dessen Vermdégen, Oxytocin zu inaktivieren*

Von
H. Tuppy und H. Nesvadba

Aus dem II. Chemischen Institut der Universitat Wien
Mit 5 Abbildungen
(Eingegangen am 30. September 1957 )

Einige chromogene Aminopeptidasesubstrate, f-Naphthyl-
amide von o«-Aminosduren, werden durch Schwangerenseren
schneller gespalten als durch Seren nichtschwangerer Frauen.
Besonders stark erhoht ist wihrend der Graviditét der Spiegel
eines Enzyms, welches L-Cystin-di-f-naphthylamid hydrolysiert
und mit Hilfe dieses Substrats quantitativ bestimmt werden
kann. ¥s wird diskutiert, ob dieses Enzym mit dem Oxytocin
inaktivierenden Prinzip des Schwangerenserums identisch ist.

Das Serum schwangerer Frauen ist imstande, das Hypophysen-
hinterlappenhormon Oxytocin rasch zu inaktivierens %:3;4; die Seren
von Minnern und nichtschwangeren Frauen hingegen zerstéren Oxytocin
nur sehr langsam. Die Konzentration des als Oxytocinase bezeichneten
inaktivierenden Prinzips im Serum nimmt wéhrend der Graviditiat
stindig zu und erreicht ihren Hohepunkt zur Zeit des Einsetzens der
Wehen? 5.8, Der Oxytocinasespiegel des Kreilendenserums iibersteigt
den des Serums der nichtschwangeren Frau um etwa das Tausendfache? 6.
Die Ermittlung des Serum-Oxytocinasespiegels ist sowohl zur Schwanger-
schaftsdiagnose als auch zur Feststellung des Alters der Frucht empfohlen
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worden® ¢ 7. 8. Sje erfolgte bisher immer derart, dafl die Aktivitéts-
einbulle, die Oxytocin bei Inkubation mit dem Serum erleidet, mit Hilfe
des isolierten Ratten- oder Meerschweinchenuterus bestimmt wurde.

Die chemische Struktur des Oxytocing ist bekannt® % nicht jedoch
die Art seiner Inaktivierung durch die Oxytocinase. In der vorliegenden
Arbeit werden Versuche beschrieben, deren Ergebnisse die Vermutung
nahelegen, dafl das inaktivierende Agens ein proteolytisches Ferment
mit, der Spezifitit einer Aminopeptidase ist.

In einem mnformativen Experiment wurde Oxytocin mit dialysiertem
Schwangerenserum inkubiert, bis seine hormonelle Wirksamkeit fast voll-
kommen zerstort war. Die Inkubationsmischung wurde mit Trichloressig:
sdure enteiweiBt. Die in Loésung verbliebenen Produkte wurden mit Per:
ameisenséure behandelt und hierauf papierchromatographisch untersucht:
unter ihnen befand sich in betréchtlicher Menge freie Cysteinsaure (CySO,H)
neben geringeren Mengen anderer freier Aminoséiuren und einem Polypeptid.
welches alle Aminoséurebausteine des oxydierten Oxytocins (CySO;H, Asp,
Glu, Gly, Tyr, Pro und Leu/Ileu) enthielt. Als eine mdégliche Deutung der
Entstehung der freien CySO,H kam in Betracht, da im Oxytocinmolekiil

CyS-Tyr—IIeu-Glu(NHz)-Asp(Nﬂz)~CyS'ProfLeu~Gl}7(NH2)

durch das maktlwerende Prmmp jene Peptldblndung angegriffen worden
ist, welche dessen amino-endsténdigen Halbeystinrest (CyS) mit dem ihm
benachbarten Tyrosinrest (Tyr) verkniipft, und daB die Perameisensiure-
oxydation das primére Spaltprodukt

CyS Tyr-Ileu-Glu(NH,)-Asp(NH,)-CyS-Pro-Leu-Gly (NH,)
! i

in CySO,H und Tyr—Ileu-Glu(NHz)-Asp(NHz)-CySO3H—Pm<Leu-Gly(NH2)
verwandelt hat.

Wenn die Annahme zutrifft, dafl die Oxytocinase den amino-end-
stiindigen Aminosdurerest in Oxytocin abspaltet, besitzt sie die Wirkungs-
weise einer Aminopeptidase; man sollte demnach erwarten, daff der
enzymchemisch ermittelte Aminopeptidasespiegel im Serum von Schwan-
geren gegeniiber jenem in Normalseren stark erhoht ist. Zur Priifung
dieser Annahme wurde die Aminopeptidaseaktivitdt in den Seren einiger
schwangerer und nichtschwangerer Frauen ermittelt, wobei jeweils drei
erprobte chromogene Aminopeptidasesubstrate, die f-Naphthylamide des
Glycmsn, DL-Alanins' und r-Leucins!? 28, zur Verwendung kamen.
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‘Die Bestimmung des bei der Spaltung dieser Substrate freiwerdenden
p-Naphthylamins erfolgte nach Green, Tsou, Bressler und Seligman'® mit Hilfe
einer modifizierten Bratton-
Muarshall - Methode!.  Das
Amin wird in saurer Lésung a4
diazotiert-und das Naphthyl- €
diazoniumsalz mit N-(1- g7
Naphthyl)-dthylendiamin zu
einem blauvioletten Farb- 261
stoff gekuppelt, der sich
kolorimetrisch  bestimmen
1aBt. Die Anwendung dieser
Methode ergab anfdnglich
nicht reproduzierbare und g+
bisweilen stark erniedrigte
MeBwerte; nach langem

a57

a3

Suchen wurde eine Kehler- 4
quelle in einer betréchtli-

chen Lichtempfindlichkeit 47

des Naphthyldiazoniumsal- p

zes gefunden; Diazotierung g7} /
und Kupplung miissen unter g
Ausschluf direkter Sonnen- Z ) ) ) ‘
strahlung oder starkeren dif- g 7 5 20 2 .,
fusen Tageslichtes erfolgen. g f-Waphthyiamin/m!

Auch eine Adsorption des Abb. 1. Bichkurve fiir die kolorimetrische Aminopeptidase-
Diazofarbstoffes an den Wan- bestimmung

dungen der GlasgefidfBie und

der bei der kolorimetrischen Messung verwendeten Kiivetten kann fehler-
hafte Resultate verursachen; sie wird dadurch ausgeschlossen, dafi man die

Tabelle 1. Spaltung verschiedener Aminosdure-f-naphthylamide

durch die Seren schwangerer und nichtschwangerer Frauen.

Die enzymatische Aktivitdt der Seren wurde bei pH 7,4 bestimmt und ist
in mg g-Naphthylamin/100 ml Serum/1 Std. angegeben'?

Substrate: A-Naphthylamide von

3
oren Glycin lDL-Ala.nin‘ L-Leucin ! 1.-Cystin \L-Cystein DL-Methionin
Sen 1843 16,25 | 792 | 47,2 | 6,05 . 0,60 | 275
100 gangere “nt S 44| 19,08 | 81,2 | 49,6 | 5,80 | 0,70 3,20
- lunarmonat | g 45| 1640 | 77,6 | 50,4 | 5,06 | 0,58 2,95
Miitel (M) 17,23 | 79,3 | 49,1 | 563 ' 0,63 2,97

_ s7t| 137 0 448 | 152 | 0,50 | 0,58 3,6
Nichtschwangere | 8 72 7,35 26,1 12,8 0,40 0,56 2,5
« s 73| 58 | 256 | 13,6 @ 0,40 | 0,40 2,25

Mittel (My) | 897! 32,2 | 13,9 | 048 | 051 2,8

M,/M, 1,9 25 | 35 |181 1,2 1,1

" 14 4. Bratton und E. K. Marshall, J. Biol. Chem. 128, 537 (1939).
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Bildung und Messung des Farbstoffes nicht in wibriger Losung, sondern
in verdiinntem Aceton vornimmt.

Es zeigte sich, daB durch Seren von Schwangeren im 10. Lunar-
monat Glycin-g-naphthylamid im Durchschnitt 1,9mal, pr-Alanin- und
L-Leuncin-f-naphthylamid 2,5- bzw. 3,5mal so rasch gespalten wurden
als dureh Normalseren (Tabelle 1). Green et al.’® hatten beobachtet,
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Abb. 2 (oben). pH-Abhiingigkeit der Spaltung des Q05+

L-Cystin-di-f-naphthylamids durch Schwangerenserum

Abb. 3 (rechts). Abhingigkeit der Spaltung des L-Cystin- 7 . L
di-f-naphthylamids durch Schwangerenserum von der 4 24
Inkubationsdauer. pH 7,8 zeit (Stan)

dafl Schwangerenseren gegeniiber L-Leucin-f-naphthylamid als Substrat
eine durchschnittlich 1,8mal hohere enzymatische Aktivitdt zeigen als
andere Seren.

Die Aminopeptidaseaktivitét des Serums ist also wihrend der
Graviditit in signifikanter Weise erhoht, aber bei weitem nicht so sehr
wie der Oxytocinasespiegel. Auffallend war jedoch der Befund, daf die
Verwendung verschiedener Enzymsubstrate eine verschieden starke Ver-
mehrung der Aktivitdt ergab; er deutete darauf hin, dafl im Serum nicht
nur eine einzige Aminopeptidase vorkommt, sondern zwei oder mehrere
Enzyme mit unterschiedlicher Substratspezifitdit. Denn wire fir die
Spaltung der drei Substrate sowohl im Normal- als auch im Schwangeren-
serum ein und dasselbe Prinzip verantwortlich (ein einziges Enzym
also mit grofer Wirkungsbreite, wie z. B. die von E. L. Smith eingehend
untersuchte ,,Leucin-Aminopeptidase 15,16}, g0 sollte die Erhshung der
Alktivitdt wihrend der Graviditdt alle Substrate in gleichem MaBe
betreffen.

15 K. L. Smith, Advanc. Enzymol. 12, 191 (1951).
% H. L. Smith und D. H. Spackman, J. Biol. Chem. 212, 271 (1955).
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Man konnte infolgedessen auch an die Moglichkeit denken, dai im
Serum wihrend der Schwangerschaft eine Aminopeptidase vermehrt
vorkommt, welche in spezifischerer Weise Substrate von der Art des
Oxytocins angreift. Da Oxytocin durch einen N-terminalen Halbeystin-
rest ausgezeichnet ist, war es naheliegend, chromogene Aminopeptidase-
substrate zu synthetisieren, welche ebenso wie das Polypeptidhormon
N-ferminale Halbeystinreste enthalten. Das einfachste, 1-Cystin-di-g-
naphthylamid, wurde (auf drei ver-
schiedenen Wegen) dargestellt. Seine 42 -
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Abb. 4. EinfluB der Konzenfration des Substrats Abb. 5. Einfluf der Enzymkonzentration
(L-Cystin-di-8-naphthylamid) auf die Geschwindig- (Serummenge) auf die Geschwindigkeit der
keit seiner Spaltung durch Schwangerenserum. Spaltung des Substrats (L-Cystin-di-f-
4 8tdn. Inkubation, 37°, pH 7,8 naphthylamid). 4 Stdn. Inkubation bei

pH 8,2 und 37°

Spaltung durch Schwangerenseren erfolgt, wie Tabelle 1 zeigt, bedeutend
(durchschnittlich 13,1mal) schneller als durch Normalseren. Ks ist
bemerkenswert, daB3 hingegen die f-Naphthylamide der anderen zwei
natiirlich vorkommenden schwefelhaltigen Aminosduren, des Cysteins
und des Methionins, durch das Serum von Schwangeren kaum stirker
als durch das von Nichtschwangeren gespalten werden. Auf Grund dieser
Ergebnisse wurde die enzymatische Hydrolyse des Cystin-di-f-naphthyl-
amids ndher untersucht.

Die Enzymreaktion geht optimal zwischen pH 7,2 und 7,7 vor sich
{Abb. 2). Interessant und wichtig ist jedoch, daBl mit steigendem pH
die Geschwindigkeit der Spaltung des Cystin-di-S-naphthylamids durch
Schwangerenserum langsamer absinkt als die der Spaltung durch Nicht-
schwangerenserum; so kommt es, daB der Quotient der Aktivitdten
von Schwangeren- und Normalserum, der bei pH 7,4 als 13,1 bestimmbt
worden ist (Tabelle 1), bei pH 7,8 etwa 23 betrigt. Die Hydrolyse-
geschwindigkeit nimmt bei lingerdauernder Inkubation etwas ab (Abb. 3).
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Die Substratkonzentration hat auf die enzymatische Reaktion keinen
nennenswerten Einflul, sofern sie 250 ug/ml iibersteigt (Abb. 4). Auech
bei hoher Substratkonzentration (675 ug/ml) ist die Geschwindigkeit
der Substratspaltung der Enzymkonzentration im Ansatz nicht streng
proportional (Abb. 5); ein Grund fiir die Abweichung von der Proportiona.-
litdt kann eine zu geringe Loslichkeit des Substrats im neutralen und
alkalischen pH-Bereich sein, die dazu fithren mag, dal die effektive
Substratkonzentration in den Inkubationsansitzen die zur Sidttigung
des Enzyms erforderliche Hohe nicht erreicht.

Einige anorganische Ionen und organische Substanzen wurden auf
ihre Fahigkeit gepriift, die Spaltung des Cystin-di-f-naphthylamids durch
Schwangerenserum zu beeinflussen (alle in einer Konzentration wvon
0,001 m). Co*+ war ohne EinfluB}, Zn*+* und Mn*+ hemmten 409,
bzw, 30%,. Ca*t erwies sich als wirkungslos. Komplexon rief eine 40%,ige
Hemmung hervor, wihrend Oxalat chne Einflu} blieb. Cyanid, Ascorbin-
siure und Cystein hemmten je 30%. N-Athylmaleinimid hatte keinen
Effekt.

Es ist in diesem Zusammenhang erwidhnenswert, dafl die Oxytocinase.
den Angaben von Werle und Semm'’ zufolge, ebenso wie das von uns
bearbeitete Enzym durch Metallchelatbildner wie Komplexon gehemmt
wird. Anderseits berichten Werle, Hewvelke und Buthmann®, dal die
Oxytocinase weder durch Cyanid noch durch Mangan gehemmt werde,
wihrend -diese Jonen die Hydrolyse des Cystin-di-g-naphthylamids
herabsetzen.

Gegen die Annahme, dafl Oxytocin und Cystin-di-f-naphthylamid
Substrate des gleichen Enzyms sind, scheint jedoch vor allem auch zu
sprechen, daB die Inaktivierung des Polypeptidhormons durch Kreilenden-
seram 1000mal schneller als durch Nichtschwangerenserum?, die Spaltung
des chromogenen Substrats hingegen nur 13mal (bei pH 7.4) oder 23mal
schneller (bei pH 7,8) erfolgt. Diese Diskrepanz schlieflt jedoch eine
Identitit der beteiligten Enzyme nicht schlechthin aus. Sie konnte z. B.
dadurch zustande kommen, daf Cystin-di-f-naphthylamid auBer von
der Oxytocinase auch in geringem Mafle von einer anderen Amino-
peptidase angegriffen wird, welche in Nichtschwangerenserum vorhanden
und deren Konzentration wihrend der Graviditdt nicht betréichtlich
erhoht ist; unter dieser Voraussetzung wiirde das chromogene Substrat
durch Normalserum schneller hydrolysiert, als auf Grund des duBerst
niedrigen Oxytocinasegehaltes zu erwarten wire, und das Verhiltnis
der enzymatischen Wirksamkeit von Schwangeren- und Nichtschwangeren-
serum wire infolgedessen niedriger als erwartet. Es sind derzeit weitere
Versuche im Gange, die zu einer Klirung dieser Fragen beitragen sollen.

17 E. Werle und K. Semm, Arch. Gynidkol. 187, 449 (1956).
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Der Befund, daBl wihrend der Schwangerschaft im Serum in betréichs-
lich vermehrter Menge ein Enzym anzutreffen ist, dessen Aktivitdt sich
auf chemischem  Wege -ohne grofle Mithe quantitativ bestimmen la8t,
hat medizinisches Tnteresse, — ob es sich nun bei dem Enzym um die
Oxytocinase selbst handelt oder nicht. Das Auftreten und die Eigen-
schaften des Enzyms werden auch unter dem medizinischen Blickwinkel
weiter bearbeitet.

'Experimenteﬂer Teil

I. Synthese der ehromogenen Aminopeptidasesubsirate

Glycin- und DL-Alawin-B-naphthylamid wurden nach den Angaben von
Gomort't aus Chloracetyl- bzw. «- Brompropmnyl -f-naphthylamin?é durch
Umsetzung mit NH, in wiBr. Methanol dargestellt.

L-Leucin-f-naphthylamid

Carbobenzoxy- L-leucin-fi-naphthylamid. 2,75 g  Carbobenzoxy-L-leucin
(6lig)'* wurden in 4 ml absol. Tetrahydrofuran (THF) mit 1,4 ml Triathyl-
amin versetzt und bei — 5° mit 1,12 g Chlorkohlensdureéthylester zur Reaktion
gebracht: Nach 10 Min. Steben wurden zur gallertig erstarrten Masse 1,55 g
B-Naphthylamin, in 3 ml THF geldst, zugesetzt. Die festwerdende Reaktions-
mischung blieb tiber Nacht bei Zimmertemp. stehen, wurde hierauf in 50 ml
Essigester aufgenommen und in dieser Losung mit Wasser, 0,1 n HCI,
Wasser und NaHCO,-Losung gewaschen. Nach Trocknen wurde das Carbo-
benzoxy-L-leucin-ﬁ-naphthylamid durch Abdampfen des Essigesters in Form
seines von Green et al.l® beschriebenen Hemihydrats erhalten: weifle Nadeln
vom Schmp. 127 bis 129°; Ausbeute 1,7 g (41% d. Th.).

L-Leucin-f- naphthylamzd Die Abspaltung des Carbobenzoxyrestes erfolgte
nach der Methode von Ben-Ishai und Berger?. 1,23 g Carbobenzoxyverbin-
dung wurden mit 5 ml HBr-Eisessig (38%ig) versetzt. Nach lstiind. Stehen
bei Zimmertemp. wurde durch Zusatz von 100 ml absol. Ather das Hydro-
bromid des Leucin-f-naphthylamids in 6liger Form ausgefiallt und nach
AbgieBen des Athers in Wasser gelost. Bei Zusatz von verd. Ammoniak
fiel das freie Leucin-f-naphthylamid in krist. Form aus. Nach Losen in
verd. Essigsiure, Behandlung der warmen Losung mit Tierkohle, Fillen
mit NH,, Waschen des Naphthylamids mit Wasser und Trocknen iiber
P,0; betrug sein Schmp. 123 bis 125°,  Ausbeute 0,72 g (909, d. Th.). Vor
der Analyse wurde 3 Stdn. im Hochvak. bei 70° getrocknet.

CoH,oN,O. Ber. C 74,96, H 7,85. Gef. C 74,70, H 7,91

Bei Sidttigung seiner Ldsung in Methanol-Ather (L:1) mit trock. HCI-
Gas krist. das L-Leucin-f-naphthylamid-Hydrochlorid in Nadeln vom Schmp.
239 bis 241° aus.

18 A. Tigerstedt, Ber. dtsch. chem. Ges. 25, 2919 (1892).

1 M. Bergmanm, L. Zervas und J. 8. Fruton, J. Biol. Chem. 115, 593
(1936). -

20 D, Ben-Ishai und A. Berger, J. Org. Chem. 17, 1564 (195'2).
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L-Cystin-di-g-naphthylamid

Di-carbobenzoxy-L-cystin-di-f-naphthylamid.  Methode A?*'. Zu einer
Losung von 1,60 g Di-carbobenzoxy-L-cystin?? und 0,90 ml Tridthylamin in
3,5 ml absol. THF wurden tropfenweise bei — 5° unter Schiitteln 0,63 g
Chlorkohlensdureathylester gefugt. Die entstandene Suspension blieb
10 Min. bei — 5° stehen und erhielt dann portionenweise einen Zusatz von
1,05 g f-Naphthylanin, gelost in 3 ml absol. THF. Nach Stehen tiber Nacht
bei Zimmertemp. wurde die gallertige Masse in 20 ml Essigester suspendiert,
die Suspension mit Wasser, 0,1 n HCl, wieder mit Wasser und zuletzt mit
19%iger NaHCO, gewaschen. Das durch Absaugen, Waschen und Trocknen
erhaltene Rohprodukt (0,94 g) hatte einen Schmp. von 208 bis 210° (Zers.).
Seine Reinigung erfolgte durch Loésen in heilem Pyridin und tropfenweisen
Zusatz von Methanol. Das gallertig ausfallende Di-carbobenzoxy-cystin-di-
B-naphthylamid wurde mit Ather griindlich gewaschen. Ausbeute 0,91 g:
Schmp. 225 bis 227°. Auch nachdem es 2 Stdn. bei 80° im Hochvak. getrock-
net worden war, lag es anscheinend noch als Monohydrat vor.

e N, 0,8, - H,0. Ber. C 64,95, H 5,19. Gef. C 65,08, H 4,96.

Aus der rotlich gefarbten Essigesterlosung konnten durch Eindampfen
des Losungsmittels und Aufnehmen des Riickstandes in Methanol weitere
0,22 g derselben Substanz erhalten werden. Ausbeute insgesamt 479, d. Th.

In manchen Ansétzen wurde das Di-carbobenzoxy-L-cystin-di-f-naphthyl-
amid auch in seiner wasserfreien Form (Schmp. 255 bis 257°) erhalten.
{Analyse bei Methode B angegeben.)

Methode B%. 0,80 g Di-carbobenzoxy-L-cystin und 0,53 g §-Naphthyl-
amin wurden in 3,5 ml THF geldst und tropfenweise mit einer Losung von
0,56 g Di-cyclohexyl-carbodiimid in 1ml THF versetzt. TUnter Selbst-
erwarmung schieden sich Dicyclohexyl-harnstoff und Dicarbobenzoxy-L-
cystin-di-f-naphthylamid ab. Nach Stehen tiber Nacht und Zugabe von
Essigester wurden die auskristallisierten Reaktionsprodukte abgesaugt.
Thre Trennung gelang durch 3maliges Auskochen der Mischung mit sieden-
dem Athanol. Der Harnstoff ging dabei in Lésung; das Naphthylamid
blieb zuriick, wurde mit Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute 0,91 g
(769 d. Th.); Schmp. 258 bhis 260° (Zers.).

CyHysN,06S,. Ber. C 66,46, H 5,04, Gef. C 66,51, H 5,26

Methode C*. Zu einer Loésung von 2,0 g Di-carbobenzoxy-L-cystin in
5ml absol. THF wurden 0,80 g Tridthylamin gefiigt und dann bei — 5°
unter Riihren 0,95 g Isovalerylechlorid zugetropft. Nach 3stiind. Stehen
bei 0° folgte die Zugabe von 1,13 g f-Naphthylamin in 3 ml absol. THF.
Die Resktionsmischung stand iiber Nacht bei Zimmertemp., wurde dann
mit Essigester aufgenommen und in der bei Methode A beschriebenen Weise
auf Di-carbobenzoxy-cystin-di-g-naphthylamid aufgearbeitet.  Ausbeute
1,76 g (679 d. Th.); Schmp. 248 bis 250° (Zers.).

L-Cystin-di-f-naphthylomid. Zur Abspaltung der Carbobenzoxyreste
wurden 2,33 g der nach einer der drei Methoden dargestellten und fein-
gepulverten Carbobenzoxyverbindung in 15 ml HBr-Eisessig suspendiert.

21 R. A. Boissonas, Helv. Chim. Acta 34, 874 (1951).

2 M. Bergmann und L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 (1932).
2 J. C. Sheehan und G. P. Hess, J. Amer. Chem. Soc. 77, 1067 (1955).
*# J. R. Vaughan und R. L. Osato, J. Amer. Chem. Soc. 78, 5553 (1951).
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Die sogleich einsetzende (Gasentwicklung war nach 1/, Stdn. beendet und
klare Losung eingetreten. Zugabe von 100 ml Ather bewirkte Fallung des
L-Cystin-di-f-naphthylamid-hydrobromids in krist. Form. Es wurde mit
Ather gewaschen und in 30 ml 50%igem wiaBr. Athanol gelést. Bei tropfen-
weisem Zusatz verd. Ammoniaks bis zu pH 4 fiel ein Teil des freien Naphthyl-
amids aus, ging jedoch bei Erhitzen wieder in Losung, mit Ausnahme einer
harzigen Verunreinigung, von der die Losung abgegossen wurde. Nunmehr
fortgesetzte Zugabe von Ammoniak (bis pH 8) féllte das Dinaphthylamid
vollstdndig aus. Es wurde zur weiteren Reinigung in verd. Essigséiure gelost,
mit, Tierkohle behandelt und nach deren Abfiltrieren wieder mit NH, aus-
gefillt. Abgesaugt, mit verd. Methanol gewaschen und bei 100° im Vak.
tber P,0; getrocknet, schmolz das weille Pulver bei 167 bis 169°. Ausbeute
1,18¢g (789% d. Th.). Es ist in Wasser und Methanol kaum l&slich, wohl
aber in THEF.
CyeH,6N,0,8,. Ber. C 63,64, H 5,34, S 13,07.
Gef. C 63,05, H 5,35, S 13,00.

L-Cystein-f-naphthylamid

0,30 g Cystin-di-f-naphthylamid wurden in 75ml 2,5%iger Schwefel-
siure 3 Stdn. lang mit 0,8 g Zinkstaub (p. a.) geschiittelt?*. Nach Abfiltrieren
des iiberschiissigen Zinkstaubes und Nachwaschen mit wenig Wasser wurde
aus dem Filtrat durch Zugabe frisch bereiteten Kupferoxyduls ein violett-
blau gefirbter Kupferkomplex des Cystein-naphthylamids ausgefiallt. Die
Suspension blieb iiber Nacht im Eiskasten. Nach Zusatz von 1 ml Eisessig
wurde der Niederschlag abzentrifugiert und in der Zentrifuge 4mal mit je
50 ml Wasser gewaschen. Die Zersetzung der Kupferverbindung erfolgte
in wiBr. Suspension (80 ccrn) in der Siedehitze durch Einleiten von H,S.
Das Cu,S wurde abfiltriert und mit H,S-haltigem Wasser griindlich ge-
waschen. Aus dem warmem Filtrat (40°) wurde der geloste H,S durch Ein-
leiten von Stickstoff vertrieben und das Cystein-naphthylamid durch Zusatz
von 0,1 n NH, ausgefdllt. Ausbeute 0,25 g (839 d. Th.). Schmp. (in einer
mit N, gefiillten Kapillare bestimmt) 130 bis 132°. Vor der Analyse wurde
2 Stdn. bei 70° im Hochvak. getrocknet.

C,sH,,N,08. Ber. C 63,38, H 5,73. Gef. C 63,43, H 5,43,

Die Umwandlung in sein Hydrochlorid erfolgte durch Losen von 0,1 g
Cystein-f-naphthylamid in 2 ml absol. Methanol, Zusatz von 4 ml absol.
Ather und Einleiten trock. HCl-Gases. Die Losung wurde im Vak. bei
Zimmertemp. eingedampft, der krist. Rickstand tiber NaOH im Vak. von
tberschiissigem HCI befreit und aus absol. Methanol-Ather umkristallisiert.
Schmp. 223 bis 225° (Zers.).

C,.H,,N,08 - HCL Ber. C 55,21, H 5,35. Gef. C 55,36, H 5,39.

pL-Methionin-g-naphthylamid

Carbobenzowxy-D L-methionin-f-naphthylamid. Die Darstellung erfolgte
analog der des entsprechenden L-Leucin-Derivats. Aus Chloroform-Essig-
ester (1 : 3) umgelodst, Nadeln vom Schmp. 160 bis 162°. Ausbeute 559, d. Th.

C,,H,,N,0,8. Ber. C 67,67, H 5,92. Gef. C 67,67, H 6,10.

DL-Methionin-B-naphthylamid. 1,15 g Carbobenzoxy-Verbindung wurden
durch lstind. Einwirkung von HBr-Eisessig (5 ml) bei Zimmertemp. de-

25 N. W. Pirie, Biochemic. J. 25, 614 (1931).
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¢arbobenzoxyliert. Zusatz von 40 ml absol. Ather {fillte das Hydrobromid
des Methionin-naphthylamids zun#chst als ] aus. Anreiben mit einigen
Tropfen Wasser brachte es zur Kristallisation. Aus seinem Hydrobromid
wurde das freie Naphthylamid mit verd, NH, in Freiheit gesetzt. Anreiben
mit alkohol. HCl verwandelte das 0Olige Produkt in ein gut krist. Hydro-
chlorid, welches nach wiederholtemn Umlésen aus absol. Methanoldther (1:1)
und 2stiind. Trocknen bei 100° im Hochvak. einen Schmp. von 172 bis 173°
zeigte. Ausbeute 0,45 g (529 d. Th.).

C1sH,N,08 - HCL Ber. C 57,95, H 6,16. Gef. C 58,31, H 6,25.

Alle Schmelzpunkte wurden im Kofler-Mikroschmelzpunktsapparat he-
stimmt und sind korrigiert.

H. Die kolorimefrische Aminopeptidasebestimmung im Serum

Die Serumproben. Bel der Blutabnahme und Abtrennung der Erythrocyten
mulB} darauf geachtet werden, daB es zu keiner Hamolyse kommt. Hémoly-
tische Seren geben, mit Cystin-di-S-naphthylamid als Substrat, zu hohe
Aminopeptidasewerte, da in den Erythrocyten ein Enzym vorkommt, durch
welches das Substrat ebenfalls gespalten wird. (Analoges gilt fiir den
férmentativen Abbau des Oxytocins: das Hormon wird ebenfalls nicht nur
durch die Oxytocinase des Schwangerenserums, sondern auch durch ein
Erythrocytenferment abgebaut’: 7; hdmolytische Seren tiuschen infolgedessen
21 hohe Serumoxytocinaseaktivitit vor.) Seren kénnen bei 0 bis 5° mindestens
48 Stdn. ohne nennenswerten Verlust an enzymatischer Wirksamkeit auf-
bewahrt werden.

Herstellung der Substratlosungen. Glycin-g-naphthylamid (0,01 m), 2,20 mg
je ml 0,012n HCL; pL-Alanin-f-naphthylamid (0,01 m), 2,36 mg unter Er-
wirmen in lL.ml 0,012n HCI gelost; L-Leucin-f-naphthylamid (0,01 m),
3,22 mg des Hydrochlorids je 1 ml 0,001 n HCl; v-Cystin-di-f-naphthylamid
{0,0055 m), 2,70 mg je ml 0,012 n HCI, unter schwachem Erwirmen in Lésung
gebracht; L-Cystein-f-naphthylamid (0,01 m), 3,11 mg des Hydrochlorids
Jje ml 0,00ln HCl; pi-Methionin-f-naphthylamid (0,01 m), 3,14 mg des
Hydrochlorids je ml 0,00ln HCL. — Da bei allen Bestimmungen (siche
unten) 0,25 ml Substratldsung mit 0,75 ml verd. Serums gemischt wurden,
betrug die Substratkonzentration wéhrend der Enzymreaktion nur 1/, der
oben angegebenen Konzentration der Substratlésungen. Eine Abénderung
dér hier angefithrten Substratmengen erfolgte bei dem durch die Abb. 4
dargestellten Versuch, dessen Ziel es war, die Abhingigkeit der Geschwindig-
keit-der Spaltung des Cystin-di-g-naphthylamids von dessen Konzentration
zu ermitteln.

Puffer. Zur Einstellung der gewiinschten pH-Werte wihrend der
enzymatischen Reaktion wurde stets 0,067 m Veronalpuffer (2 Teile Michaelis-
Puffer?® 4 1 Teil Wasser) verwendet. Bei den in Tabelle 1 zusammen-
gestellten Versuchen betrug das pH des Puffers 7,4; zur Verfolgung der
Konzentrationsverinderungen, die das Cystin-di-f-naphthylamid spaltende
Enzym wahrend der Schwangerschaft erfihrt, hat sich _jedoch ein pH des
.angewendeten Puffers. von 7,9 als giinstiger erwiesen. Da die Enzym-
substrate in verd. HCI geldst eingesetzt wurden, war der pH.- VVert der Mischun-
gen von Serum, Puffer und Substrat wahrend der Inkubation se]bstver«

26 T, Mzchaelw, J. Biol. Chem. 87; 33 (1930).
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standlich etwas niedriger als der des verwendeten Puffers. In der Abb. 2,
welche die pH-Abhéngigkeit der Spaltung des Cystin-di-naphthylamids
durch Schwangerenserum illustriert, wurden die mit der Glaselektrode be-
stimmten pH-Werte der Inkubationsmischungen und nicht die der ver-
wendeten Puffer eingezeichnet.

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt. Standardverfahren: 0,40 ml Serum
werden mit 0,60 ml Wasser und 2,00 ml Veronalpuffer verdiinnt. Von dieser
Mischung werden in 2 Roéhrchen je 0,75 ml pipettiert und mit je 0,25 ml
Substratlésung (sieche oben) versetzt. In das erste Rohrchen, welches zur
Bestimmung des Blindwertes dient, wird unmittelbar nach der Substrat-
zugabe zur Verhinderung der Enzymreaktion 1,00 ml einer 10%igen Trichlor-
essigsdurelosung pipettiert ; das zweite Réhrchen wird 2 Stdn. bei 37° inkubiert
und erst dann mit 1,00 ml Trichloressigsdure versetzt. Von nun an wird der
Inhalt der beiden Rdéhrchen wieder aunf gleiche Weise behandelt. Der aus-
geflockte Eiweilniederschlag wird abzentrifugiert. Zu 1,00 ml der klaren
iberstehenden Losung figt man zunéchst 9,0 mi einer Mischung von 2 Volum-
teilen 0,36 n HCI und 1 Volumteil Aceton (p. a., Merck). Die folgenden
Zugaben mussen unter Ausschlufl von Tageslicht (amn besten in einer Dunkel-
kammer unter Rotlichtbeleuchiung) erfoigen und nach jedem Zusatz muB
grundlich gemischt werden: 1,0 ml 0,1%ige NaNO, (zur Diazotierung des
B-Naphthylaming), ungefahr 3 Min. spéter 1,0 ml 0,59%ige Ammonsulfamat-
19sung (zur Zerstérung Uberschissigen Nitrits) und wieder ungefdhr 3 Min.
spater 1,0 ml einer 0,1%igen wafr. Loésung von N-(1-Naphthyl)-athylen-
diamin-di-hydrochlorid (Eastman Kodak). Nun 148t man bei 37° und eben-
falls im Dunkeln die Entwicklung des blauvioletten Farbstoffes vor sich
gehen. Die maximale Farbe ist nach 3 Stdn. erreicht und bleibt dann viele
Stdn. lang konstant. Die kolorimetrische Bestimmung wurde in unserem
Laboratorium mit eimem Beckman-Spekirophotometer in Kivetten mit
einer Schichtdicke von 1 cm und bei einer Wellenldnge von 565 mu vorge-
nommen. Aus den abgelesenen Extinktionen (Versuchswert minus Blindwert)
1468t sich mit Hilfe einer Eichkurve (Abb. 1) die Menge des durch die enzyma-
tische Reaktion freigesetzten Naphthylamins ermitteln. Bei Einhaltung
der oben angegebenen Serumverdimnung und Inkubationsdauer sind die
in Abb. 1l in pg B-Naphthylamin angefiihrten Abszissenwerte gleich der
Zahl der Milligramme p-Naphthylamin, die von 100 ml des Serums in 1 Std.
in Freiheit gesetzt werden®s.

Wird die Aminopeptidaseaktivitidt des Serums mit Glycin-g-naphthylamid
als Substrat bestimmt, so kann man dem eben beschriebenen Standard-
verfahren ohne weiteres folgen. Verwendet man hingegen die schneller
gespaltenen Naphthylamide des Alanins oder Leucins als Substrate, so ist
es angezeigt, entweder die Inkubationszeit von 2 Stdn. auf eine kirzere
Zeit oder die Serummenge im Inkubationsansatz auf !/, oder !/, herabzu-
setzen. Bedient man sich anderseits der langsamer hydrolysierten §-Naphthyl-
amide des Cystins, Cysteins und Methionins, so empfiehlt sich eine Ver-
lamgerung der Inkubationsdauer auf 4 Stdn. (vgl. Abb. 3), eventuell auch
eine Vermehrung der Serummenge in der mit Substrat versehenen Mischung
(vgl. Abb. 5) und allenfalls bei der Photometrie die Verwendung vorr
Kiivetten mit einer Schichtdicke von 10 cm. Soleche Abidnderungen des
Standardverfahrens miissen bei der Beniitzung der Bichkurve selbstversténd.-
lich beriicksichtigt werden.

Zur Aufstellung der Eichkurve (Abb. 1) werden f-Naphthylaminlosungen
bekannten Gehalts mit dem gleichen Volumen einer 109igen Trichloressig-
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sdure verdunnt. Von diesen Mischungen werden jeweils 1,00 cem entnommen
{die Zahl der ug f-Naphthylamin in 1 cem Mischung ist der Abszissenwert
der Eichkurve) und ebenso behandelt, wie es im Standardverfahren fiir 1 ccm
der nach Zusatz von Trichloressigsure zur Serum-Substrat-Mischung und
Zentrifugieren erhaltenen iberstehenden Flissigkeit beschrieben worden ist.

Herrn Prof. Dr. A. Lindner sind wir fiir Anregungen zu der vorliegenden
Arbeit und fir wertvolle Hilfe, Herrn Dr. 0. Hornykiewicz fir Oxytocin-
bestimmungen zu groflem Dank verpflichtet.

Die Elementaranalysen wurden von Herrn Doz. Dr. G. Kainz im Mikro-
analytischen Laboratorium des II. Chemischen Instituts ausgefithrt.

Fiir freundliche und grofiziigige Unterstiitzung danken wir der Firma
Sanabo, Wien.



