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Strukturanalyse von Polypeptidketten

Von M.BRENNER

Organisch-chemische Anstalt der Universitiit Busel

Die Vorstellung, welche man sich iiber den Bau von
EiwciBverbindungen macht, geht davon aus, daBl «-
Aminosiiuren die Fihigkeit besitzen, durch Polykon-
densation unter Austritt von Wasser Ketten zu hilden.
Solche Ketten — man nennt sic gewshnlich Polypep-
tide — stellen ihrerseits offensichtlich die Bauclemente
dar, aus denen durch Ausbildung von Querverbindun-
gen, Faltung und Assoziation Liwecimolekiile entste-

hen!. Die letzteren sind hochorganisierte, mehr oder we-
niger starre? Gebilde; es ist also jedem Atom im Mole-
kiil einc weitgehend bestimmte riumliche Lage zuge-
ordnct.

! Mit diesem Schema soll nur der Bauplan, nicht aber die in ihren
Grundziigen immer noch unbckunnte Fntstchungsweise (biologische
Synthese) der Proteine gezeichnet werden,

2 Vgl. 2. B, J.T.EvsaArr, Disc. J'araday Soc. 13, 19 (1953).



Chimia 7 - 1953 - September

NH,CII(R)COOIl + NI,CH(R)COOIH -+ ---rccerrvene + NIIL,CIT(R)COOII

n Aminosiiurcinolekiile
minus (n--1) 1,0

NH,CH(R)CO NHCH(R)CO - -+vevrerrrrerann

Polypeptid
| Faltung
v

Fiweill (n = ~ 100)
Abb. 1

Die Erforschung der Eiweiflstruktur steht somit vor
cinem stofllichen und cinem raumlichen Problem. Sic
muf} sich cinerseits mit der chemischen Struktur (Kon-
stitution) der Peptidketten und mit allfillig vorhandenen
Querverbindungen (Briicken) zwischen den Ketten be-
schiftigen. Auf der anderen Scite sind die Prinzipien
aufzufinden, welche dic Gestalt (Konstellation) der Ket-
ten, gegebenenfalls ihre gegenseitige Lage, und damit
die Lage der Einzelatome, bedingen. Es darf indessen
bei dicser schr praktischen und cinleuchtenden Zwei-
teilung nicht iiberschen werden, daB sic sich aus vein
mcthodischen Griinden ergeben hat: in Wirklichkeit be-
ruht natiirlich auch der raumliche Bau der Proteine auf
stoltlichen Gegebenheiten.

In jiingster Zeit sind nun sowohl von der struktur-
chemischen wie von der stercochemischen Seite her ge-
wichtige Fortschritte erzielt worden. Das vorlicgende
Referat beschriinkt sich auf einc Darstellung des struk-
turchemischen Problems. Zur Frage der Konstellation
von Peptidkotten sei auf die ausgezeichnete Diskussion
von M. F. PERUTZ verwicsen, dic neulich in den «An-
nual Reports on the Progress of Chemistry» erschicnen
ist®; es ist vor allem L. PAuLING, dem wir wichtigste
und schonste Ergebnisse auf jencin schwierigen Gebiet
verdanken.

Baustcinanalysc:
qualitative und quantitative Bestimmung der Amino-
siiurcn in Eiweiflhydrolysaten

Dic Zahl der in cinem Eiweifiinolekiil vorhandenen
Aminosiurercste ist schr grofl. Sic hetriigt schon bei
cinem Molckulargewicht von 10000, d. h. also bei klcinen
Molckiilen, hereits ungefihr 100. Es werden somit bei der
totalen Hydrolyse von einem Mol Eiweifl mindestens
100 Mol Aminoséaure in Ireiheit gesetzt. Diese 100 oder
mehr Mol kénnen sich in cinem praktisch bhelichigen
Verhiiltnis auf rund zwanzig verschicdenc Molckiilsorten
(dic bekannten a-Aminosiuren, vgl. Tab. 1) verteilen.

Es folgt daraus, daf} jedes Eiweilhydrolysat cin reich-
lich komplexes Gemisch darstellt. Da sich die verschice-
denen Aminosauren in ihren physikalisehen Eigenschaf-

3 Annu. Rep. Progr. Chem. 48, 362 (1951).

NIUICH (R)CO - NHCH (R)COON
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ten nur wenig voneinander unter-
scheiden, ist es nicht weiter crstaun-
lich, daB} dic qualitative und quanti-
tative Analyse von Eiweihydroly-
saten lange Zeit mit den grofiten
Schwierigkeiten verbunden war. Eine
allgemcine Lésung des Problems ist in
der Tat erst mit der Einfiihrung neuer
chromatographischer Methoden ge-
funden worden. So steht uns heute fiir
die qualitative Erfassung der Aminosduren die Papier-
chromatographic! und fir ihre quantitative Bestim-
mung das Verfahven von W. H. STrIN und S. MoORE®

Tab. 1. Name, abgekiirzter Name und Strukturformel
der wichtigsten a-Aminosiiuren

Ab-

Name gekiirater It in NH,CI (1) COOLL
Namc*
Glyein . . . . . [ Gly 11
Alanin . . . . .| Ala CH,
Valin. . . . . . [ Val CH (CILy),
Lencin . . . . .| Len CH,CH (CI1,),
Isoleucin . . . . [ lleu CH(CH,) (C¢Hy)
Mcthionin. . . . | Met CH,CH,SCII,
Cystcin . CySH | CH,SIT
Serin. . . . . .| Ser Cl,OH
Threonin . . . . | Thr CH(OH)CH,
Phenylalanin . . | Phe CH,CgH
Tyrosin. . . . .| Tyr CH,C,11,01
| Tryptophan . . . | Try CHBTTI \l
NN\
H
Lysin®* . . . . . ! Lys CH,CII,CH,CH,NH,
Arginin® . . . . [ Arg CH,CH,CH,NHC(==NH)(NH,)
Histidin® . . .- . | His CH,~C—N
W/
H
Asparaginsiiurc*® | Asp CH,(.OOH
Glutaminsiiure** Glu CH,CH,COOH
- S ! _
Strukturformel
Prolin . . . . .| Pro | )*COOH
N
no, M
Ilydroxyprolin. Hypro' I\N/l—COOH
11

.o

* basische Aminosiure sourc Aminosifure

1 Vgl. das Referat von P. v. Taver, Chimia 5, 256 (1951).

5 Zusammenfussung in Cold Spring Ilarhour Symposia on Quan-
titative Biology 14, 179 (1950); val. auch die kurze Darstellung von
IR. S1cXER in Chimia 5, 247 (1951).

¢ I.Buanp und J. T. Epsarr, Annu. Rev. Biochem. 16, 224 (1947).



200

(Chromatographic an Ionenaustauschern) zur Verfiigung.
Uber dic friiher angewandten (uantitativen Mcthoden,
deren Verwendung auch heute noch da und dort ange-
zeigt ist, orientiert cince zusammenfassende Darstellung
in den «Annals of the New York Academy of Sciences»?.

Nachweis und Bestimmung der endstiindigen
Aminosiuren in Polypeptiden und Eiweiimolekiilen

Betrachtet man cine Polypeptidkette von belichiger
Lange und Gestalt (Abb. 1), so fillt sofort auf, daf} sie
zwei Stellen aufiveist, die sich vom Rest der Kette unter-
scheiden. Diese Stellen sind die Enden der Kette. Das

NH,CIT(R)CO ~NHCII(R)CO - - - -
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weiter unten beschriebenen Untersuchung von kleinen
Peptiden zu cignen. Eine Ausnahme macht die SANGER-
sche DNP-Technik®: Fluor-dinitro-henzol reagiert in bi-
carbonatalkalischer Losung mit den freien Aminogrup-
pen von Peptiden und Proteinen unter Bildung von
Dinitrophenyl- Derivaten (DNP-Pcptide, DNP-Prote-
inc). Werden diese ciner totalen Hydrolyse unterworfen,
so erhalt man cin Gemisch von N-Dinitrophenyl-Amino-
sauren und freien Aminosiuren. Erstere stammen von
den Amino-Enden, letztere vom Rest der urspriinglich
vorhandenen Peptidketten ab. Das nachstehende Formel-
schema soll dies verdeutlichen.

———————————— NHCH (R)CO--NHCH (R)COOH

Peptidkette aus n Aminosiiurercsten

/O,

O,N—\//\i\> NIHCH (R)CO—NIHCH(R)CO ~- -~~~

\ .NO,
| oN—-& §—F

|
v

--------- NHCH (R)CO—NHCH (R)COOIH

DNP - Peptid

NO,
0,N"< §NHC"(R)COOH +
DNP-Aminogiiure

cinc Ende trigt eine a-Aminogruppe. Man spricht des-
halb vom Amino-Ende der Kette und bezeichnet den

zugchorigen Aminosiiurerest NH,CH(R)CO- als den N- -

cndstindigen Aminosiiurerest. Am anderen Fnde der
Kette belindet sich eine a-Carboxygruppe; man spricht
vom Carboxyl-Ende und nennt den entsprechenden
Aminosiurerest -NHCII(R)COOH den C-endstindigen
Aminosiiurerest. Da sich innerhalb ciner unverzweigten
Kette - ¢s fehlen bisher schliissige Hinweise auf ein ver-
breitetes Vorkommen verzweigter Peptidketten - keine
weiteren Reste mit «-Amino- oder u-Carboxygruppen
befinden, war es naheliegend, Mecthoden zur Identifi-
zierung der durch ihre besondere Reaktionsfihigkeit aus-
gezeichneten endstindigen Kettenglieder zu entwickeln.
Sofern dic Faltung heim Ubergang ciner Kette ins Ei-
weiflmolekiil keine Abschirmung der Enden zur Folge
hatte (Abh. 1), durfte man erwarten, daf solche Mctho-
den sich auch zur Untersuchung von Fiwcillstoffen cig-
nen wiirden.

Nachweis des N-endstindigen Aminosdurerestes

Is sind verschiedene Verfahren zum Nachweis von
N-endstindigen Aminosaureresten entwickelt worden.
Dic meisten unter ihnen scheinen sich aber eher zu der

? Ann. Acad. Sei. (New York) XLFI1, 57--239 (1946); zur Pipsyl-
Mcthode vgl. A.S. KgsTon ct al., Amer. Chem. Soc. 68, 1390 (1946),
69, 3151 (1947), 71, 249 (1949), 72, 748 (1950); Cold Spring Harbour
Symposia on Quuntitative Biology 14, 92 (1919).

totale Hydrolyse

(n-1) freic Aminosidurcmolekiile®

Die DNP-Aminosiuren kénnen durch Extraktion mit
organischen Lésungsmitteln von den freien Aminosiiuren
abgetrennt werden. Licgt ein Gemisch von verschiedenen
DNP-Aminosiuren vor, was z. B. vorkommt, wenn cin
Eiweiflmolckiill aus mchreren verschiedenen Peptid-
ketten besteht, so wird zur Trennung und Identifizierung
chromatographiert1°. Die gelbe Farbe der DNP-Amino-
siuren gestattet schliefllich einc colorimetrische Ermitt-
lung der Ausbeute, so dafl dic Mcthode auch zur quanti-
tativen Bestimmung der N-endstandigen Aminosiuren
dient; dic crreichbare Genauigkeit von 10-15 % geniigt
meistens zur Entscheidung, ob ¢in bestimmter Amino-
sdurcrest in cinem Mol des analysicrten Proteins ein-,
zwei- oder mnchrmals als Kettenende auftritt. Man kann
also mit der SANGERschen Mecthode nicht nur die N-end-
stindigen Aminosiuren feststellen, sondern auch einen
Hinweis auf die Zahl der in cinem Eiweifl vorhandenen
Peptidketten gewinnen (vgl. Tab. 2).

8 I, SANGER, Biochem. J. 39, 507 (1945).

? Nicht-N-cndstiindiges Lysin, Tyrogin und Histidin werden un
der g-Aminogruppe, am phenolischen Sauerstoff und im Imidazol-
kern durch die DNP-Gruppe substituicrt. Dicse DNP-Derivate kann
man schematisch zu den freien Aminosiiuren ziéhlen, da sic bnmer
noch dic mmaBgchendc zwittcrionische Gruppicrung *NI[,CHCOO™
enthalten.

10 Literatur bei IY. SANGER, Ady. Prot. Chem. 7, 6 (1952): vgl.
ferner S. Br.ackouRn und A. G, Lowtuen, Biochem. J. 48,126 (1951);
G. BisErTE und R, OsTeEAUX, Bull. Soc. Chim, Biol. 33, 50 (1951).
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Reihenfolge der Aminosduren im Inneren
ciner Peptidkette

Nachdem cinmal Wege gefunden waren, dic es ge-
stattcten, die endstiandigen Kettenglieder zu identifi-
zicren, stellte sich dic Frage nach cinem Vordringen in
das Inncre der Kette.

Es gibt drci verschicdene Moglichkeiten, die im Prin-
zip einen Erfolg crwarten lassen:

a) Schrittweiser Abbau von cinem Kettenende her, z. B.
nach dem Carboxypeptidasc-Schema.

b) Entzweibrechen der Kette, Trennen der Bruchstiicke,
Bestimmung der Bruchstiicks-Endgruppen, weiteres
Entzweibrechen, Trennen usw. bis hinab zur Stufe
der Aminosiuren. Rekonstruktion der Kette anhand
des Abbauschemas.

¢) Dirckte particlle Hydrolyse bis zur Stufe von kleinen
und mittleren Bruchstiicken, Isolicrung und Identi-
fizicrung ciner méglichst groen Anzahl individueller
Peptide und Rekonstruktion der Kette durch Kom-
bination der Resultate.

Aus praktischen Griinden fallen a und b vorliufig auBer
Betracht. Das Ergebnis eines schrittweisen Abbaues nach
a unter der Einwirkung cines Fermentes wird bei fort-
schreitender Reaktion immer schwicriger zu interpre-
ticren; chemische Methoden fiir cinen schrittweisen Ab-
bauam Kettenende existicren zwar chenfalls (vgl. unten),
funktionicren aber nicht so exakt, wic es cine oftmalige
Wicderholung des Prozesses erheischen wiirde. Methode
b ist vorliiufig undurchfiihrhar, weil die Reagenzien feh-
len, welche cinen spezifischen Angriff auf cine einzige
Peptidhindung in ciner gegebenen Kette gestatten; cin
weiteres Problem von nicht zu unterschitzender Schwie-
rigkeit bictet diec saubere Trennung der Spaltproduketc,
und zwar inshesondere dic Reindarstellung der hsheren
Peptide.

Iis bleibt also bis aut weiteres nur dic auf den ersten
Blick am kompliziertesten erscheinende Mcthode ¢ iibrig.
Die Voraussetzungen fiir ihre Anwendung (Variations-
maglichkeit im Hydrolysicrverfahren zur Erzielung még-
lichst verschicdenartiger Partialhydrolysate, hrauchbare
Technik zur Isolierung und zuverliissige Technik zur
Identifizierung der Peptide) sind weitgehend erfiillt.

Partielle Hydrolyse: Verfahren und Frgebnisse

Peptidbindungen lassen sich unter dem katalytischen
EinfluBl von Saurcn, Basen oder Fermenten hydrolytisch
offnen. Dic saure und die alkalische Hydrolyse sind nicht
ganz, aber doch weitgchend unspezifisch. Bei der Ver-
wendung cines Fermnentes dagegen werden gewisse Stel-
len in der Kette spezifisch, d. h. deutlich bevorzugt an-
gegriffen, Der fermentative Proze licfert deshalb bei
gleichem Spaltungsgrad (Verhiltnis der Anzahl gespal-
tener Peptidbindungen zur Anzahl der Peptidbindungen
vor der Spaltung) cin weniger komplexes Hydrolyse-
gemisch als der saure oder alkalische Abbau (vgl. dazu
die untenstchende Diskussion iiber dic unspezifische
saure Hydrolyse). Diecsem Vorteil steht der Nachteil
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gegeniiber, daB dic Wirkung von Fermenten sich nicht
unbedingt auf dic Hydrolyse beschriinkt. Man weiB, da
Fermente manchmal cinen Umbau von Spaltstiicken
herbeifiihren, indem das Offnen einer bhestehenden Bin-
dung vom Schlieficn ciner neuen Bindung begleitet scin
kann (enzymatische Synthese). Die Bildung solcher
Kunstprodukte ist, sclhst wenn ihre Auswirkung nicht
iiberschitzt werden darf, unerwiinscht 2!, Um Unsicher-
heiten auszuschlieicn, wird deshalh das Ergcebnis cines
fermentativen Abbaues am besten mit den Resultaten
anderer Hydrolysierverfahren verglichen. Der Vergleich
zwischen den LErgebnissen verschiedener Hydrolysicr-
techniken (z. B. alkalische, saure, enzymatische Hydro-
lysc) ist auch sonst schr niitzlich: Bindungen, dic im
cinen System gespalten werden, kénnen in einem anderen
intakt bleiben. Es wird dadurch eventucll méglich, Be-
zichungen zwischen Bruchstiicken aufzufinden, dic bei -
Betrachtung eines cinzigen Systems nicht crkennbar
sind.

Auch dic Verwendung von Alkali weist gewisse Nach-
teile auf. Man muBl damit rechnen, daf3 gewissc Amino-
sdurcreste, wic ctwa jene der Oxyaminosiiuren, sclbst
unter milden Bedingungen zerstort werden. Abgeschen
davon kann dic in alkalischem Milicu innerhalb der
Peptidketten auftretende Racemisierung zu Komplika-
tionen fiihren., '

Der Abbau in saurer Losung zcigt weniger Neben-
erscheinungen, ist aber wic gesagt relativ unspezifisch.
Es sind zwar Gruppierungen gefunden worden, die ver-
héltnismaBig labil sind. Danchen kennt man andere, dic
sich durch gewissc Stabilitit auszeichnen. Interessant
ist auch, dal dic Angriffsweisc der Salzsiure von der
Konzentration abhiingt. All dies sind Anzeichen ciner
gewissen Spezifitit, Thre Beriicksichtigung ist aber so
schwicrig, daBl man sich hei rein statistischer Betrach-
tung des Hydrolyseprozesses ohne Zweifel ein zuverlis-
sigeres Bild iiber die Verhaltnisse im Reaktionsgemisch
machen kann. Da nun eine gewisse Vorstellung iiber den
Verlauf der Hydrolyse die Grundlage fiir das Verstind-
nis der Methode ¢ (vgl. oben) bildet, soll im folgenden
kurz darauf eingetreten werden.

Ein Peptid wird bei gegebener Siurckonzentration
und ohne Beriicksichtigung irgendwelcher Spezifitit
durch cin Wassermolckiil um so schneller angegriffen
und aufgespalten, je groBer scine molare Konzentration
und je gréBer dic Zahl der im Molekiil vorhandenen
angreifbaren Stellen (Peptidbindungen) ist; auBerdem
kann der Angriff - wenn wir dic Spezifitat wicderum
vernachldssigen — an jeder cinzelnen Peptidbindung mit
der gleichen Wahrscheinlichkeit crfolgen. Daraus folgt,
daBl der groBte Teil cines Polypeptids im ersten Sta-
dium  der Hydrolyse sehr rasch in alle méglichen
priméren Spaltstiicke zerfallt und daB diese Spalt-
stiicke, die zuniichst in verglcichbaren Konzentrationen

2t Gewissc Umlogerungen sind auch bei saurer Hydrolyse nicht
absolut ausgeschlossen. Vgl 2. B. F.SancEn und 1,0, P, Tiomeson,
Biochim. Biophyx, Acta 9, 225 (1952),
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vorlicgen, wm so schncller weitergespalten werden, je
grofler sic sind. In kiirzester Zeit wird ecin Zustand er-
reicht, der dadurch gekennzeichnet ist, daf3 siamtliche
Produkte, dic sich iiberhaupt aus dem Polypeptid bilden
konnen, in grofitenteils schr kleinen, aber doch endlichen
Konzentrationen nebencinander vorhanden sind. Be-
stand das urspriinglich der Hydrolyse unterworfene
Polypeptid aus n Aminosiureresten, so enthilt das
Reaktionsgemisch nunmehr n Aminosiure-Sorten (jede
«Sorte» entspricht hier einer Stellung in der Kette) +
(n-1) Dipeptid-Sorten 4 (n-2) Tripeptid-Sorten +
(n=3) Tetrapeptid-Sorten usw. (total n Aminosiure-
Sorten —{-'12‘ (n-+1) Peptid-Sorten). Auch wenn cinige

Sorten unter sich identisch sind, was um so cher zu-
trifft, je cinfacher die Sorte ist (dic Einfachheit nimmt
in der Reihenfolge Aminosiure, Dipeptid, Tripeptid
usw. ab), ergibt sich immer noch cine schr grofie Zahl
gleichzeitig anwesender individueller Molckiilarten. Die-
ses Gemisch kann hei fortschreitender Hydrolyse nicht
mchr komplizierter, sondern nur noch cinfacher werden,
indem zuerst die Konzentrationen der hoheren, dann
dicjenigen der mittleren und zuletzt jene der kleinen
Peptide die analytische Erfassungsgrenze unterschrei-
ten. Was am Schlufl zuriickbleibt, ist ein Aminosiure-
gemisch (totale Hydrolyse). In bezug auf jedes auf-
tretende Peptid ist zu sagen, dafl scine Konzentration
im Laufe der Hydrolyse von Null auf e¢in Maximum
ansteigen und nachher wieder auf Null absinken wird.
Dic groflerc Bestiindigkeit der kleinen Peptide lifit nun
zweicerlei erwarten: 1. Das crrcichbare Konzentrations-
maximum liegt bei den kleinen Peptiden hioher als bei
den grofien Peptiden. 2. Dic kleinen Peptide crreichen
ihr Konzentrationsmaximum spiter als dic grof3en Pep-
tide. Da schlieBlich dic Isolierung eines Stoffes wm so
leichter fillt, je hoher scine Konzentration und je kleiner
dic Zahl der Begleitsubstanzen ist, ergibt cs sich, daf}
dic Aufarbeitung der Di-, Tri-, Tetra- und Penta-Peptide
am mcisten Erfolgsaussichten bietet, und die Hydrolyse
so lange fortgesetzt werden mufl, bis diesc Gruppe un-
gefihr ihr Konzentrationsmaximum errcicht hat.

Aufarbeitung von Partialhydrolysaten: Auftrennung der
kleinen Peptide

1is bediirfte cines Spezialreferates, win dic ‘Technik der
Peptidtrennung im cinzelnen zu heschreiben. Im vor-
licgenden Rahmen kénnen nur cinige Andeutungen ge-
macht werden. Genau wie cs saure, ncutrale und ba-
sische Aminosiiuren (Tab. 1) gibt, so gibt c¢s auch, nach
Mafigabe der im Molekiil vorhandenen Carboxyl-, Amino-,
Imino-, Imidazol- und Guanidinogruppen, saure, neu-
trale und basische Peptide. Die drei Gruppen unter-
scheiden sich je nach dem pH-Wert mchr oder weniger
durch ihre clektrische Ladung. Dies ermiglicht cine
Gruppentrennung  durch Elcktrophorese (auf dicsem
Anwendungsgebict manchmal Ionophorese genannt)
oder Adsorption an Ioncnaustauschern. Die Trennung
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innerhalb der Gruppen erfolgt durch Gegenstromvertei-
lung, Adsorption (Kohle), Verteilungschromatographic
(Cellulose, Ioncnaustauscher) oder, im analytischen
MaBstalb, durch Papicrchromatographiec. Nach eciner
Angabe von SANGER kann man damit rechnen, dal} Ge-
mische von ungefahr 100 Peptiden mit dicsen Verfahren
gerade noch cinigermafien trennbar sind. Diese Be-
schrinkung zeigt deutlich, wie wichtig es ist, durch
geniigenden oder spezifischen Abbau das Arbeiten mit
allzu komplexen Hydrolysaten zu vermeiden.

Identifizierung der kleinen Peptide

Bei der grofen Mannigfaltigkeit der vorkommenden
Hydrolyseprodukte und den geringen verfiigharen Sub-
stanzmengen ist es im allgemeinen nicht maoglich, cin
isolicrtes Peptid durch dirckten Vergleich mit synthe-
tischem Material zu identifizieren. Man ist hier darauf
angewiesen, diec Zahl und Reihenfolge der Aminosituren
durch Abbau festzulegen.

Totale Hydrolyse cines isolierten Produktes und an-
schlicBende Papierchromatographic orientiert iiber dic
Zahl und die Art der vorhandenen Aminosauren. Zu-
siitzliche Bestimmung der N- und C-endstindigen Amino-
siurereste gibt bei Di- und ‘Iripeptiden sofort die voll-
stiindige Konstitution. Tetra- und hohere Peptide wer-
den entweder schrittweise abgebaut (vgl. unten) oder
nach Bestimmung der Endgruppen particll verseift, dic
resultierenden Di- und Tripeptide abgetrennt und ihrer-
scits weiter analysiert. Dic Konstitution des urspriing-
lichen Peptids kann dann gewohnlich anhand einer Be-
trachtung der Spaltstiicke rekonstruiert werden. Gibt
z. B. dic Papierchromatographic cines Totalhydrolysats
das Vorliegen von zwei Molckiilen der Aminosiure A und
je cinem Molckiil der Aminosiuren B, C und D, dic End-
gruppenbestimmung am intakten Peptid fiir das Amino-
Ende den Rest A und fiir das Carboxyl-Ende den Rest
D, und werden auerdem im Partialhydrolysat u. a. die
Peptide ABC, CA und AD gefunden, so mufl urspriing-
lich cin Pentapcptid der Konstitution ABCAD vor-
gelegen haben. Das gleiche Verfahren dient auch zur
Rekonstruktion groficrer Ketten (vgl. unten). Das Pro-
blem kann eventuell erleichtert werden, indem nicht
das freic Peptid, sondern scin DNP-Derivat ciner par-
ticllen Hydrolyse unterworfen wird; man trachtet dann
danach, nicht nur dic DNP-Aminosiure, sondern wo-
moglich auch DNP-Peptide zu isolieren und so etwas
mchr iiber das Amino-Ende der Kctte zu erfahren.

Aufler der DNP-Technik sind hier noch zwei weitere
Maoglichkeiten zur Bestimmung des N-endstiindigen
Aminosiiurerestes zu erwiihnen: die NOCI-Methode von
R.ConsnEN, A.H.Gorvorx und A.J.P.MARTIN?? und
das Verfahren von R. E. Bownman2 hzw. V.M. INGRAMZ,
Beide sind als Mikroverfahren ausgestaltet worden. Sie
beruhen auf folgenden Umsetzungen: ‘

22 Biochem. J. 41, 590 (1947).
23 f. Chem. Soc. 1950, 1349.
2 Nature 166, 1038 (1950).
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~S-8- -Briicken)

7. Verfahren von R. A.BoissonAs2: Phe - ‘ """"""" | Ala
(dic beiden Ketten mit
S S len endstindigen Ami
R p— - l l' [¢ -
CONH—-CIH(R) -COOHl é gl fisuiin nosiinreresten und den
| |

Elcktro]ysg»
in CH,OH

(anodische Oxydation)

-++=CONH~—CH(B)—OCH, + CO,

HC}
mild

v

erncute Elcktrolyse usw,

L* +++—COOMH + RCHO + NIi, + CII,0l

cnergisch

. HCl

Aminosiiurcgemisch

Papierchromatogramm

C-endstiindige Aminosiiure fchlt,
tibrige vorhandcn

Dic Sancersche Analyse des Insulins

F. SANGER hat unter Beizichung der diskuticrten Me-
thodik als erster den Versuch unternommen, die Amino-
sidurcreihenfolge in cinem Eiweilkorper aufzukliren. Ex
withlte hicrzu das Insulin, das in sciner Eigenschaft aly
Hormon cin hesonderes Interesse bictet und sich durch
cin verhiltnismiBig niedriges Molekulargewicht (12000
bzw. 6000%?) auszeichnet. Wic aus Tab. 2 ersichtlich ist,
enthilt das Molekiil, wenn als Molgewicht der Wert 6000
angenommen wird, zwei N-endstiindige Aminosiurcreste
und damit offenbar zwei verschicden gebaute Polypeptid-
ketten. Nun ist im vorhergehenden itherall vorausgesctzt
worden, daf} nur cine cinzige, in reiner Form vorliegende
Kette zu analysieren sei. Man muf} sich absolute Rechen-
schaft dariiber geben, dafl dic Moglichkeit ciner Konsti-
tutionsermittlung mit dieser Konzcption steht und fiillt,
In cinem Fall, wie er heim Insulin gegeben ist, hangt so-
mit alles davon ab, ob das Molckiil in scine beiden Grund-
ketten aufgetrennt werden kann. Dies ist SANGER tat-
siichlich gelungen. Die Disulfidbriicken, welche dic zwei
Ketten des Insulins mitcinander verbinden, sind oxy-
dativ sprengbar, und die Spaltstiicke konnen in verhilt-
nismiflig reiner Form gefat werden. Der chemische
Yorgang ist nachstchend schematisch dargestellt:

2 Beachte bei den Verfohren 1 bis § das stets wicderkchrende,
gleichbleibende Prinzip: Einfiihrung eincs geeigneten Substituenten,
dann Angriff auf dic benachbarte Peptidbindung durch Ausniitzung
der Bildungstendenz von S- und 6-Ringen.

¥ Acta Chem. Scand. 4, 283 (1950).

27 J. Chem. Soc. 1952, 2076.

8 Vgl. S. Lronis, Bull. Soc. Chim. Belgique 61, 524, 595 (1952).

2 Amer. Chem. Soc. 74, 1110 (1952).

30 toe. cit.

3 Biochem. J. 52, iv (1952).

3 Helv. Chim. Acta 35, 2226 (1952).

B Vgl. FuBnote in Tab. 2.

Gly -~ wooo o b o Asp (<NHM

Perameisensiiure

+
Phe --oooeeieeeeen | ................. ( ................ Aln (l’hcnylnlnuinkct!c)
SO, 1r SQ,lI
«oxydiertes» Insulin
SOH SO,
Gly: - eevermmesionens s e Asp (-NI1})  (Glycinkette)

Der Schwefel der Disulfidbriicken gehort zu Cystin-
halbresten?®, dic in den Ketten stchen, Nach der Per-
ameisensiiure-Oxydation liegen diese siimtlich in Form
von Cysteinsidureresten vor. Dies ist nicht etwa ein Nach-
teil, sondern ein Vorteil fiir dic weitere Verarbeitung:
Cysteinsiure (Symbol CySO,H) ist zuniichst cinmal viel
weniger empfindlich als Cystein. AuBlerdem bewirkt ihr
stark saurer Charakter, dal} Peptide, welche den Cystein-
siurerest cnthalten, hesonders leicht zu erkennen und
aus Partialhydrolysaten abzutrennen sind.

Tab. 3, die ciner Ubersichtsarbeit von F. SANGER " ¢nt-
nommen ist, zeigt, was fiir Peptide aus Partialhydrolysa-
ten der Phenylalaninkette isoliert worden sind und wic
daraus der Bau dieser Kette rekonstruicrt werden konnte.

Fiir dic Reihenfolge in dex Glycinkette geben I'. SANGER
und E.O.P.Tuomprson?? folgende Formel an: Gly. Tleu.
Val. Glu. (CyS-). Ala. Ser. Val. (CyS-). Ser. Leu. Tyr.
Glu. Leu. Glu. Asp. Tyr. (CyS-). Asp (-NH,).

Was noch fehlt, ist cine exakte Angabe iiber die Stel-
lung von fiinf Amidgruppen, die auBler derjenigen am
C-endstiindigen Asparaginsiiurcrest nachweishar sind;
nach A.C.CuisNaALL und M, W, REEs? verteilen sie sich
auf drei Glutamyl- und zwei Asparagylreste. Unbekannt
ist ferner, welche Cystinhalbreste an den Briickenbin-
dungen betceiligt sind. Verglichen mit dem Erreichten,
sind dies indessen Kleinigkeiten. Eine Vorstellung iiber
dic Bedcutung des crziclten Fortschrittes kann man sich
am besten machen, wenn man bedenkt, daBl Arbeiten
iiber dic Konstitution von Eiwcilverbindungen noch vor
wenigen Jahren als undurchfithrbar hetrachtet wurden.

Dic SAnGERschen Arbeiten und SchluBifolgerungen
sind natiirlich auch ciner gewissen Kritik hegegnet. So
schafft namentlich dic Maglichkeit der Bildung veon
Kunstprodukten, dic bei particllen Hydrolysen nie ganz
ausgeschlossen ist, da und dort ein gewisses Unbehagen.
SANGER begegnet rolchen Linwinden damit, dal Kunst-
produkte unter den isolierten Substanzen eine wider-

' Dus Symbol Asp (-NH,) bezcichnet den Rest des Asparagins
(= B-Amid der Aspuraginsiure).

% Die Sulfhydrylverbindung Cystein wird schon durch Luftsauer-
stofl zum Disulfid Cystin dchydricrt. Symbol des Cysteinrestes CySIH,
dex Cystinrestes (CyS-),, des Cystinhalbrestes (CyS-),

3 Adv. Prot. Chem, 7, 56 (1952).

3 Biochem. J. 52, iii (1952), 53, 353, 366 (1953).

% Biochem. J. 52, iii (1952).
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Tah. 3. Phenylalaninkctic des Insulins: Identibzierte Spaltprodukte und Rekonstruktion der Kette

Dipepride wus wunren | Phe.Val Gin. 1lis CySO,H.Cly His. Len Clie. Aln CySO,N.Gly Arg.Gly Lys. Al
uad alkalischen My- | Val. Asp His. Lew Len.Val Alu. Len Leu.Val Cly.Clu Gly. Phe The. Peo
drolysaten Asp.Glu Len. CySO, M Ser. 1his Vul.Clu Val. CySO, i Gl Arg
Tripeptide nux snuren | Phe.Vul. Asp Leu. CySO, 11 Gly Val. Clu. Aln Tye. Len.Val Gly. Glu. Arg Pro Lys. Alu
nod alkaligehen 1ly- Glu. Mis. Leu Ser. iy Len Vul.CySO,H Cly
dralysaten Vaul. Asp. Glu Leu. Val.Clu Lew.Vol. CySO,H
Tlis. Leu. CySO, 11 Ala. LenTye
Hahere Peprile aus | Phe.Val. Asp. Glu See. Nis. Leu.Val Tye. Leu.Val. CySO,H The. Pro. Lys. Aln
saueen und alkalischen | Ifis. Lew. CySO,H.Gly Lew.Val. Clu. Ala Len.Val. CyS0,11.Gly
Hydralysnten Phe.Val. Asp. Glu. His Ser. His. Len.Val, Clu
[ Clu. Hiw. en. CySO, 1 ia. Len.Vul. Glu
Ser. Hiv. Leu.Val. Glu. Aln
Aul obigen Resultne | Phe Val. Asp. Glu. Mis. Len. CySO,11.Cly Tyr. Leu.Vul. CySO,H .Cly Thr Pro.Lyx Al
ten busicrende ‘Teil- Ser. Hin. Leaw.Val. Glu. Aln Gly Glu. Arg. Gly
rckonstruktion
Peptide aus pepti- Phe.Val. Asp. Glu. His. Leu. CySO,H.Gly. Sce. His. Len Leu.Val. CySO,l{.Cly.Glu. Arg. Gly. Phe Tyr. The. Pro.Lys. Mo
schem llydealysat Vul.Glu. Ala. Leu
His. Lew. CySO,H Gly. Ser. His. Len
Pepride ans chyma- | Phe. Val. Asp. Glu. His. Len. CySO,H.Gly. Ser. His. Leu.Vul.Glu Aln. Lea Tyr Tyr. The. Pro. Lys. Ala
teyprischem Hydeo- | Lew.Val. CySO,H.Cly. Clu. Arg. Gly. Phe. Phe
lysat
Peptide nus tryp- Cly. Phc Phe Tye. The.Pra. Lys. Ala
tischem Hydralyant
Auf dem Gesanntre: | Phe.Vul. Asp. Glu. His. Leu.(CyS—). Cly. Ser. His. Leu.Val. Clu. Alu Leu Tyr. Leu.Vul.(CyS—). Gly. Glu. Arg.Gly. Phc. Phe. Tye. The Pro. Lys. Ala

sultat basicrende Ge-
samtvekonstruktion
der Phenylalaninkette ‘

spruchslose Linordnung aller Resultate wahrscheinlich
verunmaglicht hatten. Die in Tah. 3 dargestellte An-
ordnung ist nun aber nicht nur frei von Widerspriichen,
sondern iiherdics die cinzige, dic iiherhaupt maéglich ist.
SANCER glaubt daher, daf3 seine rekonstruierten Ketten
tatsachlich dem Bauplan des Insulins entsprechen. Erst
dic Zukunft wird in dieser Hinsicht vollige Klarheit
schaffen konnen.

Es hat mancherorts enttiuscht, dafl sich dic hiolo-
gische Aktivitat des Insulins in dem jetzt vorliegenden
Bauplan iiberhaupt nicht «bhemerkhar» macht. Man
hiitte gern wenigstens die Andeutung ciner Periodizitat
oder ctwas Ahnliches geschen, hat aber nichts Derartiges
crkennen konnen. So kommt hier erstmals greifbar zum
Ausdruck, daBl die Figenschaften eines Proteinmolekiils -
ahnlich den Eigenschaften cines Kristalles — wohl erst
durch den riitumlichen Verband zustande kommen, in
dem die Einzelteilchen stchen.

Schluthemerkung

Das vorlicgende Referat soll cinen Uberhlick iiher den
gegenwartigen Stand der Analyse von Eiweillverhindun-
gen vermitteln. Es ist der Versuch gemacht warden, die
ungeheuren Fartschritte der Ictzten Jahre aufzuzeigen.
Diese Fortschritte diirfen aber nicht dariiber hinweg-
tiauschen, dafl wir immer noch tief in den Anfingen
stecken. Was beim Insulin méglich war, ist nicht nur
der Geschicklichkeit und dem Fleil dee Chemiker, son-
dern auch dem Umstand zu verdanken, dafB3 Insulin mit
scinen heiden trennharen Ketten von «nur» 30 und 21
Resten cin hesonders einfaches Molcekiil hesitzt. Andere
Protcine mit 300 und mehr Aminosiureresten lassen
groBlere Schwierigkciten erwarten. Es braucht voraus-
sichtlich einc weitere Verbesserung der Technik, um auch
gic zu iiberwinden. Der Anfang ist jedoch gemacht, und
das ist hier die Hauptsache.





