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Die Verwendung enzymatischer Reaktionen 
für die Reinheitsprüfung und Strukturaufklärung von Peptiden und Proteinen1*

* Verwendete Abkürzungen: Carboxypeptidase = Cb; Leucin­
aminopeptidase = LAP; Dinitrophenyl- = DNP-, abgekürzte 
Schreibweise für die Aminosäuren siehe E. Brand und J.T. Edsall, 
Annu. Rev. Biochem. 16 (1947) 224.
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Seit der grundlegenden Insulinarbeit von Sanger vor 
zehn Jahren spielen die proteolytischen Fermente eine 
entscheidende Rolle bei der Strukturaufklärung von 
Peptiden und Proteinen2. Mit ihrer Hilfe gelingt es näm­
lich, die Polypeptide sehr spezifisch und schonend in 
definierte Peptidfragmente verschiedener Größe zu zer­
legen. Dadurch ist auch eine Möglichkeit gegeben, an 
größere Peptide und sogar an Proteine analytisch heran­
zugehen. Von den Proteasen (Endopeptidasen) - ver­
schiedene sind jetzt in ziemlich reinem Zustand zugäng­
lich — sind hauptsächlich Trypsin, Chymotrpysin und 
Pepsin verwendet worden. Daneben haben sich auch 
Subtilisin3’4’43, Papain5’6, Schimmelprotease (Asper­
gillus oryzae)^'7 bewährt. Vermutlich wird die Zahl der 
für analytische Zwecke verwendbaren Enzyme entspre­
chend ihrer Reindarstellung weiter anwachsen (z.B. die 
intracellulären Fermente wie die Kathepsine8’ 9,die Pflan­
zenproteasen10, die Bakterienproteasen11 oder auch die 
Schlangengifte12,13). Sehr vielversprechend sind z. B.

auch solche, die eine hohe Spezifität besitzen, etwa 
Thrombin14, Fibrinolysin (Plasmin)15’9, Renin16 und 
Kallikrein17’18. Daneben erwiesen sich von den Pepti­
dasen Carboxypeptidase und Leucinamino-peptidase als 
sehr geeignet zur Ermittlung der endständigen Amino­
säuren und zur Bestimmung der optischen Konfiguration 
der Aminosäurereste. Auch mit D- und L-Aminosäure- 
oxydase18 konnten die l- oder D-Formen der Amino­
säuren festgelegt werden. Schließlich wurden die Prote­
asen sowie Cb und LAP auch bei synthetischen Peptiden 
zur Lösung verschiedener Probleme eingesetzt.

Anwendung der Enzyme

Strukturaufklärung von Peptiden und Proteinen

Die Verwendung der Proteasen und Peptidasen — ich 
möchte mich im Rahmen dieser Übersicht nur auf Tryp­
sin, Chymotrypsin, Pepsin, Cb und LAP beschränken - 
ist im Prinzip in dem Schema Abb. 1 wiedergegeben. 
Man geht meistens so vor, daß man nach Bestimmung 
der Endgruppen mit Carboxypeptidase und Leucin­
aminopeptidase oder auch anderer chemischer Reak­
tionen in parallelen Versuchen mit Trypsin, Chymotryp­
sin und Pepsin hydrolysiert, das Peptidgemisch frak­
tioniert und bei genügend kleinen Peptidbruchstücken 
deren Sequenz bestimmt. Größere Peptide müssen durch 
eine zweite Partialhydrolyse weiter zerlegt werden. Aus 
den Bruchstücken wird dann in geeigneter Weise die 
Gesamtsequenz abgeleitet. Polypeptide und Proteine 
mit Disulfidbrücken werden meist erst nach Oxydation 
mit Perameisensäure (Insulin19, Ribonucléase A20) ab­
gebaut, da erst dann der hydrolyse-hemmende Einfluß
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der Sekundärstruktur (stabilisiert durch Disulfid­
brücken) verlorengellt. Native Proteine werden im all­
gemeinen nicht durch Trypsin und Chymotrypsin ange­
griffen23. Nur nach Zusatz von Harnstoff21, Guanidinium- 
chlorid22 (Denaturierung durch Aufspaltung der Was­
serstoffbrücken) werden sie etwas gespalten. Eine Aus­
nahme bildet Pepsin. Dieses hydrolysiert auch nicht­
denaturierte Polypeptidketten, wie am Beispiel der 
Ribonucléase22 gezeigt worden ist. Die Gefahr der Um­
lagerung der Aminosäuren durch Transpeptidierung 
(Modellversuche24) ist zwar beim enzymatischen Ab­
bau nicht vollständig auszuschließen. Doch hat es bei 
der Anwendung der Enzyme (arbeiten mit niederer 
Enzymkonzentration) in dieser Hinsicht noch keine 
Komplikationen gegeben. Eine derartige Komplikation 
ist nach Sanger25 auch weitgehend auszuschließen, 
wenn man bei der Strukturaufklärung mindestens zwei 
verschiedene Enzyme und die Säurepartialhydrolyse an­
wendet. Dabei ist es sehr unwahrscheinlich, daß in allen 
drei Fällen durch Umlagerung die gleiche Aminosäure­
sequenz entsteht. Ein sicherer Beweis ist die hohe Aus­
beute (80 bis 100%) eines einzelnen Peptidfragmentes, 
oder auch, wenn z. B. bei einer Trypsin-Spaltung nur 
1 Lysin oder 1 Arginin pro Peptidfragment vorkommt26.

Polypeptid nh2- d-oh

[Leucinaminopeptidase]
Trypsin 

Chymotrypsin 
Pepsin

[Carboxypeptidase]

NH2-endständige 
Aminosäuren

Peptid­
gemisch

COOH-endständige 
Aminosäuren

[Fraktionierung]

reine Peptide

Quantitative Bestimmung 
der Aminosäuren 
Endgruppenanalyse 
Edman -Abbau

[weitere enzymatische 
Hydrolyse]

Abb. 1. Anwendung der Proteasen und Peptidasen bei der Struktur­
aufklärung von Polypeptiden (schematisch)

Enzymatischer Abbau mit Trypsin, Chymotrypsin 
und Pepsin

a) Reaktionsbedingungen

Beim enzymatischen Abbau mit Trypsin, Chymotryp­
sin oder Pepsin ist es ratsam, die optimalen Hydrolysen­
bedingungen (Reaktionszeit, Temperatur, Enzym : Sub­
strat-Verhältnis bzw. Enzymkonzentration) in jedem 
Einzelfall abzuklären. Denn infolge der sehr verschie­
den labilen Peptidbindungen hängt der Hydrolysenweg 
stark von den Hydrolysenbedingungen ab, bzw. durch 
die richtige Wahl der Bedingungen kann die Bildung 
von ganz bestimmten Peptiden gelenkt werden. Quali­
tativ läßt sich die Reaktion in einfachen Fällen schon 
durch Papierchromatographie oder Elektrophorese ver­
folgen. Vorzuziehen ist jedoch die quantitative Methode, 
bei der sich z.B. durch Kontrolle des NaOH-Verbrauchs 
(pH-Stat)27’ 28 oder durch Umsatz mit Fluordinitrobenzol 
(DNP-Methode)29’30 die optimale Spaltung bestimmen 
läßt. Der besondere Vorteil der DNP-Methode liegt dar­
in, daß sich neben dem Grad der Spaltung auch die 
Hydrolysengeschwindigkeit jeder einzelnen Bindung, die 
Anzahl der neugebildeten Peptide und die Art ihrer 
aminoendständigen Aminosäuren ermitteln läßt. Da­
neben wurde auch die quantitative Ninhydrinreaktion 
(Verhältnis NH,—N zu Gesamt-N) verwendet26,31’ 32.

Ein Beispiel für die verschieden große Hydrolysen­
geschwindigkeit der einzelnen Peptidbindungen ist beim 
Trypsinabbau von Glucagon33 (Abb. 2) die schnelle Spal­
tung der Lys-Tyr- und Arg-Arg-Bindung (quantitativ 
gespalten nach 2,25 Std.) und die langsame Hydrolyse 
von Arg-Ala (50 Std.). Oder auch bei der Spaltung des 
^-MSH27 (Melanocyte-Stimulating-Hormon) mit Tryp­
sin bzw. Chymotrypsin: Arg-Try wird in 2 bis 3 Min. 
vollständig, Tyr-Lys und Phe-Arg nach 30 Min. gespal­
ten, während Try-Gly noch nach 16 Std. unvollständig 
hydrolysiert ist. Eine genaue Kenntnis über die Ursache 
der Unterschiede in der Hydrolysengeschwindigkeit 
haben wir nicht. Doch verraten diese Beispiele etwas 
über den Einfluß der Stellung der labilen Bindung im 
Gesamtmolekül. So läßt sich etwa die langsame Spal­
tung von Try-Gly damit erklären, daß in der Sequenz 
Phe-Arg-Try-Gly nach der etwas schnelleren Hydrolyse 
der Phe-Arg-Bindung Try-Gly in die Nähe des Amino­
endes kommt, wobei dessen hydrolysenhemmender Ein-
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J.S.Fruton, J. Biol. Chem. 207 (1954) 487.
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und O.K.Behbens, J. Amer. Chem. Soc. 79 (1957) 2794-2807.
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Abb. 2. Primärstrukturen von Glucagon, Melanophorenhormon und Corticotropin
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34 Siehe 101> 105 und Tabelle 4 (Ribonucléase) und Tabelle 6 
(Insulin, B-Kette).

35 F.A.Andebeb, H. Uhlig, E.Webeb und G.Schbamm, Nature 
186 (1960) 922.

36 P. H. Bell, K. S. Howard, R. G. Shephebd, B. M. Finn und J. M.
Meisenheldeb, J. Amer. Chem. Soc. 78 (1956) 5059.

fluß34 bemerkbar wird. Ein ähnlicher Fall der konkur­
rierenden Hydrolyse benachbarter Peptidbindungen 
liegt wahrscheinlich auch beim Glucagon33 (siehe oben) 
in der Sequenz Arg-Arg-Ala vor, und auch beim Tabak­
mosaik-Virus35 in der Sequenz Arg-Arg-Val, in der die 
Arg-Val-Bindung praktisch nicht angegriffen wird. Eine 
andere Frage ist die optimale Enzymkonzentration bzw. 
das Mengenverhältnis Enzym : Substrat. Normaler­
weise wird in dem Bereich des Enzym : Substrat-Ver­
hältnisses (G/G) zwischen 1 : 10 und 1 : 100 gearbeitet. 
Doch gibt es auch Fälle, wo man durch die Wahl von 
extremen Verhältnissen bessere Ereignisse erzielen kann. 
So liefert der Pepsinabbau von /3-Corticotropin36 im 
Enzym : Substrat-Verhältnis 1 : 360 ein viel einfacheres 
Peptidgemisch als im Verhältnis 1 : 40. Andererseits 
werden manche Peptide erst bei relativ hohen Enzym­
konzentrationen abgebaut (/LMSH hydrolysiert mit 
Pepsin)43. Vergleicht man den Pepsinabbau von a- und 
|3-Corticotropinæ’46 und /3-MSH43, so kann man erken­
nen, daß nicht nur benachbarte Aminosäuren die Labili­
tät einer Peptidbindung beeinflussen können, sondern 
auch das Molekül als Ganzes. Dieser Befund ist auch ent­
scheidend für die Frage der Enzymspezifität (siehe wei­
ter unten), a- und ^-Corticotropin und ß-MSH haben die 
gemeinsame Heptapeptidsequenz Met-Glu-His-Phe-Arg- 
Try-Gly (Abb. 2). Bei relativ hoher Pepsinkonzentra­
tion wird aber nicht bei beiden die gleiche Bindung ge­
spalten. Beim ^-MSH wird die His-Phe-Bindung und

sehr wenig Glu-His gespalten, während beim a- und ß- 
Corticotropin die His-Phe-Bindung überhaupt nicht an­
gegriffen wird. Schließlich spielt auch noch der pH- 
Wert und die Temperatur zusammen mit den anderen 
Varianten eine Rolle. Bei pH 7,8 und 25 °C (niederes 
Chymotrypsin : Substrat-Verhältnis) wurden beim ß- 
Corticotropin37 in hoher Ausbeute der Peptide nur fünf 
Peptidbindungen gespalten ; beim a-Corticotropin38 bzw. 
Corticotropin A 39 wurden bei niederem pH-Wert und 
höherer Temperatur weitere ein bis zwei Bindungen frei­
gelegt. Ähnliche durch verschiedene Reaktionsbedin­
gungen entstandene Differenzen bezüglich der Zahl der 
gebildeten Peptide wurden auch beim Trypsin- und 
Pepsinabbau der drei Corticotropine beobachtet (Ta­
bellen 4 und 8).

b) Fraktionierung des Peptidgemisches

Die weitere Fraktionierung des Peptidgemisches hängt 
weitgehend von seiner Zusammensetzung ab. Ausschlag­
gebend ist neben der Aminosäurezusammensetzung und 
der Größe des Ausgangspeptides auch die Anzahl der 
labilen Bindungen. Bei kleinen Molekülen (bis zum 
Molekulargewicht 2000, etwa dem Hypertensin oder a- 
und ß-MSH) werden im allgemeinen nur wenige (zwei 
bis fünf) Spaltprodukte entstehen, die relativ leicht von­
einander getrennt werden können; so lassen sich z. B. 
die beim Abbau von Val5-Hypertensin I mit Chymo­
trypsin entstandenen Peptide durch Papierelektro-

37 R. G. Shephebd, S. D. Willson, K. S. Howabd, P. M. Bell, D. S. 
Davies, S.B. Davis, E.A. Eignes und N. E. Shakespeabe, J. Amer. 
Chem. Soc. 78 (1956) 5067.

38 J. Leonis, C.H.Li und D. Chung, J. Amer. Chem. Soc. 81 (1959) 
419.

39 W.F.White, J. Amer. Chem. Soc. 76 (1954) 4194. W.F.White 
und W. A.Landmann, J. Amer. Chem. Soc. 77 (1955) 771.
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phorese oder Papierchromatographie trennen40. Sehr 
wirkungsvoll hat sich auch bei der Auftrennung der 
Peptide des a- und ß-MSH die Kombination Papier­
elektrophorese (pH 6,5 bzw. 3,5) und Papierchromato­
graphie erwiesen41’ 27’ 42’ 43’ 44’ 45. Selbst für das Peptid­
gemisch des komplizierteren a-Corticotropin46’ 47’48 war 
diese Methode noch ausreichend. Ebensogut hat sich bei 
der Strukturaufklärung des /S-Corticotropins36 durch 
die Cyanamid-Gruppe und auch beim Tabakmosaik- 
Virus32’ 49 die Gegenstromverteilung in Kombination mit 
der Papierchromatographie bewährt. Es konnte im er­
steren Fall eine quantitative Trennung der Peptidspalt­
produkte (Trypsin-, Chymotrypsin- und Pepsinabbau) 
erreicht werden. Bei größeren Polypeptidmolekülen 
wird aber zur Vorfraktionierung der komplexen Peptid­
gemische eine zusätzliche Verwendung von Ionenaus­
tauschern notwendig sein. Schon Sanger19’ 25’ 50 ver­
wendete neben Elektrophorese und Papierchromato­
graphie den Ionenaustauscher IR-4B zur Abtrennung 
von sauren und A-Kohle zur Adsorption der aromati­
schen Peptide. Bei Glucagon29 und Ribonucléase26’31’ 
51’ 62 hat sich der saure und schwach vernetzte Ionen­
austauscher Dowex 50-X2 als geeignet erwiesen. Größere 
Peptide vom Pepsinabbau der Ribonucléase51 ließen sich 
noch besser an IRC-50 trennen. Bei der Sequenzbestim­
mung von Tabakmosaik-Virus36’53 wurde neben Dowex 
50-X2 auch Dowex 1-X2 mit Erfolg verwendet.

40 D.F.Elliott, W.S.Peart, Nature 177 (1956) 521 ; Biochem. J. 
65 (1957) 246. .

411.1. Geschwind, C. H. Li und L. Barnafi, J. Amer. Chern. Soc. 78 
(1956) 4494. 1.1. Geschwind, C. H.Li und L. Barnafi, J. Amer. 
Chem. Soc. 79 (1957) 620.

421.1. Geschwind, C. H. Li und L. Barnafi, J. Amer. Chem. Soc. 79 
(1957) 6396.

43 J.I. Harris und P. Roos, Biochem. J. 71 (1959) 445.
44 J.I.Harris, Nature 184 (1960) 167.
45 J.I.Harris, Biochem. J. 71 (1959) 445, 451.
46 C.H.Li, I.I.Geschwind, R.D.Cole, J.D.Raacke, LJ.Harris 

und J.S.Dixon, Nature 176 (1955) 687.
47 J.Leonis, C.H.Li und D. Chung, J. Amer. Chem. Soc. 81 (1959) 

419.
48 C.H.Li, J.S.Dixon und D.Chung, J. Amer. Chem. Soc. 80 

(1958) 2587.
49 D.T. Gish, Biochem. Biophysica Acta 35 (1959) 557. L.K. Rama­

chandran und D.T.Gish, J. Amer. Chem. Soc. 81 (1959) 884.
50 F. Sanger und O.P. Thompson, Biochem. J. 53 (1953) 353, 366.
51 J.L. Bailey, St. Moore und W.H. Stein, J. Biol. Chem. 221 

(1956) 143.
52 C.H.W.Hirs, J. Biol. Chem. 235 (1960) 625.
53 H.G. Wittmann und G. Braunitzer, Virology 9 (1959) 726.
54 H. Fraenkel-Conrat, J. I. Harris und A. L. Levy, in D. Glick, 

Methods Biochem. Analysis 2 (1955) 359.
55 St. Moore, D. H. Spackman und W. H. Stein, Analytic Chem. 30 

(1958) 1185, 1190.
56 S.Akabori, K.Ohno und K.Narita, Bull. Chem. Soc. (Japan)

25 (1952) 214. C.I.Niu und H.Fraenkel-Conbat, J. Amer. Chem.
Soc. 77 (1955) 5882. J. H. Bbadbury, Nature 178 (1956) 912. J.H.

c) Bestimmung der Aminosäurezusammensetzung und 
Sequenz in den Spaltprodukten

Die Bestimmung der Aminosäurezusammensetzung 
(DNP-Methode nach Levy54, Automat nach Moore und 
Stein65), die Ermittlung der Endgruppen (chemisch: 
DNP-Methode64, Hydrazinolyse66; enzymatisch: LAP

und Cb67 und schließlich Sequenzbestimmung durch 
weitere enzymatische Hydrolyse, Säurepartialhydrolyse 
oder Edman-Abbau64’ 58 liefern dann die Struktur der 
Peptidfragmente. Gleichzeitig wird auch durch das mög­
lichst ganzzahlige Molverhältnis und durch die End­
gruppen ihre Einheitlichkeit bewiesen.

d) Ableitung der Primärstruktur des Ausgangspeptides

Durch geeignete Kombination der Peptidfragmente 
läßt sich die Sequenz des Gesamtpeptides ableiten. Bei 
der Rekonstruktion der ursprünglichen Polypeptid­
kette ist aber darauf zu achten, daß gerade bei größeren 
Peptiden durch die nicht gleichmäßige Spaltung des 
Peptidmoleküls (manche Fragmente werden zum Teil 
weiter abgebaut) ein komplexeres Peptidgemisch ent­
steht, als der Anzahl der labilen Peptidbindungen ent­
spricht. Es entstehen mehrere Peptide aus der gleichen 
ursprünglichen Aminosäuresequenz. Nur im Idealfall 
läßt sich die Reaktion so lenken, daß pro Aminosäure­
sequenz nur ein Peptidfragment entsteht. Auch die 
quantitative Fraktionierung des Peptidgemisches36 läßt 
sich selten erreichen. Die Summe der Gewichte der 
Peptidfragmente muß dann mit der eingesetzten Menge 
an Gesamtmolekül übereinstimmen. Ist dieses der Fall, 
so ist dieses die einfachste Methode, um die Richtigkeit 
der Gesamtsequenz zu überprüfen. In den meisten Fäl­
len werden aber nur Teilmengen der Peptide isoliert. Die 
Fragmente müssen aber dann nach einer hypothetischen 
Formel zusammengesetzt werden.

Bei kleinen Peptiden genügen meistens nur wenige 
Daten, um zur Sequenz zu kommen. Der Abbau des 
Val6-Hypertensin I mit Chymotrypsin40 lieferte drei 
Peptide mit der Zusammensetzung: (Asp, Arg, Val, 
Tyr), (Val, His, Pro, Phe) und (His, Leu), mit den 
Aminoendgruppen Asp, Val, His (DNP-Methode) und 
den Carboxylendgruppen Phe bzw. Tyr (Val). Daraus 
resultierten die Teilsequenzen Asp-Arg-Val-Tyr, Val- 
His-Pro-Phe und His-Leu. Aus der Kombination mit 
den Endgruppen (Asp, Leu) läßt sich die Gesamt­
sequenz Asp-Arg-Val-Tyr-Val-Flis-Pro-Phe-His-Leu ab­
leiten. Komplizierter wird die Situation bei größeren 
Peptiden. Hier kann man nur durch Kombination der 
Spaltprodukte, die nach verschiedenen Abbaumethoden 
(verschiedene Enzyme, Säurehydrolyse) gewonnen wur­
den, zu einer Gesamtstruktur kommen. Durch die ver­
schiedenen Enzyme entstehen verschieden große Bruch­
stücke, die meistens sich überschneidende, gemeinsame 
Aminosäuresequenzen besitzen. Durch diese Überschnei­
dungen wird dann die gegenseitige Zuordnung der Pep­
tidfragmente möglich. Ein Idealfall liegt z. B. bei ß-

Bradbury, Biochem. J. 68 (1958) 475. G.Braunitzer, Ber. dtsch. 
chem. Ges. 88 (1955) 2025. K. Heyns und G. Legler,Z.physiol. Chem. 
306 (1957) 165.

57 Siehe weiter unten.
58 P. Edman, Acta. Chem. Scand. 4 (1950) 283. H. Fraenkel­

Conrat, J. Amer. Chem. Soc. 76 (1954) 3606. J. I. Harris, J. Amer. 
Chem. Soc. 76 (1954) 3607. H.Fraenkel-Conrat und J.I.Harris, 
J. Amer. Chem. Soc. 76 (1954) 6058.
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MSH41-44 vor. Hier liegen die durch Chymotrypsin und 
Trypsin hydrolysierten Peptidbindungen direkt neben­
einander (••• Pro-Tyr-Lys-Met •• • und ■ • • His-Phe-Arg- 

f 1 ■ t f
Try-Gly ■ ■ •), wodurch eine einfache Zuordnung der ent­
standenen Peptide möglich ist. Im allgemeinen liegen 
aber diese Überschneidungen nicht so günstig. Doch 
kann man meistens die Reihenfolge der kleinen Peptid­
fragmente durch Vergleich mit größeren Peptiden, so­
genannten Brückenpeptiden, festlegen. Hierbei ist es von 
Vorteil, die Brückenpeptide mit leicht nachweisbaren 
Aminosäuren zu markieren. Besonders gut geeignet 
scheint Arginin (Sakaguchi-Reaktion) zu sein35. Gelingt 
es noch beim Trypsinabbau, nach Blockierung der e- 
Aminogruppen des Lysins nur kleine Arginin-Peptide 
(Arginin carboxylendständig) zu erzeugen, so ist deren 
Zuordnung zu den mit Arginin markierten Brücken­
peptiden (aus Chymotrypsinabbau oder Pepsinabbau) 
besonders einfach30’ 59. Neben diesem Hilfsmittel der 
Brückenpeptide lassen sich auch mit Hilfe von amino­
oder carboxylendständigen Peptiden oder auch mit 
Peptiden, deren Stellung durch Aminosäuren, die nur 
einmal im Molekül vorkommen, festgelegt ist, gewisse 
Reihenfolgen bestimmen.

59 C.B. Anfinsen, M.Sela und H.Tritsch, Arch. Biochem. Bio- 
physics 65 (1956) 156. C. H.Li und L. Bertsch, J. Biol. Chem. 235 
(1960) 2638.

60 A. P. Ryle, F. Sanger, L. F. Smith und R. Kitai, Biochem. J. 60
(1955) 541.

e) Charakterisierung der Disulfidbrücken

Ein weiteres immer wichtiger werdendes Problem bei 
der Strukturaufklärung von Peptiden und Proteinen ist 
die Bestimmung der Lage der Disulfidbrücken zwischen 
verschiedenen Polypeptidketten. Im Gegensatz zur 
Säurepartialhydrolyse, bei der bei hoher Säurekonzen­
tration ein starker Disulfidaustausch stattfindet, scheint 
der enzymatische Abbau zum schonenden Herausspalten 
der Cystinbrückenpeptide besonders geeignet zu sein. 
Sanger60 konnte beim intakten Insulin mit Chymotryp­
sin unter Zusatz von N-Äthylmaleinimid von den drei 
Cystinbriicken eine Brücke (A Kette 20 - B Kette 19) 
als Peptid herausspalten und identifizieren. Leider wa­
ren die beiden anderen Cystine aus dem unlöslichen 
Restpeptid («Core») infolge Fehlens von Chymotrypsin­
labilen Bindungen nicht herausgelöst worden. Doch 
konnte dieses Peptid mit Säure zur Bestimmung der 
beiden restlichen Cystinbrücken ohne wesentlichen Di­
sulfidaustausch weiter abgebaut werden. Nach der Hy­
drolyse wurden die Cystinbrückenpeptide mit der Elek­
trophorese (pH 6,5 und pH 3,7) vorfraktioniert. Die 
Peptide mit der freien Aminogruppe des Cystins haben 
nämlich infolge des ungewöhnlich niederen pK-Wertes 
der Aminogruppe des Cystins eine stärkere Elektro­
negativität als die anderen Cystinpeptide, bei denen an­
dere Aminosäuren aminoständig stehen. Nach der Oxy­
dation der Cystinpeptide mit Perameisensäure kann 
dann nach erneuter Elektrophorese der Cysteinsäure-

peptide deren Struktur nach den üblichen Methoden be­
stimmt werden. In neuerer Zeit wurden bei der Fest­
legung der Disulfidbrücken in Ribonucléase22 noch einige 
Fortschritte erzielt. An Stelle von Chymotrypsin und 
Trypsin, die native Proteine (unter Zusatz von Guanidi- 
niumchlorid) nur langsam abbauen, wobei gerade der 
relativ hohe pH-Wert (pH 7 und höher) und die hohe 
Guanidiniumchlorid-Konzentration den Disulfidaus­
tausch begünstigen, erwies sich die Pepsinspaltung bei 
pH 2 als sehr geeignet zur Freisetzung von Cystinpep­
tiden ohne Disulfidaustausch. Der Abbau mit Pepsin 
wurde dann mit einer anschließenden Hydrolyse durch 
Chymotrypsin und Trypsin kombiniert, um zu kleinern 
Bruchstücken zu gelangen. Die Reaktion konnte jetzt 
bei pH 6 ohne Zusatz von Guanidiniumchlorid erfolgen, 
so daß auch hier kein Disulfidaustausch befürchtet wer­
den mußte. Die weitere Fraktionierung der Cystinpep­
tide bzw. der oxydierten Cysteinsäurepeptide gelang mit 
Dowex 50-X2. Auf diese Weise konnten die vier Disulfid­
brücken ermittelt werden. Auch Subtilisin4 scheint zur 
Freisetzung von Cystinpeptiden aus nativen Proteinen 
geeignet zu sein.

f) Bestimmen der Amidbindung

Bei der schonenden Hydrolyse der Peptidbindungen 
durch Enzyme werden die y-Amidbindungen von Glut­
amin und Asparagin nicht hydrolysiert61. So konnten 
nach Spaltung des Insulins mit Schimmel-Protease5 in 
den Glutamin- bzw. Asparaginpeptiden nach Säure­
hydrolyse mit der Mikroammoniakbestimmung nach 
Conway62 die Amidgruppen quantitativ bestimmt wer­
den. Beim Glucagon63 ließen sich die Amidgruppen ähn­
lich nach weisen. Eine andere Methode64, auch beim 
Glucagon angewendet, beruht auf dem Vergleich der mo­
laren Mengen (Analyse von Moore und Stein) von 
Glutaminsäure und Asparaginsäure nach Hydrolyse mit 
LAP und mit Säure (Totalhydrolyse). In den Ribo- 
nuclease-Peptiden65 wurde nach Abbau mit LAP oder 
Cb freies Glutamin bzw. Asparagin mit der automati­
schen Aminosäurebestimmungsapparatur (Moore und 
Stein) quantitativ bestimmt. Aus Oxytocin und Vaso­
pressin konnten durch Behandlung mit Papain6 Glut­
amin und Asparagin freigesetzt und von ihren a-Iso- 
meren papierelektrophoretisch differenziert werden. 
Auch durch Vergleich der Wanderungswege (Ladung) 
bei der Elektrophorese lassen sich Peptide mit und ohne 
y-Amidgruppe (besonders am isoelektrischen Punkt) 
unterscheiden 5.

61 J.S.Fruton, J. Biol. Chem. 165 (1946) 333.
62 K. Bailey, Biochem. J. 31 (1937) 1406. E.J. Conway, Micro­

diffusion Analysis and Volumetrie Error, Lockwood, London 1950.
63 W.W.Bromer, L.G.Sinn und O.K.Behrens, J. Amer. Chem. 

Soc. 79 (1957) 2807. .
64 R. L.Hill und E.L. Smith, Biochem. Biophysica Acta 31 (1959) 

257.
65 Verwendung von Chymotrypsin durch Säulenchromatographie 

gereinigt und Trypsin aus Trypsinogen. C.H.W.Hirs, St. Moore 
und W.H. Stein, J. Biol. Chem. 235 (1960) 633.
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g) Enzymatische Spaltung von zyklischen Peptiden

Die enzymatische Hydrolyse (mit Trypsin, Chymo­
trypsin, Pepsin) von homodet-zyklischen Peptiden ist, 
soweit aus der Literatur zu entnehmen, noch nicht ver­
sucht worden. Obwohl manchmal behauptet wird, diese 
Peptide zeigen gegen Enzyme die gleiche Stabilität wie 
gegen Säure, steht der Beweis dazu aus. Der Abbau der 
heterodeten Peptide mit S — S-Brücken (siehe Abschnitt 
e) wie Oxytocin und Vasopressin mit Papain6 (f) und die 
wenn auch sehr langsame Spaltung von Oxytocin mit 
LAP® zeigen doch eine ähnliche Labilität der Peptid­
bindungen wie bei offenkettigen Peptiden.

Endgruppenbestimmung mit Cb und LAP

Der Abbau mit Cb ist die am häufigsten verwendete 
Methode64 zur Bestimmung der carboxylendständigen 
Aminosäuren. Das Freisetzen der Aminosäuren kann ent­
weder qualitativ durch Papierchromatographie87 oder 
quantitativ durch Bestimmung der freien Aminosäuren 
nach der DNP-Methode (Levy)68’69 oder der Analyse 
von Moore und Stein 66 verfolgt werden. Wenn die

66 R.L.Hill und E.L.Smith, J. Biol. Chem. 228 (1957) 577.
67 K.E.Lentz, L.T.Skeggs, K.R.Woods, J.R.Kahn und N.P. 

Shumway, J. Exper. Med. 104 (1956) 183.
68 J.I. Harris und C.H.Li, J. Biol. Chem. 213 (1955) 499.
69 W.W.Bromer, A. Staub, E.R. Diller, H.L.Bird, L.G. Sinn 

und O.K. Behrens, J. Amer. Chem. Soc. 79 (1957) 2794.
’o Y.D.Halsey und H.Neurath, J. Biol. Chem. 217 (1955) 247.
71 F.Sanger und O.P.Thompson, Biochem. J. 53 (1953) 366. 

J.I.Harris, J. Amer. Chem. Soc. 74 (1952) 2944.
72 C.B. Anfinsen, M. Flavin und J. Farnsworth, Biochim. Bio­

physica Acta 9 (1952) 468. G.Kalnitzky und E.E. Anderson, Bio­
chim. Biophysica Acta 16 (1955) 302.

73 J.I.Harris und C.A.Knight, J. Biol. Chem. 214 (1955) 215.

Tabelle 1 : Bestimmung der carboxylendständigen Aminosäuren 
mit Carboxypeptidase A

(oder Gemisch Carboxypeptidase A ' B)

(Pro)* = Die Hydrolyse bleibt am Carboxylende von Pro stehen 
(siehe auch Tabelle 9).

Ileu6-Hypertensin I67 • • • (Pro)*-Phe-His-Leu-OH

Ileu5-Hypertensin II67 • • • (Pro)-Phe-OH

Val5-Hypertensin I40 ■ ■ ■ (Pro)-Phe-His-Leu-OH

^-MSH(Rind43, 
Schwein27’41)

• • ■ (Pro-Lys)-Asp-OH

Insulin, A (Gly)-Kette71 • • • Glu-Asp-Tyr-[CySO3H]- 
Asp-(NH2)

Insulin, B (Phe)-Kette71 ■••(Pro)-Lys-Ala-OH

Glucagon 29 • • • Ala-Glu-(NH2)-Asp-Phe- 
Val-Glu-(NHS)-Try-Leu- 
Met-Asp-(NH2)-Thr-OH

a-Corticotropin 48 -68 
(Schaf, Rind)

• ■ • (Pro)-Leu-GIu-Phe-OH

/LCorticotropin36 
(Schwein)

■ ■ • (Pro)-Leu-Glu-Phe-OH

Ribonucléase A72 •Val-OH

Tabakmosaik-Virus73 ■ ■ • (Pro-Ala)-Thr-OH

Reihenfolge einiger carboxylendständiger Aminosäuren 
bestimmt werden soll, ist es notwendig, zu verschie­
denen Zeiten die freien Aminosäuren quantitativ zu 
bestimmen69. Bei manchen Proteinsubstraten sind die 
Endgruppen erst nach Denaturierung (6 M Harnstoff) 
zugänglich70. Einige Beispiele über die Anwendung sind 
in Tabelle 1 wiedergegeben. Mit dem Enzym können 
auch DNP-Peptide hydrolysiert werden, wobei gleich­
zeitig die aminoendständige Aminosäure bestimmt wer­
den kann74. Mit LAP66 werden die aminoendständigen 
Aminosäuren freigesetzt, die in analoger Weise wie bei 
der Carboxypeptidase analytisch bestimmt werden 
können75’ 42’64 (Beispiele: Tabelle 2). Proteine sind auch 
für die LAP erst nach Denaturierung oder Oxydation 
mit Perameisensäure zugänglich66. Die dreidimensio­
nale Struktur schützt die Endgruppen dieser Moleküle.

Tabelle 2: Bestimmung der aminoendständigen Aminosäuren 
mit Leucinaminopeptidase

* Die Hydrolyse bleibt normalerweise am Aminoende von Pro 
stehen (siehe auch Tabelle 10). Bei hohem LAP: Substratverhältnis 
[1 : 5] (reines LAP-Präparat?) scheint aber die Hydrolyse über Pro 
hinwegzugehen. (E. L. Smith und R. L. Hill, Biochim. Biophysica 
Acta 19 [1956J 376; J. Biol. Chem. 231 [1958] 117.)

Val5-Hyptertensin I40 NH2-Asp-Arg-Val-Tyr-Val- 
His-Pro-(?)-Phe-OH (voll­
ständige Hydrolyse)

^MSH (Schwein)41 NH2-Asp-Glu-(Gly-Pro)*

/LMSH (Rind)42 NH2-Asp-Ser-(Gly-Pro) ■ • •

Insulin, A (Gly)-Kette66 NH2-Gly-Ileu-Val • • • vollstän­
dige Hydrolyse • • ■

Insulin, B (Phe)-Kette66’76 NH2-Phe-Val-Asp-(NH2)-Glu- 
(NH2)-His-Leu--

Glucagon64 NH2-His-Ser-Glu-Gly • • • voll« 
ständige Hydrolyse • • •

Corticotropin A75 NH2-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu • • •

Ribonucléase A“ NH2-Lys-Glu-Thr-Ala3 • • •

Oxytocin66 NH2-Ly S-Tyr-Ileu-Glu- (NH 2 )- 
Asp-(NH2)-Pro-( ? )-Leu-Gly- 
(NH2) (sehr langsame Hydro­
lyse)

Reinheitsprüfung von synthetischen Peptiden

Bei der Anwendung der proteolytischen Fermente bei 
synthetischen Peptiden (und Peptidderivaten) handelt 
es sich hauptsächlich um die Bestimmung der optischen 
Reinheit, weniger um die Ermittlung der Aminosäure­
sequenz, die ja meistens durch den Syntheseweg fest­
liegt. Methodisch wird ganz analog vorgegangen wie bei 
isolierten Peptiden. Hofmann und Mitarbeiter77 konn-

74 E. Waldschmidt-Leitz und K. Gauss, Ber. dtsch. chem. Ges. 85 
(1952) 352.

76 W.F. White, J. Amer. Chem. Soc. 77 (1955) 4691.
78 E.L.Smith, R.L.Hill und A.Bormann, Biochim. Biophysica 

Acta 29 (1958) 207.
77 K. Hofmann und A. JÖHL, J. Amer. Chem. Soc. 77 (1955) 2914. 

K.Hofmann, A.Jöhl, A.E.Furlenmeyer und H.Kappeler, J. 
Amer. Chem. Soc. 79 (1957) 1636. K.Hofmann, H.Kappeler, A.E.
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ten bei einer Reihe von a-MSH-Peptiden deren optische 
Reinheit durch Abbau mit LAP, Cb und Trypsin nach- 
weisen. Beim Pentapeptid His-Phe-Arg-Try-Gly, das 
nach der Dicyclohexylcarbodiimid-Methode hergestellt 
worden war, konnte eine 60prozentige Racemisierung 
festgestellt werden78. Schwarz et al.™, die auch Vor­
schlägen, daß bei der Peptidsynthese jedes Zwischen­
produkt auf optische Reinheit geprüft werden sollte, 
differenzierten die d- und L-Formen der Aminosäuren 
durch Hydrolyse der Peptide mit LAP, Cb, Trypsin und 
Chymotrypsin. Boissonnas et al.80 konnten die «all-L- 
Form» des Oktapeptides His-Phe-Arg-Try-Gly-(e-Z-) 
Lys-Pro-Val-amid durch LAP-Spaltung bestimmen (e- 
Z-Lys abgespalten). Schließlich konnte beim Val5- 
Hypertensin II dessen optische Reinheit (bis auf His) 
durch analogen Abbau (wie beim natürlichen Peptid) 
mit Chymotrypsin, Trypsin, Cb, LAP bewiesen werden81.

Bei der Anwendung der proteolytischen Enzyme sind 
aber noch drei wesentliche Punkte zu beachten: 1. die 
Reinheit des Enzyms, 2. die Reinheit des Substrats und
3. die Spezifität des Enzyms.

Reinheit des Enzyms

Es ist von großer Wichtigkeit, nur solche Proteasen 
zu verwenden, die genügend rein sind, damit bei der 
Hydrolyse nur ihre eigene Spezifität zur Wirkung 
kommt. Die käuflichen kristallinen Chymotrypsin­
präparate sind im allgemeinen genügend rein, beson­
ders nach mehrmaligem Umkristallisieren. Doch ist ge­
rade beim Chymotrypsin wegen der noch nicht eindeutig 
definierten Spezifität bei höheren Peptiden dessen Rein­
heit schwer zu beweisen65. Das käufliche kristalline 
Trypsin ist, auch wenn es dreimal umkristallisiert 
wurde, außerordentlich schwer von chymotryptischer 
Aktivität zu befreien (meist etwa 0,2%). Es empfiehlt 
sich, in jedem Fall den Gehalt an Chymotrypsin zu be­
stimmen. Beim Glucagon33’82 wurde der Titer durch 
Umsatz mit N-Benzoyl-DL-Phenylalanin-^-naphthyl- 
ester und bei der Ribonucléase durch Umsatz mit Gly- 
Phe-Amid bestimmt28. Um die Spuren Chymotrypsin 
zu entfernen, kann man mit verdünnter Säure behan­
deln30’83 (24 h, 37 °C, N/16 HCl). Reines Trypsin läßt 
sich vielleicht auch aus Trypsinogen gewinnen65. Die 
Reinheit von Pepsin, Papain und Subtilisin kann bis

Furlenmeyer, M.E.Woolner, E.T.Schwartz und Th.A.Thomp­
son, J.Amer. Chern. Soc. 79 (1957) 1641. K.Hopmann, Th.A.Thomp­
son und E.Schwartz, J. Amer. Chem. Soc. 79 (1957) 6087. K. Hof­
mann, M. E. Woolner, Haru Aki Yajima, G. Spühler, Th. A. Thomp­
son und E. T. Schwartz, J. Amer. Chem. Soc. 80 (1958) 6458.

78 K.Hofmann, M.E.Woolner, G.Spühler und E.T.Schwartz, 
J. Amer. Chem. Soc. 80 (1958) 1486.

79 H. Schwarz und F.M. Bumpus, J. Amer. Chem. Soc. 81 (1959) 
890.

80 R.A.Boissonnas, St. Guttmann, R. C. Huguenin, P.A.Ja- 
QUENOud und E.Sandrin, Helv. Chim. Acta 41 (1958) 1867.

81 B.Riniker, unveröffentlicht.
82 H.A. Ravin, P. Bernstein und A. M. Seligman, J. Biol. Chem. 

208 (1954) 1.
83 F.A.Anderer, E.Weber und H.Uhlig, Z. Naturforsch. 15b 

(1960) 79.

heute wegen ihrer wenig definierten Spezifität nicht 
nachgewiesen werden (Einheitlichkeit nur im physika­
lisch-chemischen Sinne beweisbar). Die im Handel 
erhältliche Cb, hergestellt nach der Methode von 
Anson84’85, dürfte hauptsächlich Carboxypeptidase A 
sein. Doch sind auch schon Gemische von Carboxy­
peptidase A und B verwendet worden35’ 65. Wie von 
Folk und Gladner u. a.86 beschrieben, läßt sich auch 
Carboxypeptidase B in ziemlich reiner Form herstellen. 
Störungen durch Proteasenverunreinigungen lassen sich 
durch großen Uberschuß an Diisopropylfluorphosphat 
(50fach) ausschalten. LAP ist nach der Methode von 
Smith88 in reiner Form zugänglich. Für viele Zwecke 
genügt auch ein LAP-Präparat, das nicht durch Elektro­
phorese (8. Stufe) gereinigt wurde65.

Auch die Einheitlichkeit des Substrats ist eine der 
Voraussetzungen für klare Resultate. Meistens läßt sich 
die Einheitlichkeit der isolierten Peptide oder Proteine 
durch quantitative Aminosäurebestimmung (ganzzahli­
ges Molverhältnis ) und durch Endgruppenanalyse be­
weisen. Auch wenn ein Peptid nicht ganz rein ist, läßt 
sich unter Berücksichtigung des molaren Verhältnisses 
der Aminosäuren (geringe Mengen und Spuren anderer 
Aminosäuren werden vernachlässigt) seine Sequenz noch 
bestimmen45.

Spezifität der Enzyme

Ein ungelöstes Problem ist bis heute die Spezifität der 
Proteasen geblieben. Gerade heute scheint es, nachdem 
auch Untersuchungen an großen Peptiden vorliegen, 
notwendig zu sein, diesen Begriff neu zu definieren. Es 
scheint auch, daß der schon von E. Fischer89 aufge­
stellte Satz: «Die Spaltbarkeit einer Peptidbindung ist 
eine Funktion der Zahl, Konstitution, Konfiguration 
und Reihenfolge der Aminosäure», erst heute seine volle 
Gültigkeit erlangen wird. Historisch gesehen machte der 
Begriff der Spezifität eine seltsame Wandlung durch, je 
nachdem, welche von den obigen Bedingungen gerade 
im Vordergrund des Interesses standen. Nur die richtige 
Konfiguration (L-Form) war immer eine eindeutige For-

84 M.L. Anson, J. Gen. Physiol. 20 (1937) 663.
86 R.W.Putnam und H.Neurath, J. Biol. Chem. 166 (1946) 603. 

H.Neurath, E.Elkins und S. Kaufmann, J. Biol. Chem. 170 (1947) 
221.

86 J.E.Folk und J.A.Gladner, J. Biol. Chem. 231 (1957) 379. 
J.A.Gladner und J.E.Folk, J. Biol. Chem. 231 (1957) 393. J. E. 
Folk, K.A.Piez, W.R.Carrol und J.A.Gladner, J. Biol. Chem. 
235 (1960) 2272. P.J.Keller, E.Cohen und H.Neurath, J. Biol. 
Chem. 233 (1958) 344. J.F.Pechère, G.H. Dixon, R.H. Maybury 
und H.Neurath, J. Biol. Chem. 233 (1958) 1364.

87 E.F. Jansen, M.D.F. Nutting, R.Jang und A.K. Balls, J. 
Biol. Chem. 179 (1949) 189. E.F.Jansen, M.D.F.Nutting, R.Jang 
und A.K.Balls, J. Biol. Chem. 179 (1949) 201.

88 D.H. Spackman, E.L. Smith und D.M.Bbown, J. Biol. Chem. 
212 (1955) 255.

89 E. Fischer und P.Bergell, Ber. dtsch. chem. Ges. 36 (1903) 
2592, 37 (1904) 3103. E. Fischer und E. Abderhalden, Z. physiol. 
Chem. 46 (1905) 62, 51 (1907) 264. E. Fischer und A.Luniak, Ber. 
dtsch. chem. Ges. 42 (1909) 4752.
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derung geblieben. Anfang der dreißiger Jahre90 war man 
der Ansicht, daß die Anzahl der Aminosäuren ausschlag­
gebend sei für die Spaltbarkeit einer Peptidbindung, und 
dieses führte zu der Unterscheidung von Proteinasen 
und Peptidasen. Es lag aber kein chemischer Beweis vor 
(außer einer erfolglosen Spaltung von Gly-Ala-Leu durch 
Pepsin), daß die sogenannten Proteinasen nicht auch 
kleine Peptide spalten können. Erst als Bergmann 91 in 
seinen grundlegenden Arbeiten zeigen konnte, daß Tryp­
sin, Chymotrypsin und Pepsin auch kleine synthetische 
Peptide hydrolysieren können, trat der Begriff der Kon­
stitution, als Seitenkettenspezifität definiert, mehr in 
den Vordergrund (neue Bezeichnung: Endopeptidasen 
und Exopeptidasen). Die Empfindlichkeit einer Peptid­
bindung war also durch die Konstitution der an ihr be­
teiligten Aminosäuren bestimmt. Die Verwendung von 
kleinen synthetischen Substraten war eigentlich eine 
Notlösung, da es damals nicht möglich war, anhand von 
Proteinspaltprodukten etwas über die Spezifität der 
spaltenden Enzyme auszusagen. Heute, wo es uns durch 
neue analytische Methoden möglich geworden ist, auch 
bei großen Polypeptiden und Proteinen die Art der la­
bilen Bindungen festzulegen, scheint der Begriff der 
Seitenkettenspezifität (mit einer Ausnahme: Trypsin) 
nicht mehr allein zu genügen*.  Die Anzahl und Reihen­
folge der Aminosäuren als Grundlage für die Größe, La­
dung und Sekundärstruktur des Substratmoleküls dürf­
ten ebenso wichtig für die Labilität der einzelnen Peptid­
bindung sein. Die drei am besten bekannten Enzyme 
Trypsin, Chymotrypsin und Pepsin, deren Spezifität nun 
genauer betrachtet werden soll, bilden auch gleichzeitig 
ein Beispiel für prinzipielle Unterschiede bei der Spe­
zifität.

* Es ist überhaupt gewagt, die Spezifität aus Versuchen mit syn­
thetischen Substraten abzuleiten, da die Enzyme letzten Endes 
Katalysatoren im physiologischen Sinne darstellen, deren Spezifität 
auf ganz bestimmte Stoffwechselprodukte und auch Stoffwechsel­
vorgänge ausgerichtet sein muß.

90 E. Waldschmidt-Leitz und A.Habteneck, Z. physiol. Chem. 
149 (1925) 203. W. Grassmann und F. Schneider, Ergehn. Enzym­
forsch. 1936, 79.

91 M. Bergmann, Naturwiss. 20 (1932) 420; Science 79 (1934) 439; 
Advances Enzymol. 1 (1941) 63, 2 (1942) 49.

98 M.Bergmann, J.S.Fruton und H.Pollock, Science 85 (1937) 
410. K.M.Harmon und C.Niemann, J. Biol. Chern. 178 (1949) 743.

93 K. Hofmann und M. Bergmann, J. Biol. Chem. 138 (1941) 243.
91 G.W. Schwert, H. Neurath, S. Kaufmann und J.E.Snoke, 

J. Biol. Chem. 172 (1948) 221.
95 G.W.Schwert und M.Eisenberg, J. Biol. Chem. 179 (1949) 

665. N.M. Green, J.A.Gladner, L. W. Cunninghaus und H. Neu­
rath, J. Amer. Chem. Soc. 74 (1952) 2122. N.M.Green, J.A.Glad­
ner, L. W. Cunninghaus und H. Neurath, J. Biol. Chem. 204 (1953) 
379.

96 K.Hoemann und M.Bergmann, J. Biol. Chem. 130 (1939) 81. 
97 H.Werbin und A.Palm, J. Amer. Chem. Soc. 73 (1951) 1382. 
98 H. Goldenberg und V. Goldenberg, Arch. Biochem. Biophysics 

29 (1950) 154.
99 J.H.Northrop und M.Kunitz, J. Gen. Physiol. 16 (1932) 267.

Spezifität von Trypsin

Trypsin scheint ganz unabhängig von der Ketten­
länge eine ausgesprochene Seitenkettenspezifität zu be­
sitzen. Es spaltet die Peptidbindungen ausschließlich an

Tabelle 3: Spezifität von Trypsin*  
(synthetische Substrate)

* Berücksichtigt nur Aminosäurederivate.
** Wenn nicht anders angegeben, immer L-Form der Aminosäure­

reste.

A. Substrat hydrolysiert 
R-Arg-NH2** (R = Bz92, = Hip93, = Tosyl04)
R-Lys-NH2 (R = Bz96, = Hip96, = Bz-Gly96)
R-Arg-OCH3 (R = Tosyl94)
R-Arg-OR' (R = Bz, R' = Methyl, Äthyl, Iso-

propyl, Cyclohexyl,
Benzyl, a-Glyceryl95)

H-Lys-UCjHj (pH 5,8)97
H-Arg-OCH3 (pH 5,8)98
Poly-Lys 103

Polymeres von S-
(^-aminoäthyl)CySH 104

a-Hydroxy-ö-guani-
do-Valeriansäure-
metliylester 102

B, Substrat langsam
hydrolysiert
H-Arg-Phe-OH 100

H-Arg-Leu-OH
H-Arg-Glu-OH
H-Arg-Gly-OH
H-Tyr-Lys-Glu-
Tyr-OH 105

C. Substrat nicht
hydrolysiert
H-Tyr-Lys-Glu-OH 105

H-Arg-Arg-OH 101

a-Bz-e-Z-Lys-NH2 96

Z-Nitro-Arg-Leu-OH 100

Z-Nitro-Arg-phe - OH
Z-Nitro-Arg-NH2
Poly-D-Lys 103

a-Bz-His-NH2 92

a-Hip-His-NH2
Bz-Gly-NH2
a-Bz-Tyr-NH2
Z-Iso-Glu-NH2
a-Bz-Tyr-Gly-NHa

H-DL-Leu-Tyr-OH 99

H-Leu-Gly-Gly-OH
AcC-Leu-OH
H-Gly-Ala-OH

H-Gly-Asp-OH
AcC-Tyr-OH

Abkürzungen: Bz — Benzoyl- Z — Carbobenzoxy-
AcC = Chloracetyl- Hip — Hippuryl-

Tosyl- — p-Toluolsulfonyl-

100 H.O. van Orden und E.L. Smith, J. Biol. Chem. 208 (1954) 751.
101 K.Felix und H. Schuberth, Z. physiol. Chem. 273 (1942) 97.
102 E. J. Snoke und H. Neurath, Arch. Biochem. Biophysics 21 

(1949) 351.
103 E. Katchalski, I.Gbossfeld und M. Frankel, J. Amer. 

Chem. Soc. 69 (1947) 2564. E. Katchalski, Advances Protein Chem. 6 
(1951) 123. M.Sela und E. Katchalski, Advances Protein Chem. 14 
(1959) 391. S.G. Waley und J. Watson, Biochem. J. 55 (1953) 328. 
E. Tsuyuki, H. Tsuyuki und M. A- Stahmann, Biochem. J. 222 (1956) 
479.

104 H. Lindley, Nature 178 (1956) Ml.
195 A.A.Plentl und J.H.Page, J. Biol. Chem. 163 (1946) 49.
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Tabelle 4: Spezifität von Trypsin (natürliche Substrate)

* Hydrolyse am Carboxylende von Lys und Arg. ** (l) = langsam hydrolysiert. *** Aminosäurereste/Mol.

« Normale » Spezifität *
«Anormale» SpezifitätPeptidbindungen 

hydrolysiert
Peptidbindungen 
nicht hydrolysiert

Val6-Hypertensin I40 
(Pferd)

(8) Arg-Val - -

Arg-V asopressin106 
(Rind, Pferd)

(8) Arg-Gly-NH2 - -

Ly s-V asopressin106 
(Schwein)

(8) Lys-Gly-NH2 - -

a-MSH45
(Schwein)

(13) Arg-Try Lys-Pro

0-MSH«-2’ 
(Schwein)

(18) Arg-Try 
Lys-Met 
(Tyr-Lys)

Lys-Asp-OH -

Insuhn, B(Phe)-Kette25 (30) Arg-Gly 
Lys-Ala

- -

Glucagon33 
(Schwein)

(29) Arg-Arg 
Arg-Ala (1) 
Lys-Tyr

Phe-Thr(/)** 
Try-Leu (!)

a-Corticotropin 
(Schaf46, Rind48, 
Mensch107 )

(39) Arg-Try 
Arg-Arg 
Lys-Lys 
Lys-Val

Lys-Pro 
Lys-Arg

—

/»-Corticotropin37 
(Schwein)

(39) Arg-Try 
Arg-Arg 
Lys-Lys 
Lys-Val 
Lys-Arg

Lys-Pro

Cortico tropin A108 
(Schwein)

(39) Arg-Try 
Lys-Lys 
Lys-Val

Lys-Pro 
Lys-Arg 
Arg-Arg

—

Ribonucléase (A)26»65 
(Rind)

(124) Arg-Ser Lys-Phe
Arg-Asp(NH2) Lys-Ser
Arg-Glu Lys-Asp
Arg-CySO3H Lys-Asp

(NH2)(2x)
Lys-Tyr
Lys-Thr

Lys-Pro 
H-Lys-Glu

DNP-Ribonuclease 30 Arg-Glu 
Arg-Asp (NH»)
Arg-CySO3H

Lys-Pro —

Tabakmosaik-Virus 35 (157) Arg-Thr Lys-V al
Arg-Glu (NH2)
Arg-Phe
Arg-Tyr
Arg-Asp (NH2)
Arg-Heu
Arg-Arg
Arg-Ser (2 x )
Arg-Gly

Lys-Pro 
Arg-Val

der Carboxylgruppe von Lysin und Arginin, wie Ver­
suche mit synthetischen Peptiden (Tabelle 3) und iso­
lierten Peptiden (Proteinen) verschiedener Kettenlänge 
(Tabelle 4) gezeigt haben. Bei den synthetischen Pep­
tiden fällt einmal die hohe Stabilität der Peptidbindun­
gen auf, wenn Lys oder Arg aminoendständig oder auch 
an zweiter Stelle stehen105’101. Dieser hemmende Ein­

fluß der freien a-Aminogruppe wurde auch bei der 
Hydrolyse des Poly-L-Lys, das nur zu Di- und Tripep-

106 V. du Vignaud, H.C. Lawleb und E.A.Poponoe, J. Amer. 
Chern. Soc. 75 (1953) 4880. R. Acker und J. Chauvet, Biochim. Bio- 
physica Acta 12 (1953) 487, 14 (1959) 421.

107 T. H. Lee und A. B. Lerner, J. Amer. Chem. Soc. 81 (1959)6084.
108 W.F. White und W. A. Landmann, J. Amer. Chem. Soc. 77 

(1955) 1711.
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tiden abgebaut wird103, beobachtet. Verbindungen, bei 
denen die e-Aminogruppe des Lysins blockiert wurde 
(e-Z-Verbindung)9fl, und auch die Nitroargininpeptide100 
werden nicht hydrolysiert. Interessant ist auch die La­
bilität des dem Poly-L-Lysin ähnlichen S-(/î-amino- 
äthyl)L-Cystein-Polymeren104. Bei den untersuchten iso­
lierten Peptiden sind neben der Stabilität der Lys-Pro­
Bindung und der Peptidbindung mit aminoendständi­
gem Lysin die Unterschiede in der Spaltung der Lys- 
und Arg-Bindungen bei a-, /3-Corticotropin und Corti- 
cotropin A bemerkenswert. Diese hängen wahrschein­
lich mit den unterschiedlichen Hydrolysenbedingungen 
zusammen, die bei den drei Corticotropinen angewendet 
wurden37’ 46’108 (siehe auch oben).

Spezifität von Chymotrypsin

Wesentlich anders liegen die Verhältnisse beim Chymo­
trypsin. Hier scheint die Seitenkettenspezifität (Hydro­
lyse an der Carboxylgruppe von Phe und Tyr), die durch 
Versuche mit synthetischen Substraten (Tabelle 5) fest­
gelegt worden war, für höhere Peptide nicht mehr gültig 
zu sein. Wie aus Tabelle 6 ersichtlich, werden in Pep­
tiden mit mehr als 30 Aminosäureresten bei steigender 
Kettenlänge immer mehr «anormale» Bindungen ge­
spalten. Dieses läßt sich nicht einfach dadurch erklären, 
daß mit steigender Kettenlänge statistisch die Wahr­
scheinlichkeit für «anormale» Bindungen zunimmt. So 
werden im a-Corticotropin, in der Ribonucléase A und 
im Tabakmosaik-Virus sechs Peptidbindungen gespalten , 
die auch im Insulin vorkommen, aber dort vollkommen 
stabil sind. Man muß also annehmen, daß bei größeren 
Peptiden durch den Einfluß des Gesamtmoleküls die 
Hydrolyse «anormaler Bindungen» größer wird. An den 
«anormalen» Bindungen scheinen besonders Leu, Glu, 
Ala und Val beteiligt zu sein. Wie bei der Trypsinspal­
tung sind die Bindungen mit Pro (Phe-Pro, Tyr-Pro) 
und auch aminoendständiges Phe-Val (analog Lys-Glu) 
stabil.

Tabelle 5: Spezifität von a-Chymotrypsin* 
(synthetische Substrate)

* Berücksichtigt nur Aminosäurederivate.
** Wenn nicht anders angegeben, immer L-Form der Aminosäure­

reste.

A. Substrat hydrolysiert

R-Tyr-NH2** (R = Bz“, - Ac1111, =Nicm, 
= Z-Glylls)

(=AcC127, =AcF3127)
R-Tyr-NHNH2 (=Bz113)
R-Tyr-NHNOH (=Ac12t)
R-Tyr-Gly-NH2 (R = Bz114, =Ac115, = Gly116, 

= Z116, = Z-Gly116, = Z-Glu117)
H-Tyr-NH2 112, 109

R-Phe-NH2 (R = Bz141, = Acllx’126, =Nicm’ 
12ft, =Gly112, = Z-Gly112)

R-Phe-NHOH (R = Bz118, =Ac118)
R-Phe-Gly-NH2 (R = Z112, = Z-Gly116)
R-Try-NH2 (R = Ac122, =Nic111’122)
R-Tyr-OC2H6 (R = Bz109, =Ac109’125’123, 

= Z-Gly119)
R-Phe-OC2H5 (R = Bz120, = Z-Gly119)
R-Phe-OCH3 (R = Bz121)
R-Try-OC2H5 (R = Bz120, = Ac123)
R-Met-OC2H5 (R = Bz12°)
R-Arg-OCH3 (R = Bz119)

B. Substrat langsam
hydrolysiert

R-Met-NH2 (R = Nie111)
H-Phe-NH2
H-Gly-Phe-NH2
H-Gly-Gly-NH2

112

H-Gly-Tyr-Gly-NH2 117

Z-Tyr-Gly-Gly-NH2 116

y-Glu-Phe-NH2 
y-Glu-Leu-NH2

132

Bz-norLeu-OG2H5
B z-nor V al-OC2H5

128

H-Leu-OC2H5 129

C. Substrat nicht
hydrolysiert

H-D-Leu-Gly-OH,H- o-Leu-Gly-Gly-OH,H-Gly-Asp-OH,
H-AcC-Leu-OH, Tetra-Ala, Penta-Ala,
H-Gly-Gly-OH, Hepta-Gly, H-Gly-Try-OH,
H-Gly-Ala-OH,
H-Gly-Tyr-OH, AcC-Tyr-OH, Bz-Leu-Leu-Gly-OH116

Z-Gly-Leu-Gly-NH2 116

Z-Gly-Glu-Gly-NH2 116

Bz-DL-Ser-OC2H5
Bz-DL-Thr-OC2H5
Ac-DL-Thr-OC2H5

120

Nic-DL-His-NH 2 111

Bz-Ala-NH2 130

Ac-CySO3H-NH2 131

109 S. Kaufman, G.W. Schwert und H. Neurath, J. Biol. Chem. 
177 (1949) 793. S. Kaufman, G. W. Schwert und H. Neurath, Arch. 
Biochem. Biophysics 17 (1948) 203.

110 S.Kaufman und H.Neurath, J. Biol. Chem. 180 (1949) 181. 
D.W. Thomas, R. V. Mc Alister und C. Niemann, J. Amer. Chem. 
Soc. 73 (1951) 1548.

111 H.T.Huang, R.V.McAlister, D.W.Thomas und H.C.Nie- 
mann, J. Amer. Chem. Soc. 73 (1951) 3231. B.M.Iselin, H.T.Huang, 
R.V.McAlister und C.Niemann, J. Amer. Chem. Soc. 72 (1950) 
1729.

112 J.S.Fruton und M.Bergmann, J. Biol. Chem. 145 (1942) 253.
113 R.V.McAlister und C.Niemann, J. Amer. Chem. Soc. 71 

(1949) 3854.
114 M. Bergmann und J. S.Fbuton, J. Biol. Chem. 124 (1938) 321.
115 R.V.McAlister, K.M.Harmon und C.Niemann, J. Biol. 

Chem. 177 (1949) 767.
116 M.Bergmann und J.S.Fruton, J. Biol. Chem. 118 (1937) 405.
117 M. Bergmann und J. S. Fruton, Advances Enzymol. 1 (1941 ) 63.
118 B.M.Iselin, H.T.Huang und C.Niemann, j. Biol. Chem. 183 

(1950) 403.
119 G.W.Schwert, H.Neurath, S.Kaufman und J.E.Snoke, 

J. Biol. Chem. 172 (1948) 221.
120 S.Kaufman und H.Neurath, Arch. Biochem. Biophysics 21

(1949) 437.

Abkürzungen: Bz — Benzoyl-
Ac = Acetyl-
Z = Carbobenzoxy-

Nic = Nicotinyl- 
AeC = Chloracetyl- 
AcF3 — Trifluoracetyl-
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Tabelle 6: Spezifität von «-Chymotrypsin (natürliche Substrate)

« Normale » Spezifität *
« Anormale » SpezifitätPeptidbindungen 

hydrolysiert
Peptidbindungen 
nicht hydrolysiert

Ileu5-Hypertensin II133 
(Pferd)

(8) Tyr-Ileu - - -

Val5-Hypertensin I40 
(Rind)

(10) Tyr-Val Phe-His -

a-MSH45
(Schwein)

(13) Tyr-Ser
Try-Gly (Z)**

Phe-Arg - - -

/3-MSH
(Schwein41’27, Rind42
Mensch44)

(18) Tyr-Lys
Try-Gly (Z)

Phe-Arg - -

Insulin, A (Gly)-Kette50 (21) Tyr-Glu 
Tyr-CySO3H (0

- - CySO3H-Ser(Z)

Insulin, B (Phe)-Kette25 (30) Tyr-Leu
Tyr-Thr

Phe-Tyr Phe-Phe
H-Phe-Val

Leu-Tyr (1)

Glucagon (Schwein)134 (29) Tyr-Ser 
Tyr-Leu

Phe-Thr
Phe-Val

-

a-Corticotropin
(Schaf47, Rind48)

(39) Tyr-Ser (1) 
Try-Gly

Phe-Arg
Phe-Pro (1)

Tyr-Pro Leu-Glu (I) Gly-Lys
Glu(NH2)-Ala(I) Lys-Lys
V al-Lys

ß-Corticotropin37 
(Schwein)

(39) Tyr-Ser (!) 
Try-Gly

Phe-Arg Tyr-Pro Leu-Glu (I) Lys-Lys

Corticotropin A 39 
(Schwein)

(39) Tyr-Ser (!) Phe-Arg Leu-Glu (I)
Val-Lys

Ribonucléase (A)31»65 
(Rind)

(124) Tyr-Glu 
Tyr-Ser 
Tyr-Lys 
Tyr-CySO3H 
Tyr-Val

Phe-Glu 
Phe-Val 
Phe-Asp

Tyr-Pro Leu-Thr
Glu-Ala (I) 
Glu(NH2)-Lys 
Asp (NH 2)-Val

His-Ileu
Met(SO2)-Ser

Tabakmosaik-Virus35 (157) Tyr-Ser Phe-Val
Tyr-Arg Phe-Leu
Tyr-Asp Phe-Glu(2 X )
Tyr-Asp(NH2)Phe-Ser
Try-Ala Phe-Lys
Try-Lys Phe-Asp
Try-Thr

Phe-Pro Leu-Ser Thr-Val (2 X )
Leu-Ileu (3 X ) Glu(NH2)-Val
Leu-Gly (2 x )
Leu-Ala Thr-Ala
Leu-Leu Val-Arg
Leu-Leu (l)
Leu-Val (I) (2 X ) Ileu-Asp(NH,)
Glu-Glu(NHa)(I)
Thr-Glu(I)
Glu(NH2)-Ala(Z)

(I)

* Hydrolyse am Carboxylende der aromatischen Animosäuren 
und von Try.

** (l) = langsam hydrolysiert.
*** Aminosäurereste/Mol.

**** (I) — Peptidbindung bei Insulin nicht hydrolysiert.

Spezifität von Pepsin

Beim Pepsin (ähnlich auch beim Papain und Sub- 
tilisin) ist der Begriff der Seitenkettenspezifität voll­
kommen in Frage gestellt. Aus den Untersuchungen mit 
wenigen synthetischen Peptiden (Tabelle 7) läßt sich

121 E.J.Snoke und H. Neurath, Arch. Biochem. Biophysics 21 
(1949) 351.

122 H.T.Huang und C.Niemann, J. Amer. Chern. Soc. 73 (1951) 
1541.

123 G. W. Schwebt und S. Kaufman, J. Biol. Chem. 180 (1949) 517.
124 D.S.Hogness und C.Niemann, J. Amer. Chem. Soc. 75 (1953) 

884.
125 L.W. Cunningham, J. Biol. Chem. 207 (1954) 443.
126 H.T.Huang, R.J.Foster und C.Niemann, J. Amer. Chem. 

Soc. 74 (1952) 105.
127 H.J.Shine und C.Niemann, J. Amer. Chem. Soc. 74 (1952) 97.
128 E.J.Snoke, unveröffentlicht.
129 H.Goldenberg, V.Goldenberg und A.McLaren, Biochim. 

Biophysica Acta 7 (1951) 110.
130 M.Bergmann und J.S.Fruton, J. Biol. Chem. 124 (1938) 321.
131 H.F.Moweb und C. Niemann, Biochim. Biophysica Acta 25 

(1957) 420.
132 J.W. Clark-Lewis und J.S.Fruton, J. Biol. Chem. 207 (1954) 

477.
133 L.T.Skeggs, K.E.Lentz, J.E.Kahn, N.P.Shumway und K. 

R. Woods, J. Exper. Med. 104 (1956) 193.
134 W.W. Bromer, L. G. Sinn und O.K. Behrens, J. Amer. Chem. 

Soc. 79 (1957) 2798.
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Tabelle 7 : Spezifität von Pepsin (synthetische Substrate)

* Wenn nicht anders angegeben, immer L-Form der Aminosäure­
reste.

Abkürzungen :
Bz = Benzoyl-, Ac = Acetyl-, Z = Carbobenzoxy-, B = Benzyl-

A. Substrat hydrolysiert
Ac-Phe-Phe-OH * 135 [pH 1,8 bis 2,0]
Ac-Tyr-Tyr-OH 
Ac-Phe-Tyr-OH 
Z-Tyr-Phe-OH

3 h/68 % hydrolysiert

Z-Glu-Tyr-OH 
Z-GIu-Phe-OH 
Z-Glu-Tyr-Gly-OH 
Z-Phe-Glu-OH 
H-Gly-GIu-Tyr-OH

136 [pH4,0] 6h/18% hydrolysiert
24h/64% »
24h/26% »
48h/51% »
96h/93% »

Z-Tyr-CysH-OH 
Z-Tyr-Cys-OH 
Z-CysH-Tyr-OH 
Z-Cys-Tyr-OH 
Z-BS-CysH-Tyr-OH

137 [pH4,0]

H-Tyr-CysH-OH 
H-Tyr-Cys-OH 
H-CysH-Tyr-OH 
H-Cys-Tyr-OH

Z-Met-Tyr-OH
H-Met-Tyr-OH

138

B. Substrat langsam 
hydrolisiert
Z-Glu-Dijod-Tyr-OH 
Z-Glu-Glu-OH 
Z-Glu-Gly-OH 
Z-Tyr-Tyr-OH 
Z-Gly-Tyr-OH

136 [pH 4,0]

C. Substrat nicht 
hydrolysiert 
H-Glu-Tyr-OH 
Bz-Lys-NH2 
Bz-Gly-Lys-NH2 
Bz-His-NH2 
Bz-Arg-NH2

136

kaum eine bestimmte Spezifität ableiten. Sieht man da­
von ab, daß die Einheitlichkeit des Pepsins überhaupt 
angezweifelt wird (möglicherweise Gehalt an Kathep­
sin A)139, so fällt bei den synthetischen Substraten ein­
mal die sehr geringe Hydrolysengeschwindigkeit auf, 
zum anderen entspricht das außergewöhnliche pH- 
Optimum (4,0) nicht dem normalerweise üblichen (1,8 
bis 2,0) bei der viel schnelleren Hydrolyse der Prote­
ine140. Der Schluß liegt nahe, daß es sich bei diesen

135 L.Baker, J. Biol. Chem. 193 (1951) 809.
136 J.S.Fruton und M. Bergmann, J. Biol. Chem. 127 (1939) 627.
137 C. R. Harington und R.V. Pitt-Rivers, Biochem. J. 38 (1944) 

417.
138 C.A. Dekker, St. P. Taylor und J.S.Fruton, J. Biol. Chem. 

180 (1949) 155.
139 N.M. Green und H. Neurath, in The Proteins, Vol. II B, Aca­

demie Press, New York 1954, S. 1127.
140 pH-Optimum der Hydrolyse von denaturiertem Serumalbumin

(Rind) und Hämagiobin (Rind) liegt bei pH 3,5, bei den nativen
Proteinen bei pH 1,7 bis 2,0. M. Schlamowitz und L.V. Peterson,
J. Biol. Chem. 234 (1959) 3137.

synthetischen Peptiden gar nicht um echte Substrate 
für Pepsin handelt. Nur bei Acetyl-Phe-Phe, Acetyl­
Tyr-Tyr u. a. läßt sich eine gewisse Spezifität feststellen. 
Wie wenig durch die synthetischen Substrate die Spezi­
fität des Pepsins definiert ist, zeigt Tabelle 8. Nur ein 
kleiner Teil der hydrolysierten Bindungen entspricht 
etwa den Bindungen, wie sie in dem synthetischen Sub­
strat vorliegen («normale» Spezifität). Viel größer ist die 
Zahl der anormalen Bindungen, die gespalten wurden, 
bzw. die «normalen» Peptidbindungen, die nicht an­
gegriffen wurden. Zum Unterschied von Chymotrypsin 
zeigt sich die Anormalität schon bei kleinen Peptiden. 
Aus den Daten der wenigen untersuchten Peptide läßt 
sich aber die wirkliche Spezifität nicht ableiten. Diese 
scheint auch hier, wie schon mehrfach erwähnt, in un­
bekannter Weise von der Struktur des Gesamtmoleküls 
abzuhängen. Außer in der Nachbarschaft der aroma­
tischen Aminosäuren zeigt sich auch eine gewisse Labi­
lität der Peptidbindungen von Leu, Glu, Ala, Val (ähn­
lich wie beim Chymotroypsin).

Spezifität von Cb

Bei den Peptidasen spaltet Cb A141, 84,85 (Tabelle 9) 
vom Carboxylende her besonders leicht Aminosäuren 
mit großen Seitenketten, z.B. die aromatischen Amino­
säuren, Leucin usw., ab, während Gly außerordentlich 
schwer freigesetzt wird142. Auch die zweitletzte Amino­
säure hat einen gewissen Einfluß auf die Spaltungs­
geschwindigkeit (z.B. Glu hemmend). Voraussetzung 
für die Abspaltung der endständigen Aminosäure ist 
neben der L-Form der letzten und vorletzten Amino­
säure (Ausnahme: Dipeptide z. B. NH2-D-Leu-Tyr-OH 
gespalten144) die freie Carboxylgruppe (Amide nicht 
hydrolysiert). Eine freie a-Aminogruppe wirkt sich un­
günstig aus (NH2-Gly-Tyr-OH langsam hydrolysiert). 
Durch Cb A werden die basischen Aminosäuren nicht 
freigesetzt, im Gegensatz zu Cb B143, die spezifisch nur 
Lys und Arg abspaltet (Tabelle 9).

Spezifität von LAP

Bei LAP145 besteht eine ähnliche Abhängigkeit der 
Spaltungsgeschwindigkeit (Spaltung vom Aminoende 
her) von der Größe der Seitenketten (Leu schnell, Gly 
sehr langsam hydrolysiert) wie bei Cb148, 147 (Tabelle 10). 
Auch die zweite Aminosäure und das Gesamtmolekül 
(größere Peptide besser hydrolysiert) beeinflussen die 
Hydrolyse. Eine endständige D-Aminosäure wird nicht 
abgespalten. Pro wird, wenn es aminoendständig steht,

141 E. Waldschmidt-Leitz und A. Purr, Ber. dtsch. chem. Ges. 62 
(1929) 956.

142 E.L. Smith, Advances Enzymol. 12 (1951) 233.
143 J.E.Folk und J.A.Gladner, J. Biol. Chem. 231 (1957) 379. 
144 S. Yanari und M.A.Mitz, J. Amer. Chem. Soc. 79 (1957) 1150. 
145 E.L. Smith, Advances Enzymol. 12 (1951) 196.
146 E.L.Smith und D.H. Spackman, J. Biol. Chem. 212 (1955) 271. 
147 R.L.Hill und E.L.Smith, J. Biol. Chem. 224 (1957) 209.
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Tabelle 8: Spezifität von Pepsin (natürliche Substrate)

«Normale » Spezifität*
«Anormale Spezifität»Peptidbindungen 

hydrolysiert
Peptidbindungen 
nicht hydrolysiert

HSH43 
(Schwein)

(18) His-Phe
Phe-Arg (1)** Pro-Tyr 

Tyr-Lys
Glu-His (/)

Insulin, A(Gly)-KetteM (21) Leu-Tyr
Tyr-Glu (/)

Asp-Tyr
Tyr-CySO3H

Leu-Glu
Glu-Asp 
Glu-Glu(Z)
Val-CySO3H (Z) 
Glu-Leu (Z)

Insulin, B (Phe)-Kette25 (30) Tyr-Leu 
Phe-Phe 
Phe-Tyr 
Phe-Val (Z) 
Leu-Tyr (Z) 
Gly-Phe(Z)

Tyr-Thr Glu-His (Z) 
Glu-Ala(Z) 
Leu-Val 
Ala-Leu (!)

a-Corticotropin46 (39) Ala-Phe 
Phe-Pro 
Glu-Phe

Ser-Tyr 
Tyr-Ser 
His-Phe 
Phe-Arg 
Val-Tyr 
Tyr-Pro

Asp-Asp 
Glu-Ala (2 x ) 
Ala-Ser 
Ser-Glu 
Asp-Glu 
Ala-Ser 
Glu-His (Z)

jS-Corticotropin36 (39) Glu-Phe 
(Phe-Pro)

Ser-Tyr 
Tyr-Ser 
His-Phe 
Phe-Arg 
Val-Tyr 
Tyr-Pro

Glu-Asp 
Glu-Leu 
Asp-Glu 
Leu-Ala

Corticotropin A 39 (39) Phe-Pro
Glu-Phe

Ser-Tyr 
Tyr-Ser 
His-Phe 
Phe-Arg 
V al-Tyr 
Tyr-Pro

Glu-His
Leu-Ala
Asp-Asp

Ribonucléase51’63»150 (124) Phe-Glu 
Thr-Phe 
Phe-Val 
Tyr-Val 
Phe-Asp

Asp(NH2)-Tyr Lys-Tyr
Tyr-CySO.H CySO.H-Tyr
CySO3H-Tyr Tyr-Lys
Tyr-Glu(NH2) Pro-Tyr 
Tyr-Ser
Tyr-Pro

Ala-Ala 
Leu-Ala 
Glu(NH2)-Ala 
Val-Ala

Tabakmosaik-Virus35 (157) Tyr-Ser 
Phe-Val 
Phe-Leu 
Glu(NH,)Phe 
Phe-Glu 
Glu(NH2)Phe

Phe-Lys 
Asp-Phe 
Tyr-Asp 
Ser-Tyr 
Tyr-Asp 
Phe-Glu

Glu(NH2)-Phe 
Val-Phe 
Phe-Ser 
Arg-Phe 
Phe-Pro 
Val-Tyr

Arg-Tyr 
Ser-Phe

Leu-Ser Ala-Arg
Leu-Ileu(3 x ) Ala-Val 
Leu-Ala Ala-Ileu
Leu-Gly(2 X ) Val-Try
Leu-Leu(2 X ) Val-Asp
Leu-Val Asp-Pro(2 x )

(0
Glu-Leu(2 x ) Asp-Ileu 
Glu(NH2)-Ala Thr-Val 
Glu-V al Thr-Ala
Glu(NH2)-Val
Ala-Try
Ala-Leu

* Spezifität abgeleitet aus Versuchen mit synthetischem Substrat 
(Spaltung hauptsächlich am Amino- und Carboxylende der aro­
matischen Aminosäuren).

** (D — langsam hydrolysiert.
* * * Aminosäurereste /Mol.

langsam freigesetzt; es verhindert aber die Abspaltung 
der endständig stehenden Aminosäure, wenn es an zwei-

ter Stelle steht (Peptidbindung mit der Imino-Gruppe 
ohne freies H-Atom).

Mit den oben erwähnten Beispielen, die in keinei 
Weise ein vollständiges Bild geben, ist der Anwendungs­
bereich der proteolytischen Fermente noch nicht er-
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Tabelle 9: Spezifität von Carboxypeptidase A142 und B143 
(synthetische Substrate)

* Proteolytischer Koeffizient (C') (Reaktion erster Ordnung).
** Hip-Lys-OH — 100 (Vergleichswerte).

Abkürzungen :
Z = Carbobenzoxy-, Bz = Benzoyl-, Hip = Hippuryl-

Carboxypeptidase A 
(oder Gemisch Carboxy­

peptidase A+ B)
Carboxypeptidase B

Z-Gly-Phe-OH 
Z-Gly-Tyr-OH 
Z-Gly-Try-OH 
Z-Gly-Leu-OH 
Z-Gly-Met-OH 
Z-Gly-Ileu-OH 
Z-Gly-Ala-OH 
Z-Gly-Gly-OH

12-14* 
6,2,7,0 
4,7
2,6
1,2 
0,54 
0,038 
0,0024

Hip-Lys-OH 
Hip-Arg-OH 
Hip-Orn-OH 
Hip-Pro-Lys-OH 
e-N-(Z-Gly)-Lys-OH 
Hip-D-Lys-OH 
Hip-Lys-NH, 
Bz-Lys-Gly-OH

(100)** 
(72) 
(30) 
(0,4) 
(0) 
(0) 
(0) 
(0)

Z-Ala-Phe-OH
Z-Ala-Tyr-OH

11,0
6,3

Z-Glu-Phe-OH 
Z-Glu-Tyr-OH 
Z-Glu-Met-OH

0,8
0,5 
0,073

Z-Try-Ala-OH 
Z-Try-Gly-OH 
Z-Try-Pro-OH

0,12 
0,0068 
0,0025

Z-Gly-Pro-OH 
H-Gly-Tyr-OH

0 
(sehr 
langsam)

schöpft. Bei der Strukturaufklärung weiterer Peptide 
und Proteine, besonders bei Verwendung neuer bis 
heute unbekannter Enzyme, werden in Zukunft viele 
Anwendungsrnöglichkeiten gegeben sein. Ebenso werden 
sie eine noch breitere Verwendung bei der Reinheits­
prüfung von synthetischen Peptiden finden. Auch die 
wichtige Frage der Spezifität bedarf intensiver grund­
legender Untersuchungen. Hier können besonders in 
Verbindung mit den synthetischen Peptiden Fort­
schritte erzielt werden. Durch systematischen Vergleich 
des Verhaltens von synthetischen großen und kleinen 
(in der Aminosäuresequenz gleichen) Peptiden gegen­
über Enzymen ist es möglich, bisher verborgene Ein­
flüsse auf die Spezifität zu erkennen. Bis heute liegen 
hier nur zwei Arbeiten bezüglich der «anormalen» Spe-

Tabelle 10: Spezifität von Leucinaminopeptidase146 
(synthetische Substrate)

* Vergleichswerte, H-Leu-Leu-OH = 100.

H-Leu-Leu-OH 100*
H-Leu-Ileu-OH 64
H-Leu-Val-OH 53
H-Leu-Ala-OH 64
H-Leu-Gly-OH 86
H-Leu-Phe-OH 26
H-Leu-Tyr-OH 20

H-Ala-Leu-OH 93
H-Ala-Gly-OH 9,4

H-His-Gly-OH 40

H-Gly-Leu-OH 10
H-Gly-Tyr-OH 3,6
H-Gly-Gly-OH 1,1
H-Gly-Pro-OH 0

H-Pro-Gly-OH 2,4

H-Leu-D-Leu-OH 0,7
H-D-Leu-Gly-OH 0
H-D-Leu-Tyr-OH 0

zifität von Chymotrypsin vor. So konnte Zahn148 zei­
gen, daß bei dem Insulinpeptid Gly-Phe-Phe-Tyr ent­
sprechend dem Insulin die Phe-Phe-Bindung nicht hy­
drolysiert wird und im Peptid Ala-Leu-Tyr-Leu-Val die 
Leu-Tyr-Bindung (langsam) «anormal» gespalten wird. 
Die andere von Chymotrypsin «anormal» hydrolysierte 
CySOsH-Ser-Bindung des Insulins war von Niemann149 
untersucht worden. Er fand, daß beim analogen N- 
Acetyl-Cysteinsäure-carbonsäureamid im Gegensatz da­
zu die Amidgruppe nicht abgespalten wird. Diese Sta­
bilität schrieb er dem zu kleinen Substratmolekül zu, 
mit dem sich das Enzym mit seinem sogenannten Kom­
binationszentrum und seinem katalytischen Zentrum, 
die einen gewissen Abstand voneinander haben, nicht 
gleichzeitig verbinden kann. Diese Hypothese würde 
den oben für die Spezifität wiederholt als wichtig an­
gesehenen Einfluß des Gesamtmoleküls auch von Seiten 
des Enzyms in interessanter Weise ergänzen.

148 H. Zahn und N. H. LaFrance, Liebigs Ann. Chem. 630 (1960) 37.
149 H.F. Mover und C. Niemann, Biochim. Biophysica Acta 25 

(1957) 420.
150 C.B.Anfinsen, J. Biol. Chem. 196 (1952) 201, 221 (1956) 405.




