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Die Verwendung enzymatischer Reaktionen
fiir die Reinheitspriifung und Strukturaufklirung von Peptiden und Proteinen'*

Von H.ZUBER

Forschungslaboratorien der CiBa Aktiengesellschaft, Basel,
Pharmazeutische Abteilung

Seit der grundlegenden Insulinarbeit von SANGER vor
zehn Jahren spielen die proteolytischen Fermente eine
entscheidende Rolle bei der Strukturaufklirung von
Peptiden und Proteinen?2. Mit ihrer Hilfe gelingt es ndm-
lich, die Polypeptide sehr spezifisch und schonend in
definierte Peptidfragmente verschiedener Grofle zu zer-
legen. Dadurch ist auch eine Moglichkeit gegeben, an
groflere Peptide und sogar an Proteine analytisch heran-
zugehen. Von den Proteasen (Endopeptidasen) — ver-
schiedene sind jetzt in ziemlich reinem Zustand zuging-
lich - sind hauptsichlich Trypsin, Chymotrpysin und
Pepsin verwendet worden. Daneben haben sich auch
Subtilisin3:4.43, Papain®8, Schimmelprotease (Asper-
gillus oryzae)> 7 bewihrt. Vermutlich wird die Zahl der
fiir analytische Zwecke verwendbaren Enzyme entspre-
chend ihrer Reindarstellung weiter anwachsen (z.B. die
intracelluliren Fermente wie die Kathepsine® 9, die Pflan-
zenproteasen!?, die Bakterienproteasen!! oder auch die
Schlangengifte!*13). Sehr vielversprechend sind z. B.

* Verwendete Abkiirzungen: Carboxypeptidase = Cb; Leucin-
aminopeptidase = LAP; Dinitrophenyl- = DNP-, abgekiirzte
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auch solche, die eine hohe Spezifitit besitzen, etwa
Thrombin!4, Fibrinolysin (Plasmin)!%° Renin!® und
Kallikrein!? 13, Daneben erwiesen sich von den Pepti-
dasen Carboxypeptidase und Leucinamino-peptidase als
sehr geeignet zur Ermittlung der endstindigen Amino-
sduren und zur Bestimmung der optischen Konfiguration
der Aminosédurereste. Auch mit p- und L-Aminosiure-
oxydase!® konnten die L- oder p-Formen der Amino-
sduren festgelegt werden. SchlieBlich wurden die Prote-
asen sowie Cb und LAP auch bei synthetischen Peptiden
zur Lésung verschiedener Probleme eingesetat.

Anwendung der Enzyme
Strukturaufklirung von Peptiden und Proteinen

Die Verwendung der Proteasen und Peptidasen - ich
mochte mich im Rahmen dieser Ubersicht nur auf Tryp-
sin, Chymotrypsin, Pepsin, Cb und LAP beschrinken -
ist im Prinzip in dem Schema Abb.1 wiedergegeben.
Man geht meistens so vor, dal 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 geniigend kleinen Peptidbruchstiicken
deren Sequenz bestimmt. Gréflere Peptide miissen durch
eine zweite Partialhydrolyse weiter zerlegt werden. Aus
den Bruchstiicken wird dann in geeigneter Weise die
Gesamtsequenz abgeleitet. Polypeptide und Proteine
mit Disulfidbriicken werden meist erst nach Oxydation
mit Perameisensdure (Insulin!®, Ribonuclease A20) ab-
gebaut, da erst dann der hydrolyse-hemmende Einfluf}
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phorese oder Papierchromatographie trennen?’. Sehr
wirkungsvoll hat sich auch bei der Auftrennung der
Peptide des a- und $-MSH die Kombination Papier-
elektrophorese (pH 6,5 bzw. 3,5) und Papierchromato-
graphie erwiesen?l,27.42,43,44,45 Selbst fiir das Peptid-
gemisch des komplizierteren a-Corticotropin 647,48 war
diese Methode noch ausreichend. Ebensogut hat sich bei
der Strukturaufklirung des [-Corticotropins® durch
die Cyanamid-Gruppe und auch beim Tabakmosaik-
Virus3% 49 die Gegenstromverteilung in Kombination mit
der Papierchromatographie bewihrt. Es konnte im er-
steren Fall eine quantitative Trennung der Peptidspalt-
produkte (Trypsin-, Chymotrypsin- und Pepsinabbau)
erreicht  werden. Bei grofleren Polypeptidmolekiilen
wird aber zur Vorfraktionierung der komplexen Peptid-
gemische eine zusitzliche Verwendung von Ionenaus-
tauschern notwendig sein. Schon SANGER!® 2550 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 Glucagon® und Ribonuclease?26: 3%
51,52 hat sich der saure und schwach vernetzte Ionen-
austauscher Dowex 50-X2 als geeignet erwiesen. Gréflere
Peptide vom Pepsinabbau der Ribonuclease ! lielen sich
noch besser an IRC-50 trennen. Bei der Sequenzbestim-
mung von Tabakmosaik-Virus3 5 wurde neben Dowex
50-X2 auch Dowex 1-X2 mit Erfolg verwendet.

c) Bestimmung der Aminosiurezusammensetzung und
Sequenz in den Spaltprodukten

Die Bestimmung der Aminosidurezusammensetzung
(DNP-Methode nach LEvVY %, Automat nach MooRE und
STEIN%), die Ermittlung der Endgruppen (chemisch:
DNP-Methode%, Hydrazinolyse®; enzymatisch: LAP
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65 (1957) 246. ,
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und Cb5 und schlieflich Sequenzbestimmung durch
weitere enzymatische Hydrolyse, Sdurepartialhydrolyse
oder Edman-Abbau® % liefern dann die Struktur der
Peptidfragmente. Gleichzeitig wird auch durch das mog-
lichst ganzzahlige Molverhiltnis und durch die End-
gruppen ihre Einheitlichkeit bewiesen.

d) Ableitung der Primdrstruktur des Ausgangspeptides

Durch geeignete Kombination der Peptidfragmente
a6t sich die Sequenz des Gesamtpeptides ableiten. Bei
der Rekonstruktion der urspriinglichen Polypeptid-
kette ist aber darauf zu achten, daf} gerade bei groieren
Peptiden durch die nicht gleichmiBige Spaltung des
Peptidmolekiils (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
urspriinglichen Aminosduresequenz. Nur im Idealfall
1Bt sich die Reaktion so lenken, dal pro Aminoséure-
sequenz nur ein Peptidfragment enisteht. Auch die
quantitative Fraktionierung des Peptidgemisches3® lif3t
sich selten erreichen. Die Summe der Gewichte der
Peptidfragmente muf} dann mit der eingesetzten Menge
an Gesamtmolekiil iibereinstimmen. Ist dieses der Fall,
so ist dieses die einfachste Methode, um die Richtigkeit
der Gesamtsequenz zu iiberpriifen. In den meisten Fil-
len werden aber nur Teilmengen der Peptide isoliert. Die
Fragmente miissen aber dann nach einer hypothetischen
Formel zusammengesetzt werden.

Bei kleinen Peptiden geniigen meistens nur wenige
Daten, um zur Sequenz zu kommen. Der Abbau des
Val®>-Hypertensin I mit Chymotrypsin?® 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) lifit sich die Gesamt-
sequenz Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-His-Leu ab-
leiten. Komplizierter wird die Situation bei gréfleren
Peptiden. Hier kann man nur durch Kombination der
Spaltprodukte, die nach verschiedenen Abbaumethoden
(verschiedene Enzyme, Sdurehydrolyse) gewonnen wur-
den, zu einer Gesamtstruktur kommen. Durch die ver-
schiedenen Enzyme entstehen verschieden grofle Bruch-
stiicke, die meistens sich iiberschneidende, gemeinsame
Aminosiuresequenzen besitzen. Durch diese Uberschnei-
dungen wird dann die gegenseitige Zuordnung der Pep-
tidfragmente moglich. Ein Idealfall liegt z. B. bei §-

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.
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CONRAT, J. Amer. Chem. Soc. 76 (1954) 3606. J.1. Harr1s, 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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MSH#%-4 vor. Hier liegen die durch Chymotrypsin und
Trypsin hydrolysierten Peptidbindungen direkt neben-
einander (-:- Pro-Tyr-Lys-Met --- und --- His-Phe-Arg-

: tot
Try-Gly ---), wodurch eine einfache Zuordnung der ent-

standenen Peptide maglich ist. Im allgemeinen liegen
aber diese Uberschneidungen nicht so giinstig. Doch
kann man meistens die Reihenfolge der kleinen Peptid-
fragmente durch Vergleich mit gréfleren Peptiden, so-
genannten Briickenpeptiden, festlegen. Hierbei ist es von
Vorteil, die Briickenpeptide mit leicht nachweisbaren
Aminosduren zu markieren. Besonders gut geeignet
scheint Arginin (Sakaguchi-Reaktion) zu sein®. Gelingt
es noch beim Trypsinabbau, nach Blockierung der e-
Aminogruppen des Lysins nur kleine Arginin-Peptide
(Arginin carboxylendstindig) zu erzeugen, so ist deren
Zuordnung zu den mit Arginin markierten Briicken-
peptiden (aus Chymotrypsinabbau oder Pepsinabbau)
besonders einfach3"%. Neben diesem Hilfsmittel der
Briickenpeptide lassen sich auch mit Hilfe von amino-
oder carboxylendstindigen Peptiden oder auch mit
Peptiden, deren Stellung durch Aminosduren, die nur
einmal im Molekiil vorkommen, festgelegt ist, gewisse
Reihenfolgen bestimmen.

e) Charakterisierung der Disulfidbriicken

Ein weiteres immer wichtiger werdendes Problem bei
der Strukturaufklirung von Peptiden und Proteinen ist
die Bestimmung der Lage der Disulfidbriicken zwischen
verschiedenen Polypeptidketten. Im Gegensatz zur
Saurepartialhydrolyse, bei der bei hoher Saurekonzen-
tration ein starker Disulfidaustausch stattfindet, scheint
der enzymatische Abbau zum schonenden Herausspalten
der Cystinbriickenpeptide besonders geeignet zu sein.
SANGER®® konnte beim intakten Insulin mit Chymotryp-
sin unter Zusatz von N-Athylmaleinimid von den drei
Cystinbriicken eine Briicke (A Kette 20 — B Kette 19)
als Peptid herausspalten und identifizieren. Leider wa-
ren die beiden anderen Cystine aus dem unléslichen
Restpeptid (« Core») infolge Fehlens von Chymotrypsin-
labilen Bindungen nicht herausgelost worden. Doch
konnte dieses Peptid mit Siure zur Bestimmung der
beiden restlichen Cystinbriicken ohne wesentlichen Di-
sulfidaustausch weiter abgebaut werden. Nach der Hy-
drolyse wurden die Cystinbriickenpeptide mit der Elek-
trophorese (pH 6,5 und pH 3,7) vorfraktioniert. Die
Peptide mit der freien Aminogruppe des Cystins haben
namlich infolge des ungewdhnlich niederen pK-Wertes
der Aminogruppe des Cystins eine stirkere Elektro-
negativitit als die anderen Cystinpeptide, bei denen an-
dere Aminosduren aminostindig stehen. Nach der Oxy-
dation der Cystinpeptide mit Perameisensiure kann
dann nach erneuter Elektrophorese der Cysteinsiure-

59 C.B.ANFINSEN, M.SELA und H.TritscE, Arch. Biochem. Bio-
physics 65 (1956) 156. C.H.L1 und L.Bertscu, J. Biol. Chem. 235
(1960) 2638.

60 A.P.RYLE, F.SANGER, L.F.SmiTh und R. Kirra1, Biochem. J. 60
(1955) 541.
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peptide deren Struktur nach den iiblichen Methoden be-
stimmt werden. In neuerer Zeit wurden bei der Fest-
legung der Disulfidbriicken in Ribonuclease 22 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 héher) und die hohe
Guanidiniumchlorid-Konzentration den Disulfidaus-
tausch begiinstigen, 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 anschliefenden Hydrolyse durch
Chymotrypsin und Trypsin kombiniert, um zu kleinern
Bruchstiicken zu gelangen. Die Reaktion konnte jetzt
bei pH 6 ohne Zusatz von Guanidiniumchlorid erfolgen,
so daf} auch hier kein Disulfidaustausch befiirchtet wer-
den mufite. Die weitere Fraktionierung der Cystinpep-
tide bzw. der oxydierten Cysteinsdurepeptide gelang mit
Dowex 50-X2. Auf diese Weise konnten die vier Disulfid-
briicken ermittelt werden. Auch Subtilisin? 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 hydrolysiert®. So konnten
nach Spaltung des Insulins mit Schimmel-Protease® in
den Glutamin- bzw. Asparaginpeptiden nach Siure-
hydrolyse mit der Mikroammoniakbestimmung nach
Conway® die Amidgruppen quantitativ bestimmt wer-
den. Beim Glucagon® lieBen sich die Amidgruppen dhn-
lich nachweisen. Eine andere Methode®, auch beim
Glucagon angewendet, beruht auf dem Vergleich der mo-
laren Mengen (Analyse von MooORE und STEIN) von
Glutaminsdure und Asparaginsidure nach Hydrolyse mit
LAP und mit Saure (Totalhydrolyse). In den Ribo-
nuclease-Peptiden® wurde nach Abbau mit LAP oder
Cb freies Glutamin bzw. Asparagin mit der automati-
schen Aminosiurebestimmungsapparatur (MooRE und
STEIN) quantitativ bestimmt. Aus Oxytocin und Vaso-
pressin konnten durch Behandlung mit Papain® 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.

61 J.S.FRUTON, J. Biol. Chem. 165 (1946) 333.

52 K.BAILEY, Biochem. J. 31 (1937) 1406. E.J.CoNwAY, Micro-
diffusion Analysis and Volumetric Error, Lockwood, London 1950.

63 W.W.BRroMER, L.G.SINN und O.K.BEeHRENS, J. Amer. Chem.
Soc. 79 (1957) 2807. }

8 R.L.H1LL und E.L.Sm1TH, Biochem. Biophysica Acta 31 (1959)
257.

65 Verwendung von Chymotrypsin durch Sidulenchromatographie
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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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 werden’. ScHwARrz et al.”®, die auch vor-
schlagen, daf} bei der Peptidsynthese jedes Zwischen-
produkt auf optische Reinheit gepriift werden sollte,
differenzierten die D- und L-Formen der Aminosduren
durch Hydrolyse der Peptide mit LAP, Cb, Trypsin und
Chymotrypsin. Borssonnas et al.® 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). SchlieBlich konnte beim Val®-
Hypertensin II dessen optische Reinheit (bis auf His)
durch analogen Abbau (wie beim natiirlichen Peptid)
mit Chymotrypsin, Trypsin, Cb, LAP bewiesen werden 8.

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 Spezifitdt des Enzyms.

Reinheit des Enzyms

Es ist von groBer Wichtigkeit, nur solche Proteasen
zu verwenden, die geniigend rein sind, damit bei der
Hydrolyse nur ihre eigene Spezifitit zur Wirkung
kommt. Die kiuflichen kristallinen Chymotrypsin-
priparate sind im allgemeinen geniigend rein, beson-
ders nach mehrmaligem Umkristallisieren. Doch ist ge-
rade beim Chymotrypsin wegen der noch nicht eindeutig
definierten Spezifitit bei hoheren Peptiden dessen Rein-
heit schwer zu beweisen®®. Das kidufliche kristalline
Trypsin ist, auch wenn es dreimal umkristallisiert
wurde, auflerordentlich schwer von chymotryptischer
Aktivitit zu befreien (meist etwa 0,2%). Es empfiehlt
sich, in jedem Fall den Gehalt an Chymotrypsin zu be-
stimmen. Beim Glucagon?3% 8 wurde der Titer durch
Umsatz mit N-Benzoyl-pr-Phenylalanin-3-naphthyl-
ester und bei der Ribonuclease durch Umsatz mit Gly-
Phe-Amid bestimmt?6. Um die Spuren Chymotrypsin
zu entfernen, kann man mit verdiinnter Siure behan-
deln®-8 (24 h, 37°C, N/16 HCI). Reines Trypsin 14t
sich vielleicht auch aus Trypsinogen gewinnen®. Die
Reinheit von Pepsin, Papain und Subtilisin kann bis

FURLENMEYER, M. E. WooLNER, E.T.ScHWARTZ und TH.A.THOMP-
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soN und E.Scawartz, J. Amer. Chem. Soc. 79 (1957) 6087. K. Hok-
MANN, M. E. WooLNER, HARUAKI YAJIMA, G. SPUHLER, TH. A. THOMP-
soN und E.T.Scawarrz, J. Amer. Chem. Soc. 80 (1958) 6458.

78 K. HoFMANN, M. E. WoOLNER, G.SPUHLER und E.T.SCHWARTZ,
J. Amer. Chem. Soc. 80 (1958) 1486.

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

8 R.A.BoissonNAs, StT.GurTMANN, R.C.HUGUENIN, P.A.JaA-
QUENOUD und E.SANDRIN, Helv. Chim. Acta 41 (1958) 1867.

81 B. RINIKER, unveréflentlicht.

52 H.A.RavIN, P.BERNSTEIN und A.M.SELIGMAN, J. Biol. Chem.
208 (1954) 1.

8 F.A.ANDERER, E. WEBER und H.Unric, Z. Naturforsch. 15b
(1960) 79.:
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heute wegen ihrer wenig definierten Spezifitit nicht
nachgewiesen werden (Einheitlichkeit nur im physika-
lisch-chemischen Sinne beweisbar). Die im Handel
erhiltliche Cb, hergestellt nach der Methode von
Anson®% 85, diirfte hauptsichlich Carboxypeptidase A
sein. Doch sind auch schon Gemische von Carboxy-
peptidase A und B verwendet worden3> %, Wie von
FoLk und GLADNER u. a.86 beschrieben, ldft sich auch
Carboxypeptidase B in ziemlich reiner Form herstellen.
Stérungen durch Proteasenverunreinigungen lassen sich
durch groBen UberschuB an Diisopropylfluorphosphat
(50fach) ausschalten. LAP ist nach der Methode von
SmiTH® in reiner Form zuginglich. Fiir viele Zwecke
geniigt auch ein LAP-Priiparat, das nicht durch Elektro-
phorese (8. Stufe) gereinigt wurde®.

Auch die Einheitlichkeit des Substrats ist eine der
Voraussetzungen fiir klare Resultate. Meistens 143t sich
die Einheitlichkeit der isolierten Peptide oder Proteine
durch quantitative Aminosaurebestimmung (ganzzahli-
ges Molverhiltnis) und durch Endgruppenanalyse be-
weisen. Auch wenn ein Peptid nicht ganz rein ist, lifit
sich unter Beriicksichtigung des molaren Verhiltnisses
der Aminosduren (geringe Mengen und Spuren anderer
Aminosduren werden vernachlissigt) seine Sequenz noch
bestimmen %5,

Spezifitit der Enzyme

Ein ungeléstes Problem ist bis heute die Spezifitit der
Proteasen geblieben. Gerade heute scheint es, nachdem
auch Untersuchungen an groflen Peptiden vorliegen,
notwendig zu sein, diesen Begriff neu zu definieren. Es
scheint auch, daBl der schon von E.FiscHER®® aufge-
stellte Satz: «Die Spaltbarkeit einer Peptidbindung ist
eine Funktion der Zahl, Konstitution, Konfiguration
und Reihenfolge der Aminosiure», erst heute seine volle
Giltigkeit erlangen wird. Historisch gesehen machte der
Begriff der Spezifitit 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.

8 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.

8 J.E.FoLx 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.
Fork, K.A.P1ez, 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.PEcHERE, G.H.Dixo~N, R.H.MAYBURY
und H.NEURATH, J. Biol. Chem. 233 (1958) 1364.

87 E.F.JANsEN, M.D.F.NurTIiNG, R.JANG und A.K.BarLs, J.
Biol. Chem. 179 (1949) 189. E.F. JanseN, M. D.F.NurtInG, R. JaNG
und A.K.BaLws, J. Biol. Chem. 179 (1949) 201.

8 D.H.SpackMAN, E.L.SmiTH und D.M.Brown, J. Biol. Chem.
212 (1955) 255.

8 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.F1scHER und A.LUNIAK, Ber.
disch. chem. Ges. 42 (1909) 4752.
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Tabelle 9: Spezifitit von Carboxypeptidase A42 und B143
(synthetische Substrate)

Carboxypeptidase A
(oder Gemisch Carboxy-
peptidase A -+ B)

Carboxypeptidase B

Z-Gly-Phe-OH | 12-14* | Hip-Lys-OH (100)**
Z-Gly-Tyr-OH | 6,2,7,0 | Hip-Arg-OH (72)
Z-Gly-Try-OH | 4,7 Hip-Orn-OH (30)

Z-Gly-Leu-OH | 2,6
Z-Gly-Met-OH | 1,2

Hip-Pro-Lys-OH (0,4)
&-N-(Z-Gly)-Lys-OH| (0)

Z-Gly-Ileu-OH | 0,54 Hip-p-Lys-OH 0)
Z-Gly-Ala-OH | 0,038 Hip-Lys-NH, 0)
Z-Gly-Gly-OH | 0,0024 Bz-Lys-Gly-OH (0)

Z-Ala-Phe-OH | 11,0
Z-Ala-Tyr-OH | 6,3

2-Glu-Phe-OH | 0,8
Z-Glu-Tyr-OH | 0,5
Z-Glu-Met-OH | 0,073
Z-Try-Ala-OH | 0,12
Z-Try-Gly-OH | 0,0068

Z-Gly-Pro-OH | 0
H-Gly-Tyr-OH | (sehr |
, langsam)‘

* Proteolytischer Koeffizient (C’) (Reaktion erster Ordnung).
** Hip-Lys-OH = 100 (Vergleichswerte).
Abkiirzungen:
7 = Carbobenzoxy-, Bz = Benzoyl-, Hip = Hippuryl-

schopft. Bei der Strukturaufklirung weiterer Peptide
und Proteine, besonders bei Verwendung neuer bis
heute unbekannter Enzyme, werden in Zukunft viele
Anwendungsmaéglichkeiten gegeben sein. Ebenso werden
sie eine noch breitere Verwendung bei der Reinheits-
priifung von synthetischen Peptiden finden. Auch die
wichtige Frage der Spezifitit bedarf intensiver grund-
legender Untersuchungen. Hier kénnen besonders in
Verbindung mit den synthetischen Peptiden Fort-
schritte erzielt werden. Durch systematischen Vergleich
des Verhaltens von synthetischen groBlen und kleinen
(in der Aminosduresequenz gleichen) Peptiden gegen-
iiber Enzymen ist es moglich, bisher verborgene Ein-
fliisse auf die Spezifitit zu erkennen. Bis heute liegen
hier nur zwei Arbeiten beziiglich der «anormalen» Spe-
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Tabelle 10: Spezifitiit von Leucinaminopeptidase 146
(synthetische Substrate)

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

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

zifitit von Chymotrypsin vor. So konnte ZAHN!48 zei-
gen, dall 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
CySO;H-Ser-Bindung des Insulins war von NIEMANN 149
untersucht worden. Er fand, daB beim analogen N-
Acetyl-Cysteinsédure-carbonsdureamid im Gegensatz da-
zu die Amidgruppe nicht abgespalten wird. Diese Sta-
bilitiit schrieb er dem zu kleinen Substratmolekiil 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 wiirde
den oben fiir die Spezifitit wiederholt als wichtig an-
gesehenen Einflufl des Gesamtmolekiils auch von seiten
des Enzyms in interessanter Weise erginzen.

148 H.ZaBN und N. H. LA FRANCE, Liebigs Ann. Chem. 630 (1960) 37.

140 H.F.Mover und C.NIEMANN, Biochim. Biophysica Acta 25
(1957) 420.

150 C, B. ANFINSEN, J. Biol. Chem. 196 (1952) 201, 221 (1956) 40S.





