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Trisaccharid der Anordnung 3-0-3-p-galaktopyranosyl-
4-0--p-galaktopyranosyl-O-f-p-xylopyranosyl an Se-
rin- und Threonin-Reste des Polypeptids gebunden.
Viele solcher Heteropolysaccharide sind an der Poly-
peptidkette(n) angeheftet.

Die andere Klasse, die eigentlichen Glykoproteine,
haben keine kurzen, serienmifig angeordneten «repeat-
ing units», und das Molekulargewicht einer Kohlehydrat-
gruppe dieser Klasse mag sich zwischen 180 und etwa
2500 bewegen. Fast alle Zucker-Eiweif3-Verbindnungen
dieser Klasse haben verzweigte Kohlenhydratgruppen.
Die hiufigsten Zuckerkomponenten der Glykoproteine
sind p-Galaktose, p-Mannose, L-Fukose, N-Acetylglucos-
amin, N-Acetylgalaktosamin und Sialinsidure. p-Glucose
findet sich selten in diesen Substanzen. Die Molekularge-
wichte der Glykoproteine schwanken innerhalb weiter
Grenzen, von weniger als 2 X 10% bis zu mehr als 1 x 108.
Einige Glykoproteine haben nur eine Kohlenhydratgrup-
pe, z. B. Ovalbumin, andere haben 800 oder mehr; einige
haben Mono- oder Disaccharide als prosthetische Grup-
pen, wie z. B. Kollagen und Schaf-Submaxillaris-Glyko-
protein, andere, wie z.B. die menschlichen Blutgruppen-
substanzen, haben etwa 185 individuelle Kohlenhydrat-
gruppen mit je 14 bis 16 Monosaccharidresten als Zucker-
bestandteile®.

Eine groBe Schwierigkeit in der Strukturaufklirung
der Kohlenhydratgruppen eines Glykoproteins ist darin
gelegen, dafl die chemische Zusammensetzung der
Kohlenhydratgruppen innerhalb eines Molekiiles und
der Kohlenhydratgruppen verschiedener Molekiile einer
Spezies nicht identisch sind. Diese Situation ist bei fast
allen griindlich untersuchten Glykoproteinen festgestellt
worden. Sie beruht, wie kiirzlich eingehend besprochen
worden ist4, auf der Tatsache, daf3 bei der Biosynthese
der Kohlenhydratgruppen die Sequenz der Monosac-
charidreste nicht durch einen Template-Mechanismus
wie bei der Peptidsynthese sichergestellt ist, sondern
durch Enzymspezifitit geregelt wird, d.h. Spezifitit der
Transferasen, die den Zuckerrest von dem aktivierten
Zuckernukleotid auf eine bestimmte Aminosiure des
Polypeptids iibertragen oder eine schon vorhandene
Kohlenhydratkette verlingern oder verzweigen. Dieser
Typ der Biosynthese verliuft nicht fehlerfrei. Auch fin-
den sich oftmals, wie dies fiir das Kollagen und die spe-
zifischen menschlichen Blutgruppensubstanzen erwiesen
ist, unvollstindig synthetisierte Kohlenhydratgruppen.
Diese Heterogenitit erschwert betrichtlich die Anwen-
dung der klassischen Methoden der Strukturanalyse von
Oligo- und Polysacchariden; denn die Fraktionierung
durch Séulenchromatographie von kurzen Glykopep-
tiden, die durch proteolytische Verdauung des intakten
Glykoproteins gewonnen werden, fithrt zu einer groflen
Anzahl von Gipfeln. Entsprechend dieser Vielzahl ist die
Ausbeute an reiner Substanz innerhalb eines Gipfels sehr

geringfiigig.

4 A.GOTTSCHALK, Nature 222 (1969) 452.
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Mein Laboratorium hat sich wihrend der letzten
12 Jahre mit einem Glykoprotein beschiftigt, das aus
den submaxillaren Driisen von Schafen gewonnen wird.
Wir nennen es deshalb auch osm, ovine submaxillary
mucin. Es war kein Zufall, daf3 ich mich dem Studium
dieses Mucins zuwandte. Sir MACFARLANE BURNET, Di-
rector of the Walter and Eliza Hall Institute of Medical
Research, Melbourne, in dem ich 20 Jahre lang Mitarbei-
ter war, hatte in den vierziger Jahren zwei bedeutsame
Entdeckungen gemacht. Es ist meine persénliche Mei-
nung, dafl diese beiden Entdeckungen viel dazu bei-
getragen haben, daf die molekulare Struktur der Glyko-
proteine, ein in der ersten Hilfte dieses Jahrhunderts
sehr vernachlissigtes Gebiet, erneut von Biochemikern
und Chemikern in systematischer Weise angegangen
wurde (siehe GoTTscHALK, 1966)°. BURNET beobachtete
zunichst, dal viele schleimigen Sekrete, wie Speichel,
Bronchialschleim, Ovariencyst-Mucin, Submaxillaris-
Mucin von Schafen, Eierklar, die durch Influenza-Viren
bewirkte Agglutination von roten Blutkérperchen hem-
men. Dann zeigte er, dal die biologische Aktivitit der
Schleimstoffe ebenso wie die Virus-bedingte Himag-
glutination durch vorherige Behandlung dieser Materien
mit lebenden Influenza-Viren oder mit einem in der
Kulturfliissigkeit von Vibrio cholerae vorhandenem En-
zym verlorengeht®. Die Hemmsubstanzen in den schlei-
migen Sekreten wurden bald als Glykoproteine” (an-
fangs Mucoproteine genannt) und das Enzym im Jahre
1957 als Neuraminidase® erkannt und seine Wirkungs-
weise definiert. An dieser Entwicklung waren vornehm-
lich die Laboratorien von GUNNAR Brix in Uppsala,
von ERNST KLENK in K6ln und das BURNETsche Institut
in Melbourne beteiligt. Einzelheiten dieser interessanten
Entwicklung sind in meiner Monographie The Chemistry
and Biology of Sialic Acids and Related Substances,
Cambridge University Press, 1960, beschrieben.

Wie erwihnt, studierte mein Laboratorium haupt-
siachlich das in dem Sekrete der Schafs-Submaxillar-
Driisen enthaltene Glykoprotein osm. Dieses Glyko-
protein ist der wirkungsvollste Hemmer der Influenza-
Virus-Himagglutinine; noch in einer Verdiinnung von
1:10% hemmt es die Hidmagglutination®. Im Laufe der
Jahre haben wir das Isolier- und Reinigungsverfahren
mehr und mehr verbessert, und das von uns in den letzten
Jahren benutzte Verfahren hat ein Priaparat ergeben,
das sich in der Ultrazentrifuge, der Zonen-Elektro-
phorese und der Immunogel-Diffusion wie eine einzige
Verbindung verhilt!0, Trotzdem maéchten wir nicht sa-
gen, daf unser Préparat homogen ist, da eine Verunrei-
nigung im Umfange von etwa 1% von keinem dieser be-
5 A.GOTTSCHALK, in Glycoproteins. Their Composition, Structure and

Function (Ed. A.GorrscHALK), Elsevier, Amsterdam 1966, S. 1.
¢ F.M.BuRNET, Physiol. Rev. 31 (1951) 131.

7 J.F.McCREA, Austral. J. Exp. Biol. Med. Sci. 26 (1948) 355.
: A.GOTTSCHALK, Biochim. Biophys. Acta 23 (1957) 645.

E.R.B.GRrRAHAM und A.GOTTSCHALK, Biochim. Biophys. Acta 38
(1960) 513.

0 A.GorrscHALK, H.ScHAUER und G.UHLENBRUCK, Z. Physiol.
Chem. 352 (1971) 117.
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Bei dieser Wellenlinge absorbiert a-Aminoacrylsidure
stark!®, Die Produktion von a-Aminocrotonsiure (aus
O-substituiertem Threonin) wurde durch ihre Reduk-
tion zu a-Aminobuttersiure erwiesen?.

Der Abbau von osm geht in den Kérpergeweben allem
Anschein nach in der Weise vor sich, daB gleichzeitig
mit der proteolytischen Spaltung von Peptidbindungen
des EiweiBles ein stufenweiser Abbau der Kohlenhydrate
erfolgt. Die Neuraminidase® ist in fast allen Kérper-
geweben der héheren Tiere vorhanden® und spaltet
nach unseren Versuchen in vitrol® die endstindige N-
Acetylneuraminsiure von o s M praktisch vollkommen ab.

Vor einigen Jahren fanden wir in Zusammenarbeit
mit dem Laboratorium von Prof. Dr. E. BUDDECKE, jetzt
in Miinster, daf} ein rohes Enzym-Priparat, das aus dem
Homogenate von Rindermilz durch Fraktionierung mit
(NH,),* SO, gewonnen worden war, die O-glykosidische
Bindung zwischen N-Acetylgalaktosamin und Serin
(Threonin) in NANA-freiem osM und daraus hergestell-
ten Glykopeptiden spaltete!5. Wir nannten das fiir diese
Spaltung verantwortliche Enzym O-Seryl-N-Acetyl-
galaktosaminid Glykosidase 22 Dieses Enzym ist von der
lange bekannten N-Acetyl-g-pD-Hexosaminidase (EC
3.2.1.30), die auch in dem Rohenzym enthalten ist, ver-
schieden. Das letztere Enzym spaltet sowohl N-Acetyl-
p-p-Glucosaminid als auch Galaktosaminid.

Die O-Seryl-N-Acetylgalaktosaminidase lie8 sich
durch Siulenchromatographie an Sephadex G-200 un-
schwer von der N-Acetyl-$-D-Hexosaminidase tren-
nen??, Beide Enzyme sind in der Tierreihe sehr weit
verbreitet. So fanden wir sie in Anthozoa, Plathelmintes,
Bryozoa, Annelida, Arthropoda, Gastropoda, Tunicata
und Vertebrata; von den letzteren wurden Fische, Am-
phibien, Végel und Siugetiere untersucht??, Mein Labo-
ratorium hat insbesondere die O-Seryl-N-Acetylgalak-
tosaminidase von Lumbricus terrestris? hochgradig ge-
reinigt, so dal wir mit der sehr empfindlichen Ninhydrin-
Reaktion in 24 Stunden bei 37°C und pH 4,8 keine
Peptidspaltung nachweisen konnten. Kiirzlich ist es
uns?® und unabhingig von uns WEeIssMANN und Hin-

13 G.RiLEY, J.H.TurNBALL und W.WiLsoN, J. Chem. Soc. 1957,
1373.

20 K.TANAKA und W.P16MAN, J. Biol. Chem. 240 (1965) pc 1487.

21 A.GorrscHALK und A.S.BHARGAVA, in The Enzymes (Ed. P.D.
BoYER), Vol. 5, 3rd editiou, Academic Press, New York, in press.

22 A.S.BHARGAVA, E.BUDDECKE, E. WERRIES und A.GOTTSCHALK,
Biochim. Biophys. Acta 127 (1966) 457.

23 H.ScHAUER und A.GOTTSCHALK, Z. Naturforsch. 22b (1967) 1030.

24 H,SCHAUER und A.GOTTSCHALK, Biochim. Biophys. Acta 156
(1968) 304.

25 E.BUDDECKE, H.SCHAUER, E. WERRIES und A. GOTTSCHALK, Bio-
chem. Biophys. Res. Commun. 34 (1969) 517.
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Abb. 2

RICHSEN? gelungen, die O-Seryl-N-Acetylgalaktosa-
minidase eindeutig als N-Acetyl-a-p-Galaktosaminidase
zu kennzeichnen. Das Enzym spaltet aufler NaNa-
freiem osM und davon hergeleiteten Glykopeptiden
Phenyl-a-p-Galaktosaminid, aber nicht das $-Anomere
und nicht Phenyl-a- oder [(-Glucosaminid. Es spaltet
nur endstindiges, d.h. unsubstituiertes glykosidisch ge-
bundenes N-Acetylgalaktosamin in a-Konfiguration.
Die Spezifitit gegen das Aglykon ist gering. Mit Hilfe
der Neuraminidase und der a-N-Acetylgalaktosamini-
dase im Zusammenwirken mit den proteolytischen En-
zymen kann osM in seine Bausteine zerlegt werden
(Abb. 2). Es ist von Interesse, dal ARONSON und DE
DuveE? und MAHADEVAN und TarPEL?® den Nachweis
erbracht haben, dal die am Abbau beteiligten Enzyme
lysosomalen Ursprungs sind.

Wie aus dem Vorangegangenen erkennbar ist, ist
osM ein einfach gebautes, aber vollwertiges Glyko-
protein. Dank seiner Einfachheit ist die molekulare
Struktur von 08 M, sein enzymatischer Abbau und auch
seine Biosynthese weitgehend erforscht worden. Man
konnte es als einen Prototyp der Glykoproteine an-
sehen. Ich mochte mit dem Hinweis schlieBen, daf3 wir
in immunologischen Untersuchungen in den letzten zwei
Jahren gefunden haben, dal sowohl die Protein- als
auch die Kohlenhydratkomponente antigene Determi-
nanten sind, und daf} sich Anhaltspunkte dafiir ergeben
haben, daBl die Aminosiure-Umgebung der an der
Zuckerbindung beteiligten Serin- und Threonin-Reste
dhnlich sein muf3 0.

26 B, WEISSMANN und D. F, HINRICHSEN, Biochemistry 8 (1969) 2034.

27 N.N.ARoNsoN und C. pE DUVE, J. Biol. Chem. 243 (1968) 4564.

28 S_MAHADEVAN und A.L.TAPPEL, Arch. Biochem. Biophys. 128
(1968) 129.



