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Stand der konstitutionschemischen Forschung auf dem Gebiet der EiweiBkdrper*)

Von Prof. Dr. W.GRASSMANN,
Dresden

Eingeg. 10.Juli 1936

a die Proteinstoffe bei allen chemischen Prozessen im
lebenden Organismus auf die eine oder andere Weise
beteiligt sind, so darf man von der Aufklirung ihrer Struktur
und ihrer Metamorphosen die wichtigsten Aufschliisse fiir
die hiologische Chemie erwarten. Es ist deshalb kein
Wunder, dafl das Studium jener Stoffe, von dem die Chemi-
ker seit linger als einem Menschenalter sich fast ganz
zuriickgezogen haben, weil sie lohnendere Arbeit in der
Ausbildung der synthetischen Methoden oder beim Studium
einfacher natiirlicher Verbindungen fanden, von den Physio-
logen in immer steigendem Maflle und mit unverkennbarem
Erfolg gepflegt wurde. Trotzdem werden die Eingeweihten
niemals gezweifelt haben, dal die organische Chemie, deren
Wiege bei den Proteinen gestanden hat, sich ihnen schliefllich
wieder zuwenden wird. Nur iiber den Zeitpunkt, wo ein
Zusammenwirken von Biologie und Chemie erfolgreich
sein wird, ging und gehen noch heute die Ansichten
auseinander.*’

Diese Worte hat vor fast genau 30 Jahren Emil Fischer
seinem Vortrag vor der Deutschen Chemischen Gesellschaft
(1) vorangestellt, in dem er zum ersten Male zusammen-
fassend iiber das Ergebnis einer mehr als 6jahrigen Arbeit
auf dem Eiweillgebiet berichtet hat, einer Arbeit, durch
welche die Fithrung in der Erforschung der EiweiBkorper
aus den Hinden der Physiologen wieder fiir die organische
Chemie zuriickgewonnen wurde. Trotz groBer Fortschritte,
die Chemie und Physiologie inzwischen erzielt haben,
konnten diese Sitze im wesentlichen noch heute gesprochen
sein. Auch heute ist es unsere Uberzeugung, daB ,die
Proteinstoffe bei allen chemischen Prozessen im lebenden
Organismus auf die eine oder andere Weise beteiligt sind,
aber auch heute kommen wir noch in einige Verlegenheit,
wenn wir diese Aussage in einer bestimmteren Weise
formulieren wollen; auch heute schliellich gibt es vielleicht
Organiker, die zwar die iiberragende physiologische Rolle
der EiweiBkorper voll anerkennen, aber den Zeitpunkt fiir
ein erfolgreiches Vordringen des exakten Chemikers auf
diesem Gebiet noch nicht fiir gekommen ansehen.

Durch Emil Fischer war endgiiltig sichergestellt worden,
daBl die EiweiBkorper zum gré8ten Teil, manche von ihnen
wohl ausschlieBlich, aus Aminosiuren aufgebaut sind und
bei der Hydrolyse (sei es durch Siuren, .Alkalien oder Fer-
mente) ein Gemisch aus verschiedenen a-Aminosiduren und
einigen Iminosiuren liefern. Die Methoden, um diese Ge-
mische zu zerlegen und die einzelnen Aminosduren aus
ihnen herauszuarbeiten, sind von Fischer und von 4. Kossel
(2) geschaffen worden und neben einigen erginzenden
Methoden aus neuerer Zeit (3) bis jetzt maBgebend geblieben.
Die Vorstellung, da8 die groBe Zahl einzelner Aminosiuren
durch amidartige Verkniipfung zwischen der Carboxyl-
gruppe des einen und der Aminogruppe des anderen Amino-
sdurerestes zum groBen EiweiBmolekiil zusammengefiigt
seien, war damals, vor allem dank den Ergebnissen von
F. Hofmeister (4) und Theodor Curtius (5), wohl schon All-
gemeingut der Fotschung; aber E. Fischer hat ihr die

*) Vorgetragen in der Fachgruppe fiir medizinische und
pharmazeutische Chemie auf der 49. Hauptversammlung des V.D.Ch.
in Miinchen am 9. Juli 1936.
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wirklich sichere Grundlage gegeben durch die kiinstliche
Verkettung von Aminosduren nach diesem Prinzip, also
durch die Synthese von Peptiden, durch den Vergleich
dieser Peptide mit den Eiweillkorpern und ihren Abbau-
produkten und durch die Isolierung einiger solcher Peptide
beim Eiweiabbau.

Mit diesen Ergebnissen war ein klares strukturchemi-
sches Bild vom allgemeinen Aufbau der EiweiBkérper be-
griindet, und die daran ankniipfende Forschung der folgenden
Jahrzehnte hat von da aus wenigstens eine Seite der
biologischen Bedeutung der EiweiBkorper aus dem Be-
reich mehr oder weniger spekulativer Hypothesen in das

- Gebiet der exakten chemischen Bearbeitung heriiber-

nehmen koénnen. Es hat sich ergeben, dall wichtige Wirk-
stoffe des Organismus, so das Adrenalin und Cholin,
das Thyroxin der Schilddriise, die als Zellstreckungs-
hormon der Pflanzen wirksame -Indolyl-Essigsiure
[Kogl (6)], das schwefelhaltige Redoxsystem des Gluta-
thions, entweder Eiweiflbausteine sind oder durch relativ
einfache Umformungen aus bestimmten Aminosiuren her-
vorgehen. Bei anderen noch nicht in reiner Form dar-
gestellten und chemisch noch unbekannten Wirkstoffen von
hormonihnlichem Charakter haben wir;einigen ‘Grund zu
der Annahme, dal es sich gleichfalls um den Eiweilabbau-
produkten nahestehende Verbindungen handeln koénnte, so
beim Kallikrein (7), bei den Prolanen (8) des Hypo-
physenvorderlappens und beim Oxytocin (9) des Hypo- .
physenhinterlappens, vielleicht beim antianimischen
Leberstoff. Das grole EiweiBmolekiil ist damit als ein
Depot erkatnt, aus dem je nach der Bediirfnislage des
Organismus bestimmte Wirkstoffe herausgenommen und
als Sendboten in den Kreislauf entsandt werden kénnen.

Die biologische Bedeutung der hochmolekularen Pro-
teinstoffe selbst war mit dieser Feststellung genau so wenig
zu erschopfen, wie etwa durch die rein kolloidchemische Be-
trachtungsweise, die im Eiwei nur einen mebr oder weniger
indifferenten und unspezifischen Tragerstoff von groBer
Oberflichenentwicklung erblickt, dessen Studium sich wohl
in bezug auf Quellungs- und Adsorptionsverhiltnis lohne,
dessen chemischer Aufbau im einzelnen aber weitgehend
gleichgiiltig und zunichst auch einer exakten Aufklirung
nicht zuginglich sei. Fiir eine solche Vorstellung erscheint
dem Chemiker, schon rein gefithlsmiBig, der Aufbau der
EiweiBk6érper aus iiber 25 ganz verschiedenen Amino-
sduren zu kunstvoll; ihr widersprechen eine Fiille von Be-
funden auf physiologischem und pathologischem Gebiet
sowie die Ergebnisse der serologischen Forschung, welche
bestimmte Funktionen und strenge Spezifitat fiir jeden
einzelnen EiweiBkorper fordern.

So ergibt sich die Frage, ob den einzelnen Eiweil-
korpern als solchen bestimmte und spezifische Funktionen
im Organismus zukommen, oder, was fast gleichbedeutend
ist, ob die eigentlichen chemischen Feinwerkzeuge des
Organismus, wie Fermente, Hormone, Toxine u. dgl., den
Eiweifkorpern zuzuzihlen sind. E. Fischer (10) war geneigt,
diese Frage fiir die Enzyme und Toxine zu bejahen, von
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Willstditter (11) ist sie in bezug auf eine Anzahl von ihm
genauer untersuchter Enzyme verneint worden. Wichtige
Ergebnisse des letzten Jahrzehnts haben fiir eine Reihe
hierher gehorender Stoffe eine Klirung angebahnt. Das von
J.J. Abel (12) in hochgereinigter und kristallisierter Form
dargestellte Insulin ist ein EKiweiBkorper, u. zw. ist das
kristallisierte Produkt eine Protein-Zink-Verbindung (13).
Fiir die Wirkung in erster Linie verantwortlich scheint
nach Freudenberg (14) eine Disulfidgruppierung zu sein,
an deren Aufbau neben Cystin wohl noch unbekannte Reste
beteiligt sind.

Ebenso erscheint fiir eine Reihe von Enzymen die
Zugehorigkeit zu den Eiweilkorpern heute gesichert. Dies
gilt von einigen haminhaltigen Atmungskatalysatoren, so
von der Leberkatalase, die nach Zeile und Hellstrom (15),
Agner (16) und Stern (17) in reversibler Weise in einen
spezifischen EiweiBkorper und ein katalytisch unwirksaines
Héamin aufgespalten werden kann, genau so, wie dies beim
Blutfarbstoff moglich ist [R. Hill u. H. F. Holden (18)).
Ahnlich diirften die Verhaltnisse wohl beim haminhaltigen
Atmungsferment von Warburg (19) und beim Cytochromc
von Keilin (20) liegen, das von H. Theorell (21) rein dar-
gestellt und als eine Himin-EiweiB-Verbindung vom Mole-
kulargewicht 35000 erkannt worden ist. Das gelbe
Atmungsferment ist nach Warburg und Theorell (22) aus
einem spezifischen EiweiBkorper und einer Flavinphosphor-
sdure aufgebaut; es kann in seine Komponenten zerlegt
und unter Wiederherstellung der Wirksamkeit daraus wieder
aufgebaut werden. Auch das wasserstoffiibertragende
Co-Ferment Warburgs (23), das aus Nicotinsdureamid,
Adenin, Pentose und Phosphorsiure besteht, muBl, um
katalytisch wirken zu konnen, an ein spezifisches Protein
gebunden sein. Wihrend im gelben Ferment die Verbindung
zwischen Wirkungsgruppe und Protein fest ist, dissoziiert
die Verbindung zwischen Atmungs-Co-Ferment und Eiweif}
in walriger Losung weitgehend in ihre Komponenten (23a).

In dieser Hinsicht scheinen 4hnliche Verhiltnisse bei
der L.eberesterase vorzuliegen. Dieses Enzym dissoziiert
nach H. Kraut (24) verhiltnismiBig leicht in eine anschei-
nend nicht hochmolekulare Wirkungsgruppe (Agon), die
vielleicht der Ascorbinsiure nahesteht, und einen hoch-
molekularen Bestandteil (Pheron), der moglicherweise ein
Eiweillkorper ist. EKigene Beobachtungen aus neuerer Zeit
lassen es uns moglich erscheinen, daBl auch die Dipepti-
dase aus Hefe in ahnlicher Weise als ein dissoziations-
fahiger Symplex (25) aus zwei Komponenten betrachtet
werden kann.

Hine Anzah! anderer Enzyme, und zwar Enzyme aus
der eiweil}- und amidspaltenden Gruppe, wie Urease (260),
Pepsin (27), Trypsin (28), Chymeotrypsin (29) und
Carboxypolypeptidase (30) sind als kristallisierte Ei-
weillkorper von z. T. beachtenswert hoher enzymatischer
Wirksamkeit isoliert und beschrieben worden. Auch hier
wird man aber fiir die besondere hochspezifische katalytische
Wirksamkeit kaum irgendeine bestimmte Anordnung be-
kannter Aminosduren verantwortlich machen; es ist wahr-
scheinlicher, daBl besonders gebaute, vielleicht eiwei3fremde
und noch unbekannte Gruppierungen, in das Eiweimolekiil
eingebaut oder in ihm verankert, die wesentlichen Trager
der katalytischen Wirkung sind.

Man wird vielleicht noch einen Schritt weitergehen und
annehmen diirfen, daB ganz allgemein iiberall da, wo Eiweif}-
korper als Triger besonderer und spezifischer Funktionen
an den Lebensvorgingen beteiligt sind, diese Funktionen
an rdumlich eng umschriebene ,,aktive Zentren des
grolen Eiweilmolekiils gebunden sind. Damit gewinnen
die ,,prosthetischen” Gruppen, die wir frither vielleicht
als eine Art Fremdkorper innerhalb der EiweiBchemie
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empfunden haben, eine besondere Bedeutung. Wihrend wir
bisher solche Eiweikérper, in denen eine prosthetische
Gruppierung aus ,eiweifremdem’’ Material nachzuweisen
war, als ,,Proteide” oder ,eiweiBahnliche Stoffe’* von den
,eigentlichen'’ Fiweikorpern abzugrenzen pflegten, méchte
ich glauben, daB wir fiir jeden an den Umsetzungen des
Organismus aktiv beteiligten Eiweilkorper eine ,,prostheti-
sche Gruppe'’, eine , hervorragende'* Gruppierung postu-
lieren sollten. Diese aktive Gruppierung wird in manchen
Fillen aus besonderen Anordnungen reaktionsfihiger
(Cystein!), vielleicht seltener Aminosiuren, i. allg. wohl
aus anderen Stoffen, Kohlenhydraten, Purinen, Farbstoffen,
Schwermetallkomplexen, Lipoiden, Wasserstoffacceptoren
und -donatoren bestehen. Die Einteilung in , Proteine*
und ,,Proteide” scheint kauni tnelr zweckmillig, nachdem
die Zahl der EiweiBkorper, die keine prosthetische Gruppe
enthalten, auf wenige und vergleichsweise unwichtige Ver-
treter zusammengeschrumpft ist. Das Eiweil der Zell-
kerne enthilt Purine, Phosphorsiure und Zucker. Das
Kieralbumin, also das eigentliche , Ei-Weill, ist ebenso
wie die verschiedenen tierischen Globuline seit langem als
Kohlenhydratverbindung erkannt (31),es enthilt Glucosamin
und Mannose (32) als wesentlichen Bestandteil des Molekiils.
Auch das Kollagen (33) bzw. die Gelatine ist ein Gluco-
proteid; ihre Kohlenhydratkomponente kénnte Milchzucker
sein. Casein enthilt Phosphorsiurereste und etwas Zucker.
Die serologische Spezifitit der EiweiBkorper scheint im
wesentlichen eine Funktion eingebauter Kohlenhydrat-
oder Lipoidreste zu sein (34). So bleiben als aus-
schlielich aus Aminosiuren bestehende EiweiBkorper
vielleicht das gleichsam tote Fibroin der Seide und das
Keratin der Haare und des Horns, ferner die Histone
und Protamine, die aber in Wahrheit nur Bruchstiicke
ibrer natiirlichen Symplexe mit Nucleinsiuren sind.

Es ist daher eine vordringliche Aufgabe, nicht nur
die Natur dieser prosthetischen Gruppen festzustellen, son-
dern auch die Art ihrer Bindung zu ermitteln. Sie kann
durch Haupt- und Nebenvalenzen vermittelt, salz- oder
komplexartig sein. Wohl das wichtigste und interessanteste
Problem auf diesem Gebiet betrifft die Bindung der Himine
an das Globin in den Hamoglobinen. Uber die
»hdmaffine Gruppe der verschiedenen Globine ist viel
gearbeitet worden, aber leider nur wenig Sicheres bekannt.
Die Versuche, diese Gruppierung mit irgendeinem bestimm-
ten Aminosidurerest (Histidin, Cystin bzw. Cystein, Prolin)
zu identifizieren, sind ohne sicheres Ergebnis geblieben.
Wir kénnen lediglich aussagen, dal es sich um eine Grup-
pierung handelt, die bei der recht leicht erfolgenden Dena-
turierung des Globins zerstért oder verindert wird, wobei
gleichzeitig der isoelektrische Punkt des Globins erheblich
nach der alkalischen Seite verschoben wird [Haurowitz (35)).

Die Bindung von Eiweillresten an Zucker oder Amino-
zucker ist mehrfach an synthetischen Modellen studiert
worden [Bergmann (36), Bertho (37), Maurer (38)], ohne dafl
iiber den Verkniipfungstyp inden natiirlichen Glucoproteinen
bis heute bestimmte Aussagen moglich waren. Auch Neben-
valenzbindungen kénnten in Frage kommen, da nach Be-
funden von Przylecki (39) zwei Aminosiuren, namlich Arginin
und Tyrosin, zur Bildung von z. T. ziemlich bestindigen
Additionsverbindungen mit Zuckerresten befdhigt sind.

So bleibt vorlaufig nur eine, freilich ziemlich be-
scheidene, prosthetische Gruppe, iiber deren Bindungsart
wir bestimmtere Aussagen machen kénnen: die Phosphor-
sdure des Caseins und des Vitellins. Sie ist offenbar iiber
die Hydroxylgruppen von Oxyaminosiuren gebunden; denn
es ist gelungen, 3-Serinphosphorsiure sowie Peptidester aus
Glutaminsiure, Serin- und Phosphorsiure aus den Pro-
dukten der tryptischen Verdauung des Caseins und Vi-
tellins zu isolieren (40).

Angewandte (hemie
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Es ist moglich, dafl die Kenntnis der prosthetischen
Gruppen und ihrer Bindungsverhiltnisse einen Teil der
etwas unbefriedigenden Gegensitze zu iiberbriicken erlaubt,
die zwischen den Eigenschaften der natiirlichen Eiwei3-
korper und den synthetisch zuginglichen Peptiden beim
Abschlu3 der Arbeit Emil Fischers bestanden und im
wesentlichen heute noch bestehen. Die Stabilitit und
geringe Reaktionsfihigkeit der meisten bisher zuginglichen
synthetischen Peptide steht ja schlecht im Einklang mit
den physiologischen Funktionen, mit ‘der Gesamtheit der
chemischen, physikalischen und kolloidchemischen Eigen-
schaften der empfindlichen und wandelbaren Proteine.

Wohl die merkwiirdigste Eigensg¢haft der Proteine, die
bisher an keinem synthetischen Peptid gefunden werden
konnte, ist ihre Denaturierbarkeit, also die Eigenschaft,
beim Erhitzen in Wasser, aber auch z. B. bei der Aus-
breitung an Grenzflichen, unter Verlust der Wasserloslich-
keit verindert zu werden. Die rein kolloidchemischen
Deutungen, die man fiir diese Erscheinung zu geben ver-
sucht hat, diirften seit langem als ungeniigend erkannt
sein. Es sind zahlreiche, mit der Denaturierung einher-
gehende Verinderungen beschrieben, die auf eine chemische
Umlagerung hinweisen. SH- und SS-Gruppierungen, die
im nativen Protein maskiert oder wenig reaktionsfihig
waren, treten in Erscheinung(41). Auch andere reduzierende
Gruppen sollen aktiviert werden [Mirsky u. Anson (42)).
Das Jodbindungsvermogen verdndert sich [ Bauer u. Straufl
(43)], der isoelektrische Punkt wird in einzelnen Fillen
verschoben (44), die enzymatische Angreifbarkeit wird ge-
steigert (45). '

Beim Globin verschwindet mit der Denaturierung die
Fihigkeit, das Hamin zur reversiblen Sauerstoffbindung
zu befihigen (46). Bei den kristallisierten Enzymen geht
parallel mit der Denaturierung die enzymatische Wirk-
samkeit verloren (47). Wie bei vielen Eiweillkorpern (47a)
ist auch hier die Denaturierung und damit die Inaktivierung
reversibel, und zwar bei vorsichtiger Einwirkung (47b) al-
kalischer Reaktion.

Wir vermogen vorerst nicht anzugeben, ob prosthe-
tische Gruppen oder uns noch unbekannte Gruppierungen
der Proteine an diesen Erscheinungen mitbeteiligt sind.
Das Verhalten der normalen Polypeptide bietet jedenfalls
kaum sichere Anhaltspunkte, wo ein Erklirungsversuch
einsetzen konnte.

In diesem Zusammenhang ist zu betonen, daB in den
synthetischen Peptiden E. Fischers nur ein verhiltnismifig
kleiner Bruchteil derjenigen Verkniipfungstypen verwirk-
licht war, die man sich aus der groBen Mannigfaltigkeit
der natiirlichen Aminosiuren theoretisech aufgebaut denken
kann. Soweit Emil Fischer und seine Schiiler lange Poly-
peptidketten synthetisiert haben, bestanden sie ausschlie3-
lich aus den Monoamino-monocarbonsiuren der aliphatischen
Reihe. Haben auch die zweiten Carboxyle der Dicarbon-
sauren, die endstindigen Aminogruppen der Diamino-
sduren, der cyclische Stickstoff des Prolins und des Oxy-
prolins, der Sauerstoff der Oxyaminosiuren Anteil an der
Verkniipfung der EiweiBbausteine? Wie verhalten sich
die unter Vermittlung dieser Gruppen aufgebauten peptid-
artigen Verbindungen chemisch, physikalisch und gegen-
iiber Fermenten?

Voraussetzung fiir die Klirung dieser Fragen war auf
der einen Seite eine weitgehende Verfeinerung des enzy-
matischen Eiweilabbaues unter Verwendung einheitlicher
und definjerter eiweilspaltender Enzyme, die wir im wesent-
lichen der Willstdtterschen Schule (48) verdanken, auf der
anderen Seite ein Ausbau der Methoden zur Peptidsynthese,
der in der Hauptsache durch das sog. Carbobenzoxy-
verfahren von Bergmann und Zervas (49) erreicht wurde.

.ingewandte Chemte
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Verkniipfung des Prolins. Die Erfahrung, daf} so-
wohl fiir die Wirkung der Dipeptidase als auch fiir diejenige
der Aminopolypeptidase die Anwesenheit einer freien NH,-
Gruppe erforderlich ist (50), legt die Frage nahe, wie sich
Peptide enzymatisch verhalten werden, die an Stelle der
freilen Aminogruppe die Iminogruppe des Prolins oder
Oxyprolins enthalten (I). Solche Peptide sind, wie wir
gefunden haben, enzymatisch spaltbar, aber nicht durch
die gewdhnlichen Aminopeptidasen, sondern durch ein be-
sonderes Enzym (51). Auch Peptide, in denen umgekehrt
der Imino-N des Prolins mit dem Carboxyl einer anderen
Aminosiure verkniipft ist (II), sind spaltbar, aber wiederum
durch ein von gewdhnlicher Peptidase verschiedenes En-
zym (52). Der direkte Nachweis fiir das Vorkommen von
Bindungen mit peptidartig verkniipftem Prolin-N im Fi-
weil} ist von Bergmann (53) und uns (54) erbracht worden.

CH,—CH,
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CH, CH—CO—NH—CH,—COOH
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CH,_cln2
CH, CH
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H,N—CH,—CO—N  COOH

1. Prolyl-glycin II1. Glycyl-prolin

Der Prolinrest ist demnach im Eiweillmolekiil peptid-

- artig iiber Carboxyl und N eingebaut, aber sowohl Struktur

wie enzymchemisches Verhalten der Prolingruppe sprechen
fiir eine gewisse Sonderstellung.

Verkniipfung der Asparagin- und Glutamin-
saure. Peptide der Asparagin- und der Glutaminsiure
und des Asparagins, in denen die Aminogruppe der Dicarbon-
siure mit dem Carboxyl einer weiteren Aminosiure ver-
kniipft ist, verhalten sich peptidspaltenden Enzymen gegen-
iiber in jeder Hinsicht wie die Peptide der Monocarbon-
sauren. Glycyl-asparaginsidure (III), Glycyl-asparagin, Leu-
cyl-glutaminsiure sind durch Dipeptidase} Glycyl-glycyl-
asparaginsidure (IV) ist durch Aminopolypeptidase zerleg-
bar (55). Manwird ohne weiteres annehmen diirfen, da} diese
Verkniipfungstypen auch im Eiweill vorkommen.

H,N—CH,—CO—NH—CH—COOH

I
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I111. Glycyl-
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I
COOH
H,N—CH,CO-—NH—CH,— CO—NH-—CH—COOH

ex,

IV. Glycyl-glycyl-usparaginsdure |
COOH

Durch Verkniipfung der Carboxylgruppen der Aspara-
ginsiure mit anderen Aminosdureresten sind drei Typen
darstellbar, je nachdem «- oder B-Carboxyl oder beide
Carboxyle zugleich an der Bindung beteiligt sind. Das
«-Peptid (V) hat sich als spaltbar, das (B-Peptid (VI) als
unspaltbar fiir Dipeptidase erwiesen. Das Asparagyl-
diglycin (VII) wird nur an einer Peptidbindung, zweifellos
der a-Bindung, aufgespaften. Die B-Bindung bleibt un-
beriihrt (56). Man wird daraus schlieBen diirfen, daB die
Asparaginsiure durch ihre Aminogruppe und die ihr
benachbarte a-Carboxylgruppe im EiweiBmolekiil peptid-
artig verkniipft ist, wahrend die Peptidverkniipfung des
B-Carboxyls eiweilifremd zu sein scheint. Analog diirften
die Verhiltnisse bei der Glutaminsiure liegen.

H,N—CH—CO--NH--CH,—COOH
| .
CH,
| V. Asparagyl-a-glycin
COOH
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Noch auf einem anderen Wege ist man zu dem Ergebnis
gelangt, daB die B- bzw. y-Carboxyle der Asparagin- und
Glutaminsiure an der Peptidverkniipfung im EiweiBmole-
kiil nicht oder nicht wesentlich beteiligt sind, sondern andere
Funktionen haben. Bekanntlich werden die beiden Amino-
sduren in der Natur vornehmlich in Form ijhrer B- bzw.
v-Amide [Asparagin (VIII) bzw. Glutamin] angetroffen, und
schon Osborne (57) hatte aus der weitgehenden Uberein-
stimmung, die zwischen Amid-N und dem Gehalt an Di-
carbonsiuren bei vielen Proteinen besteht, geschlossen, da
diese Aminosiuren auch im Eiweil selbst in Form der oben-
genannten Amide vorliegen. Selbstverstindlich konnen die
empfindlichen Amide bei der Eiweihydrolyse mit Siuren
oder Alkalien nicht gefafSt werden. Spezifischer ist der
enzymatische Abbau: keines der gebriuchlichen proteo-
lytischen Enzyme greift Asparagin oder Glutamin an,
wihrend umgekehrt die Asparaginase unwirksam gegen
EiweiBkorper und Peptide ist (58). Diese Erfahrung unserer
Versuche haben M. Damodaran und Ch. Chibnall (59) aus-
gewertet. Es ist ihnen gelungen, asparaginsiure- bzw.
glutaminsiurereiche Eiweilkorper enzymatisch unter weit-
gehender Erhaltung der Amidbindung aufzuspalten. Aus
den Hydrolysaten konnte Asparagin in einer Ausbeute von
etwa 259, der Theorie erhalten werden, ein gutes Ergebnis,
wenn man die Schwierigkeit, diese Substanz aus Eiweil}-
hydrolysaten zu isolieren, beriicksichtigt. Auch Glutamin
konnte in gleicher Weise als EiweiBbaustein isoliert werden,
wenngleich in schlechterer Ausbeute.

Verkniipfung der Diaminosiuren. Dall die
e-Aminogruppe des Lysins im Eiweilmolekiil ungebunden
vorliegt, scheint aus dem Verhalten der Proteine gegen salpe-
trige Saure (60) und bei der Benzoylierunghervorzugehen (61).
Die Menge des nach van Slykebestimmbaren Aminostickstoffs
der EiweiBkorper entspricht ungefihr dem Lysingehalt (62).
Fiir die Guanidogruppe des Arginins ist das gleiche aus
dem Verhalten bei der Nitrierung [Kossel (63)] zu folgern.
DasSaurebindungsvermdgen derProteine entspricht ungefiahr
der Summe ihres Gehaltes an Lysin und Arginin (64). Von
den Peptidasen werden die «-Peptide des Lysins zerlegt,
wihrend fiir die e-Verbindungen dies nicht zuzutreffen
scheint (65).

Verkniipfung der Oxyaminosiduren. Fir eine
esterartige Verkniipfung von Aminosiuren untereinander
unter Beteiligung der Hydroxyle von Oxyaminosiuren hat
sich bisher keinerlei direkter Anhaltspunkt gewinnen lassen.
Die beim enzymatischen EiweiBabbau durchweg beobachtete
Aquivalenz zwischen neugebildeten basischen und sauren
Gruppen spricht im Gegenteil fiir das ausschlieBliche Vor-
liegen von —CO—N-Verkniipfung. Die Hydroxyle der
Oxyaminosiuren diirften daher, mindestens in der Haupt-
sache, im EiweiBmolekiil unbesetzt sein, soweit sie nicht,
wie im Casein, an Phosphorsiurereste oder an andere
prosthetische Gruppen gebunden sind.

Das vorliegende Material, dessen Liickenhaftigkeit und
Unsicherheit allerdings nicht iibersehen werden soll, spricht
also in seiner Gesamtheit dafiir, dal die Aminosduren im
EiweiBmolekiil, mindestens der Hauptsache nach, durch
die Carboxyle und dieibnen benachbarten a-Amino- bzw.
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-Iminogruppen miteinander verbunden sind. Damit er-
scheint das allgemeine Strukturbild der EiweiBkérper ge-
kennzeichnet durch die unverzweigte Peptidkettenformel

H,N- CH—CO-NH-CH—CO—NH-CH-CO ...... NH—CH—COOH
R, R, R, Ra

wobei die hydrophilen und hydrophoben, basisch oder
sauer substituierten Reste der einzelnen Aminosiuren nach
der Art von Seitenketten herausragen und fiir Haupt-
und Nebenvalenzreaktionen mit dem AuBenmedium oder
mit benachbarten Peptidketten bereitstehen. Bei den ge-
faserten Proteinen, denen ein streng geordneter kristalliner
Aufbau zukommen muf}, wird man dieses allgemeine Struk-
turbild fiir gesichert halten diirfen. Es ist denkbar und
sogar wahrscheinlich, dal es bei reaktionsfihigeren Eiweil3-
korpern an besonderen und ausgezeichneten Stellen des
Molekiils verlassen wird zugunsten anderer innerhalb des
peptidartigen Aufbaues méglicher Verkniipfungsweisen.

Wenn wir uns diese Polypeptidketten in Uberein-
stimmung mit Emil Fischer, aber im Gegensatz zu anderen
Annahmen, die vor etwa 10 Jahren propagiert wurden (66)
als auBerordentlich lange Gebilde vorstellen, so entspricht
dies den Erfahrungen bei allen iibrigen hochpolymeren
Stoffen. Im Falle der EiweiBkérper stehen uns fiir die
Beurteilung des Molekulargewichts noch die iiber-
raschenden Ergebnisse zur Verfiigung, die The Svedberg (67)
mit der Ultrazentrifugenmethode gewonnen hat. Es ist
hier nicht méglich, auf das Prinzip dieser Methode einzu-
gehen, die nicht nur die GroBe des kinetischen Teilchens
(kinetisches Molekulargewicht) eindeutig zu bestimmen er-
laubt, sondern auch exakte Aussagen iiber die Einheitlich-
keit oder Nichteinheitlichkeit der TeilchengroBe erlaubt.
Die Anwendung der Methode auf die Eiweikorper hat
zunichst ergeben (Tabelle 1), daBl die meisten von ihnen,
aber nicht alle, aus Teilchen gleicher und definierter
GroBe bestehen, was bei hochmolekularen Substanzen ja
keineswegs selbstverstindlich ist. Das {iberraschendste
Ergebnis ist aber, da8l die gefundenen Teilchengroflen,
die durchweg in guter Ubereinstimmung mit den auf
anderen Wegen ermittelten steben, in sehr vielen Fillen
Vielfache des Wertes 34 500 zu sein scheinen; und zwar
finden wir neben dem einfachen Wert 34 500 dessen
Doppeltes, Dreifaches, Sechsfaches und auch noch héhere
Vielfache. Merkwiirdig ist dabei weniger, dal} sich irgend-
welche Grundeinheiten zu definierten Assoziaten aus 2, 3
oder 6 Teilchen zusammenfiigen; sondern merkwiirdig und
vorliufig schwer erklirbar ist, daB bei zahlreichen Ei-
weillkdrpern vorzugsweise ein Grundmolekiil von ungefihr
der gleichen GroBe entsprechend dem Molekulargewicht
34500 gebildet wird, obwohl diese EiweiBkorper in
bezug auf ihre Aminosiurezusammensetzung ganz ver-
schieden sind. Hier begegnen wir zum erstenmal Ver-
hiltnissen, die etwas nach Zahlenmystik aussehen; sie
weisen darauf hin, daB der Aufbau der EiweiBkérper bis
zum ganz hochmolekularen System durch bestimmte,
uns vorerst noch unbekannte Gesetzmialligkeiten ge-
regelt wird.

Diese Uberzeugung gibt uns den Mut, auch an die
spezielle Konstitutionsaufklirung der EiweiBkorper
heranzutreten, also an die Frage, in welcher Anordnung
und Reihenfolge die einzelnen Aminosduren in der
Molekiilkette eines bestimmten Proteins miteinander
verknilipft sind. Gewil3 gibt es erhebliche methodische
Fortschritte seit Emil Fiscker, die die Bearbeitung dieser
Frage erleichtern. In den einheitlich dargestellten Pro-
teinasen und Peptidasen besitzen wir spezifische Abbau-
reagenzien, welche die Polypeptidkette offenbar immer an
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ganz bestimmten, wenn auch meist im einzelnen noch nicht
bekannten Stellen angreifen. Gut ausgebildete analytische,
meist colorimetrische Methoden (68) ermdglichen es, nicht
nur die Menge bestimmter Aminosiuren, oft schon in

Tabelle 1.
P Ultrazentrif.[ Osmot. . . Chem. Werte
Eiweikorper Svedberg Druck Diffusion Schitzung
Eieralbumin.. ... 34500 35000 29000 33800
Benrve-Jones Pr. .. 35000
Insulin......... 35100
Trypsin ........ 34500
Pepsin ......... 35500 33000
Himoglobin .... 68000 67000 68500 68000 (4 Fe)
Katalase ....... 68900
Casein ......... 75000 98000
100000

Serumglobulin . .. 103800 81000
Edestin ........ 208000
Amandin........ 208000
Excelsin ........ 212000

Mikroansitzen, zu bestimmen, sondern auch vielfach ihre
Abspaltung aus dem EiweiBverband beim Eiweilabbau
quantitativ zu verfolgen. Auch die synthetischen Methoden
sind erheblich weiter entwickelt {s. 0.). Trotz allem wiirde
die Losung des Problems ziemlich hoffnungslos erscheinen,
wenn wir uns vorstellen, daf die Natur die etwa 25 ver-
schiedenen Aminosiuren, die ihr als Bausteine zur Ver-
fiilgung stehen, ohne Regel und System zu dem aus etwa
300 Einzelbausteinen aufgebauten Riesenmolekiil vom
Molekulargewicht 35000 vereinige. In Wirklichkeit niitzt
aber die Natur wohl niemals alle theoretisch denkbaren
Kombinationsmoglichkeiten aus, sondern sie bevorzugt
einige wenige bestimmte Typen der Anordnung.

Ein Blick auf die Chemie der zusammengesetzten
Kohlenhydrate soll dies erlautern. Schon die glucosidische
Verkniipfung zweier Glucosereste zum Disaccharid 1a8t
nicht weniger als 80 Isomerieméglichkeiten zu, wenn wir die
Konstitutions- und Ringisomerie und das Auftreten der
- und - Form beriicksichtigen. Wenn wir nur die wichtigsten
der iibrigen in der Natur vorkommenden Monosaccharide
‘einbeziehen, dann steigt die Zah! der theoretisch denkbaren
Isomerieméglichkeiten schon fiir Tri- und Tetrasaccharide
in astronomische Dimensionen. Trotzdem hat man bisher
noch jedes natiirliche Di- oder Trisaccharid in den Einzel-
heiten seiner Konstitution und Konfiguration aufkliren
konnen, und dabei hat sich ergeben, daB nur sehr wenige
von den denkbaren Isomerieméglichkeiten von der Na-
tur tatsichlich verwirklicht worden sind.

Man darf daher iiberzeugt sein, daB die Natur auch im
Gebiet der EiweiBkorper die theoretisch vorhandenen Kom-
binationsméglichkeiten durch Bevorzugung bestimmter Ver-
kniipfungstypen auBerordentlich stark einschrinkt. Die
erste Einschrinkung ist durch den Aufbau im wesentlichen
unverzweigter Peptidketten unter Verkniipfung durch das
Carboxyl und die ihm benachbarten «-Aminogruppen
gegeben, die zweite sehe ich in einem periodischen Auf-
bau der Peptidkette selbst, d. h. in einer gesetz-
mafigen Wiederholung gleicher oder doch analog gebauter
Anordnungen aus verhiltnismiBig wenigen Aminosiuren
durch das gesamte Kettenmolekiil der Eiweillkorper hin-
durch.

Ein erstes Beispiel dafiir haben wir in der Konstitution
des Clupeins, das dank den griindlichen Untersuchungen
von Waldschmidt-Leitz (69) als erstes natiirliches, wenn
auch nicht ausgesprochen hochmolekulares Protein konsti-
tutionell weitgehend als aufgeklirt gelten kann.

Im Clupein, dem basischen FEiweiBkorper des Hering-
spermas, trifft auf 2 Argininreste genau eine Monoaminosiure
[Kossel (70)]. Von den Monoaminosiuren ist 1/, Prolin, der Rest

Angewandte Chemic
30.Jahrg. 1937. Nr.2

verteilt sich auf andere einfache Aminosiuren wie Alanin,
Valin und Serin. Damit ergibt sich als einfachste Zusammen-
setzung die folgende:

10 Arginin, 1 Prolin, 4 Monoaﬁiinoséuren.

Diese 15 Aminosauren wiirden ein Protein vom Molekular-
gewicht 2021 ergeben. Da die in diesem Falle nur ungenau
bestimmbare Teilchengrofle nach den Ergebnissen von Sved-
berg zwischen 1700 und etwa 3000 liegt, ist nicht anzunehmen,
daB das Molekulargewicht ein Vielfaches dieses Wertes ware.

Diese 15 Aminosiuren miissen durch 14 Peptidbindungen
untereinander verbunden sein; sie enthalten zusammen
45 N-Atome. Protaminase, ein enzymatisch einheitliches und
auf basische EiweiBlbausteine eingestelltes Ferment, spaltet
von diesen 14 Peptidbindungen 1/,, also 2 Bindungen auf,
wobei 1/, des gesamten Arginins, also 2 Argininreste, in Freiheit
gesetzt werden. Das bedeutet, dal beide Argininreste vom
Ende der Peptidkette abgespalten werden. Nun ergibt sich
aus der gesamten Spezifitait der Protaminase und insbes. aus
ihrer Unwirksamkeit gegeniiber Clupein- und Salminester,
daB dieses Enzym Peptidketten vom Carboxylende her an-
greift. Es sind also im Falle des Clupeins 2 Argininreste am
Carboxylende der Kette abgespalten worden.

Der verbleibende Rest (Clupean) steht dem Clupein
noch sehr nahe. Er muB nach dem Vorausgehenden noch
8 Arginin, 1 Prolin und 4 Monoaminosauren (entsprechend
insgesamt 37 Stickstoffatomen) enthalten, die durch 12 Peptid-

"bindungen vereinigt sind.

Aktiviertes Trypsin spaltet nun genau !/ dieser Bindun-
gen, 16st also die Kette an 4 Stellen auf, wobei 5 Bruchstiicke
entstehen. Freie Aminosiuren sind in dem Abbaugemisch
nicht enthalten. Durch eine systematische Fraktionierung mit
Alkohol 1a8t sich das Hydrolysengemisch in eine leichter 16s-
liche Fraktion und eine schwerer losliche Fraktion zerlegen.
In der leicht loslichen Fraktion ist das Verhaltnis zwischen
Amino- und Gesamtstickstoff = 1:5, in der schwerlgslichen
Fraktion = 1:9; und zwar ist dieser Wert in beiden Frak-
tionen bei weiterer Fraktionierung konstant (Tabelle 2).

Tabelle 2.
Dipeptidfraktion Tripeptidfraktion

Anteil (Proz. des Gesamt-N)... 27 (= 19,,) 73 (= ;)

Amino-N: Gesamt-N ......... 1:5 1:9
Arginin : Monoaminosiure . . ... 1:1 2:1
Prolin ...................... fehlt vorh.
Spaltbarkeit durch:
Arginase ............... ... 0 0
Dipeptidase (in Proz. der Bin-
dungen) .................. 100 0

Amino-Polypeptidase (in Proz.

der Bindungen) ........... 0 0
Carboxy-Polypeptidase (in Proz.
der Bindungen) ........... 50 50
Dipeptidase nach Carb.-Poly-
peptidase ................. — 30*)
Zusammensetzung**) A—M | A—M-—A
M—A | A—M—A
A—P—-A }

*) Proz. der urspriingl. Peptidbindungen.
**) A = Arginin, M = Monoaminosdure, P = Prolin.

Ein Aminostickstoffgehalt von 1/; des Gesamtstickstoffs
entspricht einem Dipeptid aus Arginin und einer anderen
Monoaminosaure bzw. einem Gemisch aus Dipeptiden dieser
Zusammensetzung. Das Verhaltnis Aminostickstoff zu Gesamt-
stickstoff = 1:9 weist auf Tripeptide der Zusammensetzung
2 Arginin + 1 Monoaminosiure hin. Der quantitativ er-
mittelte Arginingehalt beider Fraktionen entspricht genau
dieser Annahme.

Die Tripeptidfraktion enthilt das gesamte Prolin, die
Dipeptidfraktion ist frei davon. Auf die Dipeptidfraktion ent-
fallen etwa 279, (= 10N), auf die Tripeptidfraktion etwa
739 (= 27 N) des Gesamtstickstoffs (= 37 N). Dies bedeutet,
daB das Clupefn in 2 Dipeptide aus Arginin und Monoamino-
sdure und 3 Tripeptide aus 2 Arginin und einer Monoamino-
saure zerlegt worden ist.

Die Tripeptidfraktion ist selbstverstandlich unspaltbar fiir
Dipeptidase, aber auch unspaltbar fiir Aminopolypeptidase;
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unter Beriicksichtigung der Erfahrungen iiber die Spezifitat
dieses Enzyms ist hieraus zu schlieflen, da keine Monoamino-
sduren am Aminoende dieser Tripeptide stehen kénnen, son-
dern, daBl deren freie Aminogruppe einem Argininrest an-
gehdren muf.

Carboxy-polypeptidase zerlegt in der Tripeptidfraktion
die Halfte der vorhandenen Peptidbindungen, wobei die Halfte
des Arginins, also Argininreste am Carboxylende, in Freiheit
gesetzt werden. Demmnach miissen die Tripeptide am Amino-
und am Carboxylende Argiinreste, in der Mitte eine andere
Aminosiure enthalten. Nach
der Finwirkung der Carboxy-

Das Glutokyrin, das in gut reproduzierbarer Zusammen-
setzung gewonnen werden kann, haben wir mit Hilfe der von
van Slyke (72) ausgearbeiteten Methode zur Bestimmung der
N-Verteilung untersucht und die gewonnenen Ergebnisse, so-
weit wie moéglich, mit Hilfe praparativer Methoden kon-
trolliert (73). Nach durchgreifender Hydrolyse findet man genau
/s des Gesamtstickstoffs mit Phosphorwolframsaure fallbar,
und zwar besteht dieser Anteil, wie aus dem Verhaltnis von
Amino- und Gesamtstickstoff und aus der quantitativen
Argininbestimmung hervorgeht, aus Arginin und Lysin im

polypeptidase findet man 9/, Tabelle 3.
der verbleibenden Dipeptide fiir . .
Dipeptidase  spaltbar, ent- Amino-N/Gesamt-N Basen-N/ Nxf:l)iILO- Amino-N/Gesamt-N z:gm};;xa-v TX
] €I~ a 0- : -
sprechend. de.:r Ap.n ne, da.B vor der h nach der | Gesamt-N | siure-NJ in den n dgn anat best.)
das .Prolmdlpeptld. fiir Di- Hydrolyse Gesamt-N| Basen | M-Aminot;, 9 des
peptidase unangreifbar, die | o . . . Sauren | Gesamt-N
beiden anderen Peptide an- % % % %o % 0
greifbar sind. Kyrin
Die Dipeptidfraktion ent- gef. ....... 323 55,1 66,6 33,4 49,1 66.3 44,2
halt Arginin und Monoamino- ber. ....... 33,3 55,5 66,7 333 50,0 66,7 444
sure im Verhiltnis1:1 und kein : :
N . . . X Argininpeptid
Prolin. Sie wird von Dipepti- gef. ....... 19,7 40,1 80,1 19,9 26,5 95,5 78,3
dase vollstandig zerlegt, wah- ber. ....... 20,0 40,0 80,0 20,0 25,0 100,0 80,0
rend Carboxypolypeptidase nur : .
. A Lysinpeptid
die Halite der Peptidbindungen gef. ....... 49,6 74,8 48,3 51,7 100,7 47,9 —
angreift und dabei die Halite ber. ....... 50,0 75.0 50,0 50,0 100,0 50.0 —

des Arginins in Freiheit setzt.
Dem entspricht nur die An-
nahme, daf3 die Dipeptidfraktion eine Mischung aus gleichen
Teilen eines Dipeptids Arginyl-monoaminosaure und Mono-
aminosaure-arginin ist, wobei nur das letztere durch Carboxy-
polypeptidase angegriffen wird.

Die 5 Bruckstiicke des Clupeanmiolekiils lassen sich also
in folgender Weise formulieren:

M—-A A-M A-M—-A A M—-A A—P-A

und zwanglos zum urspriinglichen Clupeanmolekiil zusammen-
fiigen:
M—A-A—-M-A—-A-M-A-A-P-A-AM

Fiigen wir noch die beiden Argininreste hinzu, die von Prot-
aminase am Carboxylende abgespalten worden waren, so ge-
langen wir zum folgenden Strukturschema des Clupeins:

M—A—A—M—A—A—M—A—A—P—A—-A-M—A—A

Hier mag die vorgenommene Zusammenfiigung der 5 Peptid-
bruchstiicke willkiirlich erscheinen. Sie ist aber die e¢inzige,
die eine einheitliche Deutung fiir die Angriffsweise des Tryp-
sins zuliBt. Bei dieser Anordnung spaltet nimlich das Trypsin
alle Peptidbindungen, die zwischen 2 Argininresten innerhalb
der Peptidkette gelegen sind und nur diese; die Funktion der
Protaminase dagegen besteht in der Abspaltung der Arginin-
reste am Carboxylende.

Willkiirlich in dieser Anordnung ist dagegen die FEin-
reihung des Prolinrestes; er konnte ebensogut an Stelle einer
beliebigen anderen mittelstandigen Monoaminosiure in un-
serem Schema stehen.

Gehen wir von den vergleichsweise niedermolekularen
Protaminen zu hochmolekularen Eiweilkorpern iiber, dann
vergréBern sich die Schwierigkeiten, die mit der Ermittlung
der Aminosiureanordnung verbunden sind, ganz erheblich.
Teilbezirke des Molekiils sind aber auch hier der Aufklarung
zuginglich. Wir haben uns vor einiger Zeit der Unter-
suchung des sog. Glutokyrins zugewandt, eines Gemisches
basischer Abbauprodukte, die nach schon linger zuriick-
liegenden Untersuchungen von M. Siegfried (71) beim vor-
sichtigen Abbau von Gelatine mit Siure entstehen und
durch Phosphorwolframsiure abgeschieden werden kénnen,
Das Kyrin emthilt, in iiblicher Ausbeute isoliert, noch
etwa die Hilfte der in der Gelatine vorhandenen basischen
Aminosduren. Die Ermittlung seiner Konstitution erlaubt
also Aussagen, die fiir die Bindung dieser Aminosiuren im
Gelatinemolekiil immerhin wesentlich sind.
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Verhaltnis von 1:1 (Tabelle 3). Vom Stickstoff der Mono-
aminosaurefraktion entfallt {/, auf Prolin, der Rest auf nicht-
cyclische Momnoaminosiauren. Die Zusammensetzung ist also:

1 Arginin, 1 Lysin, 1 Prolin, 2 nichtcyclische Mono-

aminosduren.

Wenn diese 5 Aminosauren, die zusanimen 9 N-Atonie
enthalten, zu einem Pentapeptid vereinigt wiren, miiiten
2 Aminogruppen (:- ?/, des Cesamtstickstoffs) nach van Siyke
bestimmbar sein. In Wirklichkeit sind aber 3 freie Amino-
gruppen vorhanden, woraus hervorgeht, daB es sich um ein
Gemisch aus Dipeptid und Tripeptid handeln muf.

Die Zerlegung des Gemisches ist gelungen. Das erhaltene
Tripeptid besteht aus Lysin, Prolin und Glykokoll im mo-
laren Verhaltnis. Es ist frei von Arginin. Die Dipeptidfraktion
besteht aus Arginin und Monoaminosaure im Verhiltnis 1:1.
Sie ist frei von Prolin und Glykokoll.

Die Dipeptidfraktion scheint nicht vollig einheitlich zu
sein. Dagegen konnte das lysinhaltige Tripeptid in seiner
Konstitution aufgeklart werden. Durch Nierenpeptidase wird
eine von den beiden Peptidbindungen geldst, wobei nur Carb-
oxylzuwachs, aber kein Zuwachs an NH,-Gruppen entsteht.
Zugleichi wird das gesamte Lysin in Freiheit gesetzt. Es ist
also eine Peptidbindung zwischen dem Stickstoff des Prolins
und der Carboxylgruppe des lysins gelost worden. Das ver-
bleibende Dipeptid (Prolyl-glycin) kann zu Prolin und Glyko-
koll aufgespalten werden. Das Tripeptid mufl also Lysyl-
prolyl-glycin sein. (IX.)

H,N—CH —CO—N—CH—CO-NH.CH,—COOH

CH, CH, CH,
I N/
CH, CH, IX.
|
CH,
|
CH,NH,

Bergmann hat kiirzlich auf Grund neuer Baustein-
analysen eine Hypothese iiber den Aufbau des Gelatine-
molekiils aufgestellt (74). Nach seinen Befunden macht
Glykokoll /4, Prolin 1/, und Oxyprolin !/, der in der Gelatine
anwesenden Aminosiuren aus. In Anlehnung an Vor-
stellungen von Atkin und Astbury vertritt er die Ansicht,
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daB diese 3 Aminosiduren eine periodisch wiederkehrende
Anordnung im Kollagenmolekiil bilden :

1. G P-X—-G—X—-X—G-P-X—-G—-X—-X
oder
2.6 X—P—-G—X—X—-—G—X—P-GCG—X—X

(G = Glykokoll, P = Prolin, X = andere Aminosduren)

Lysyl-prolyl-glycin 148t sich nur in Schema 2 einreihen,
wihrend es in der Anordnung 1 nicht untergebracht
werden kann.

Bausteinanalyse und systematischer Abbau fiihren
also zunichst bei den Protaminen und beim Kollagen zur
Vorstellung eines periodischen Aufbaues der Molekiilkette.
Allerdings wird man mit einer Verallgemeinerung der an
den genannten Eiweilkorpern gefundenen RegelmaBig-
keiten vorsichtig sein miissen. Kollagen ist ein Faser-
eiweiB, bei dem der molekulare Aufbau schon mit Riick-
sicht auf die Gitterstruktur besonders regelmiBig sein
muf}; die Protamine andererseits nehmen wohl iiberhaupt
eine Sonderstellung innerhalb der EiweiBkorper ein.

Nun gibt es aber noch eine weitere Gruppe von
Beobachtungen, die nur in der gleichen Weise erklirt
werden konnen. Es sind dies die eigentiimlichen ganz-

zahligen Verhiltnisse, die von Waldschmidt-Leitz, Schaffner,

und mir (75) erstmals schon vor 10 Jahren bei stufen-
weisem Abbau von Eiweilkorpern beobachtet und in-
zwischen immer wieder angetroffen worden sind. Be-
handelt man EiweiBkorper aufeinanderfolgend mit ein-
heitlichen proteolytischen Enzymen, und zwar jeweils bis
zur volligen Aufspaltung der fiir das betreffende Enzym
l6sbaren Peptidbindungen, so findet man, dal jedes der
angewandten Enzyme einen bestimmten einfachen Bruch-
teil der Gesamtpeptidbindung aufzulésen vermag, und dal
die Leistungen der einzelnen Enzyme untereinander in
einem einfachen ganzzahligen Verhiltnis stehen. '

Die seinerzeit von Waldschmidt-Leitz und Mitarb. ge-
fundenen Zahlen, die, wie wir heute wissen, aus Versuchen
mit noch nicht geniigend einheitlichen Enzymen und
Substraten herriihren, mégen da und dort revisionsbediirftig
sein. Sicher ist, daB das damalige Ergebnis im wesentlichen
richtig und fiir das Eindringen in die Aufbauprinzipien
der EiweiBkérper grundlegend war. DaB auch bei hoch-
molekularen und physiologisch aktiven Eiweilkorpern
diese eigentiimlichen ganzzahligen Verhiltnisse wieder-
gefunden werden, zeigen neue Ergebnisse von Calvery (76),

die sich auf Versuche mit kristallisiertem Eieralbumin und
Tabelle 4.
Protein Reihenfolge | Zuwachs (cm3 1/;) | Epzymatische
N der Enzyme COOH NH, Leistung

Eieralbumin |Papain 2,7 2,8 9
Erepsin 5,0 5,1 18
Trypsin 2,6 2,7 9
Protaminase 0,6 0,7 2
Erepsin 4,5 4,5 16
Papain-HCN 5,6 5,6 18
Erepsin 2,2 9

einwandfrei definierten Enzymen beziehen. Diese Zahlen

(Tabelle 4) lassen eine Scheidung der Peptidbindungen in
Gruppen zu Dritteln der iiberhaupt spaltbaren erkennen.
Man wird sie wohl am besten durch die Annahme ver-
stehen koénnen, daBl auch im Eieralbumin wie in den Prot-
aminen und im Kollagen analog oder #dhnlich gebaute
Gruppen aus je 3 Aminosduren in periodischer Weise stetig
wiederkehren. Die Molekiilstruktur des Eieralbumins wird
in dem Augenblick im wesentlichen geklirt sein, wo es
gelungen ist, den Zahlen von Calvery bestimmte Struktur-
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anordnungen eindeutig zuzuordnen. So liegt, wie ich glaube,
die Aufklirung der EiweiBkorper oder doch ihrer wesent-
lichsten Strukturprinzipien durchaus im Bereiche unserer
methodischen Moglichkeiten, wenn auch noch eine wahr-
scheinlich jahrzehntelange und miihsame Forschungsarbeit
erforderlich sein wird, um solche Ziele zu erreichen.
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als physikalisch-chemische Untersuchungsmethode fiir fliissige Nichtleiter und Halbleiter*)

Von Doz, Dyr. P WULFF,
nach Versuchenmvon H SCHWINDT

Physikalisch-Chemisches Institut
der Universitdt Miinchen

Eingeg. 6.Oktober 1936

ach Erorterung der Grundlagen der dielektrischen

Verlustmessung?!) und der allgemeinen Erscheinungen,
die man dabei beobachten kann, und der bisher dafiir
entwickelten Theorie, durch welche diese zum mindesten
qualitativ gut erfait werden, erheben sich verschiedene
Fragen, von denen zunichst drei als besonders wichtig
herausgegriffen seien:

1. Was bietet die Verlustmessung Neues fiir die Erkenntnis
der Struktur der Materie und ihres Verhaltens?

2. Inwiefern kann die Verlustmessung als Untersuchungs-
verfahren mehr oder weniger Aussagen liefern als die
Bestimmung der Dielektrizititskonstanten?

3. Was fiir Aussichten eroffnet die Verlustmessung fiir die
praktisch-technische Anwendung?

Da es sich um wissenschaftliches Neuland handelt,
muf man sich zu allererst einen Uberblick -iiber das Ver-
halten des Dielektrischen Verlustfaktors (DV) bei ver-
schiedenen Stoffklassen und Systemen verschaffen. Mit
dieser Frage haben wir systematisch begonnen und haben
trotz zahlreicher Mefireihen erst einen recht kleinen Aus-
schnitt gewonnen. TUnsere Meflergebnisse sollen jedoch
nach einer anderen Ordnung besprochen werden, als sie
durch die oben angefiihrten Fragen gegeben ist. Diese

*) Vorgetragen in der Fachgruppe fiir Fettchemie auf der
49. Hauptversammlung des V.D.Ch. in Miinchen am 9. Juli 1936.
1) Vgl. L. Rohde, P. Wulff u. H. Schwindt¢, diese Ztschr, 49,
437 [1936].
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Fragen werden dann anliBlich der Erdrterung des DV
1. bei Einstoffsystemen, 2. bei Zweistoffsystemen und
3. bei der Verinderung vorgegebener Systeme durch
chemische Vorginge beantwortet.

A. Einstoffsysteme.

Es erhebt sich zunichst die Frage, ob reine dipollose
Stoffe iiberhaupt dielektrische Verluste haben. Nach
Formel (16)?) unserer friiheren Arbeit miilte fiir den Fall,
daB die elektrostatische DK =¢; dem Quadrat des
Brechungsindex fiir lange Wellen n = g, gleich ist, tgd
verschwinden. Nach der Theorie der anomalen Dispersion
von Debye?) tritt dies dann ein, wenn das Dipolmoment p
den Wert Null hat. Wie wir jedoch schon in unserer friiheren
Arbeit?) zeigten, findet man auch fiir dipollose Stoffe einen
zwar sehr kleinen, aber durchaus endlichen und mef3baren,
anscheinend frequenz- und temperaturunabhingigen DV
(vgl. auch Tab. 1 und Abb. 1). Vielleicht macht sich hier
der Beitrag bemerkbar, den induzierte Dipole zur gesamten
Polarisation liefern.

Bei dieser Zusammenstellung féllt, wie schon friiher
angedeutet, auf, da@ auch Toluol einen kaum groferen
Verlustfaktor hat als Benzol. Die Ursache hierfiir ist, da

) Diese Ztschr. 40, 437 [1936],

~ {E—ix . =&
(16) tgd = e Feq 17) x = 2 ®T.

%) Vgl. P. Debye: Polare Molekeln, Leipzig 1929.
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