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Bereits 1907 wurde von Emil Fischer erstrnalig die Konstitution eines naturlichen Peptids ermittelt. 
Obzwar in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Verfahren zur Konstitutionsbestimmung einer Peptid- 
Kette diskutiert wurden, sind die Methoden, mit denen eine systernatische und erfolgreiche Erforschung 
d e r  Konstitution der  Peptide und Proteine in..Angriff genommen werden konnte, ers t  in den letzten 
zehn Jahren beschrieben worden. Es wird eine Ubersicht gegeben, mit  welchen Methoden die Endgruppe 
und die Reihenfolge der  Aminosauren ermittelt werden. An den Beispielen des Gramicidin-S, des In- 
sulins und des Tabakmosaik-Virus werden die rnodernen Wege der  Konstituionsermittlung beschrieben. 

1. Einleitung 
Die Proteine wurden bereits 1784 von Francois de F o ~ ~ r c r o y  als 

Stoffklasse erkannt. Die erste Aminosaure, Cystein, wurde 1809 
isoliert. E.  Fischer bearbeitete erstmals systematisch die Chemie 
der Aminosauren der Peptide und Proteine (1900-1918). Svedberg 
konnte durch mathematische Analyse der Sedimentationsbande 
des Hamoglobins in der Ultrazentrifuge zeigen, dall Proteine - 
i m  Gegensatz zu anorganisohen Kolloiden - ein definiertes, dis- 
kretes Molekulargewioht besitzen. Nach Einfiihrung der Ver- 
teilungschromatographie gelang erstmals eine Trennung samtlieher 
Aminsosauren und ihrer Derivate. Die erste vollstandige Bau- 
steinanalyse wurde 1945 veroffentlicht (p-Lactoglobulin, E.  
Brand) .  Durch F.  Sanger wurde mit Erfolg die Erforsohung der 
chemisohen Konstitution der EiweiDstoffe i n  Angriff genommen 
und yon ihm selbst das Insulin aufgeklHrt (1945 bis 1954). 

Im Gegensatz zu anderen Makromolekeln - natiirlichen 
oder synthetischen Ursprungs - kommt den EiweiB- 
stoffen eine ganz bestimmte chemische Yonstitution zu. 
Bei Skleroproteinen sind die Verhaltnisse noch nicht vollig 
geklart. Den globularen Proteinen jedoch, z. B. Insulin, 
mu6 eine Formel im Sinne der klassischen, organischen 
Chemie zuerkannt werden. 

Fur die biologische Aktivitat eines Proteins ist neben 
der chemischen Konstitution auch seine physikalische 
Struktur von Bedeutung, diese wird mit physikali- 
schen Methoden, wie Rontgenstrahlen usw. 1 ermittelt. 
Sie soll jedoch nicht beriicksichtigt werden, da sie bereits 
an anderer Stelle behandelt wurde l). 

Die Erforschung der chemischen Konstitution der Ei- 
weibstoffe stellt heute die wesentliche Aufgabe der Pro- 
tein-Chemie dar. Im folgenden soll eine Ubersicht iiber 
die Methoden zur Konstitutionsaufklarung bei EiweiB- 
stoffen und iiber die bisher erzielten Ergebnisse gegeben 
werden. 

I I .  Ermittlung der Konstitution 
einer Peptid-Kette 

Proteine bestehen aus einer oder mehreren Peptid- 
Ketten. Eine solche kann 16 verschiedene Aminosauren 
enthalten. 

H,N-mR-c-N H-cH w-LN H-cH w-c 
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*) Neue Anschrift: Max- Planck- Ins t i tu t  fur  Biochemie, Miin- 

1) H .  Zahn, dime Ztschr. 6.1, 295 [1952]. 
chen XV. 
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Als N-terminale Gruppe oder N-terminaler Rest wird die 
Aminosaure mit freier X-NH,-Gruppe, als C-terminale 
Gruppe oder C-terminaler Rest die mit freier a-Carboxyl- 
Gruppe bezeichnet. Der erste Schritt zur Aufklarung der 
Konstitution einer Peptid-Yette besteht in der Bestimmung 
der Endgruppen. Hierzu wurden bereits von E. Fischer Me- 
thoden entwickelt ; das erste brauchbare Verfahren wurde 
jedoch erst 1945 von F .  Sanger angegeben. 

Die generelle Schwierigkeit besteht darin, daR Proteine 
und Peptide als typische Dipole nur in polaren Losungs- 
mitteln, wie H,O loslich sind, die Reaktionen, die zur Be- 
stimmung verwendet werden, hingegen am besten im 
wasserfreien Medium vor sich gehen. 

Zur Bestimmung der Endgruppe wurde bis heute eine 
sehr grol3e Anzahl von Reaktionen vorgeschlagen, von 
denen die meisten allerdings nur akademischen Charakter 
besitzen. Man kann sie in drei Hauptgruppen unterteilen. 

1.) Bestimmung der  Endgruppe durch Umwandlung 
der  endstandigen Arninosaure 

Die N-terminaIe Aminosaure wird nach diesem Verfah- 
ren in eine andere Verbindung z. B. eine Oxysaure iiber- 
gefiihrt2). Nach totaler Hydrolyse kann sie durch Charak- 
terisierung des Umwandlungsproduktes oder durch ein 
Differenzverfahren ermittelt werden. 

0 0 
I1 I1 

H2N-CHR-C-NH-CHF-C- 

4 HNO, 

0 0 
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HO-C HR-C-N H-C HR’-C-- 

I 
0 
1 1  

HO-CHR-C-OH 4- Aminosauren 

Die Oxysaure kann z. B. extrahiert und chromato- 
graphisch identifiziert werden. Bei kleinen Peptiden ist 
die Bestimmung der Aminosauren vor und nach der Um- 
wandlung empfehlenswert, wobei die nach Behandlung und 
Hydrolyse fehlende Aminosaure als Endgruppe vorliegen 
mul3. 

*) !. H .  Qumtel, C .  P .  Stewart u. €2. E. Tunnicliffe, Biochem. J. 17, 
586 [1923]. 
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Fin mehrfach verwendetes Verfahren zur Bestimmung 
des C-Restes ist die Reduktion mit Lithium-aluniinium- 
oder N a t r i u m b o r h y d ~ i d ~ % ~ ? 5 ) .  
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I /  / 

- WH--CHR-C-NH-CHR'-C 
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--N H-cH R-L-NH-cH w-c H,o H 
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-N H-CHR- C-NH-CHR'-C 

'OCH, 

Aminosauren + H,NCHR'-CH,OH 

Das Peptid oder Protein wird direkt oder besser nach 
Veresterung (z. B. rnit Diazomethan) hydriert, wobei die 
C-terminale Aminosaure in den entsprechenden Amino- 
alkohol ubergefuhrt wird. Dieser wird nach Hydrolyse der 
Peptid-Kette extrahiert und chromatographisch identi- 
fiziert oder - noch besser - nach vollstandigem Umsatz 
des Hydrolysates rnit Dinitrofluorbenzol als Dinitrophenyl- 
Derivat identifiziert 5, ". 

Weitere Verfahren zur Bestimmung eines Restes durch 
Umwandlung sind: Die Uberfiihrung einer N-terminalen 
Aminosaure in die Ketosaure') oder das Nitrila), ferner 
die Bestimmung des C-Restes nach der Dakinschen Re- 
aktions), bzw. nach Hundsdickerlo). 

2.) Bestimmung d e r  Endgruppe durch Blockierung 
de r  endstandigen Aminosaure 

Die endstandige Aminosaure wird dermaRen substitu- 
iert, dalj das Derivat gegen Hydrolyse bestandig ist. Nach 
totaler Hydrolyse kann daher die terminale, substituierte 
Aminosaure leicht extrahiert und chromatographisch 
identifiziert werden. Nach einer p a r t  i e l l e n  H y d r o l y s e  
kann man im allgemeinen nicht nur die endstandigen, son- 
dern auch die benachbarten Bausteine ermitteln. Wer- 
den neben der endstandigen, substituierten Aminosaure 
RA (R  = substituierter Rest) die Peptide RAB, RABC, 
RABCD erfaljt, so kann auf die Reihenfolge ABCD ge- 
schlossen werden. 

Das bekannteste Verfahren dieser Gruppe, wie der 
Methoden zur Bestirnmung der Endgruppen iiberhaupt, 
ist die D i n i t r o p h e n y l - M e t h o d e  nach Sangerll). Das 
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It // 

,NO2 0 
I 1  - 

O,N--/\ )-F + H,N- CH R-C-N H-CHR'-C-N H-CH R " C -  

-- 
3 )  .4. C .  Chibnoll u. M .  W. Ress ebenda 48, XLVlI  119511. 
4 )  C .  Fromageot, M .  Jus!rsr, D.  Meyer u.  L. Penasse, Biocheni. bio- 

5 )  W. Grassrnann, H .  Horrnann h. H .  Endress, Chem. Ber. 86, 1477 

8 )  H .  Jatzkewitz u. Nguven Dung T a m ,  Hoppe Seyler's 2. physiol. 
Chem. 236, 188 [1954]. 

7, S. Goldschrnidt, E. Wibcrg, F. Nagd ti. K. Martin,  Liebigs Ann. 
Chem. 496, 1 [1927]. 

*) S. Goldschrnidt u. K.  Sfrauss, ebenda 477,  1 [1929]. 
R. A. Turner u. G .  Schmerzier, J. Amer. chem. SOC. 76, 949 [1954]. 

lo )  I < .  Heyns  u.  K .  Stange, Z .  Nnturforsch. IOb, 129 [1955]. 
11) F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 119451. 

physlca Acta [Amsterdam] 6 283 119501. 
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Protein oder Peptid wird mit 1,2,4-Dinitrofluorbenzol um- 
gesetzt. 

Nach totaler Hydrolyse wird die N-terminale 2,4-Di- 
nitrophenyl-Aminosaure extrahiert, chromatographisch 
gereinigt und identifiziert. 

Die Dinitrophenyl-Methode nach Sanger war das erste brauch- 
bare Verfahren zur Bestimmung der Endgruppen und stellt heute 
noch eine Standardmethode dar. Die Dinitrophenyl-Aminosauren, 
die als Modellsubstanzen dienen, stellt man entweder mit 1,2,4- 
Dinitrochlorbenzol nach Abderhalden12) oder Fluordinitrobenzol 
in alkoholischer Losung nach Sangerll) her oder - a m  besten - 
in waBriger, sodaalkalischer Losung bei 40 "C nach Levy (Ausbeu- 
ten 97 %)l3?l4) .  

Zur Substitution eines Peptids oder Proteins werden diese in 
10 %iger NaHC0,-Losung unter Zugabe von 2 Volumenteilen 
einer 5 %igen alkoholischen Losung von Fluordinitrobenzol 2 h 
bei Zimmertemperatur geschiitteltll). Empfehlenswerter ist die 
Substitution in  wa5riger Losung bei pH 9,0 und  40°C rnit Hilfe 
eines auto tit rat or^'^). Das Diuitrophenyl-Protein wird nach der 
Reinigung rnit 6 n  HCl hy.drolysiert (8-24 h) ,  die Dinitrophenyl- 
aminosauren werden mit Ather extrahiert: Dinitrophenylhistidin, 
-arginin und -cysteinsaure verbleiben in wallriger Losung und wer- 
den gesondert nachgewiesen. In  der Seitenkette werden noch 
Lysiu, Cystein, Tyrosin und Histidin substituiert. 

Die Brauehbarkeit einer Blockierungsmethode hiingt von der 
Stabilitat der substituierten Aminosaure gegeniiber saurer 
Hydrolyse ab. Die Dinitrophenylaminosauren sind sehr stabil, 
nur Dinitrophenylprolin, -glykokoll und Bis-Dinitrophenyl- 
cystein werden weitgehend zerstort. 

Man identifiziert einc Dinitrophenyl-Xomponente am besteii 
durch Verteilungschromatographie. Friiher wurde fast ausschliell- 
lich in  Saulen getrennt15,16,17). Fur  analytische Untersuchungen 
wird heute jedoch lediglieh die Identifizierung durch 2-dimensio- 
nale Papierchromatographie verwendet, mit der samtliche Xom- 
ponenten sehr leicht nachgewiesen werdenl4,l*). Bei der quanti- 
tativen Bestimmung eluiert man den Fleck rnit H,O oder 1 Yo 
NaHC03 und millt die Absorption im UV bei 360 mp. 

Infolge der intensiven Farbe der Diuitrophenyl-Derivate wird 
fur  eine Bestimmung nur sehr wenig Substanz benotigt, im Durch- 
schnitt 0,2-0,5 p'Mol. 

Die Dinitrophenyl-Derivate der Aminosauren eignen sich ierner 
vorziiglich zur quantitativen Best,immung. Das Hydrolysat wird 
zu diesem Zwecke nach Entfernung der Salzsaure i m  Autotitrator 
in  wallriger Losung bei pH 9 und 40 "C mit Dinitrofluorbenzol um- 
gesetxt. S ta t t  mi6 einem Autotitrator kann auch in einem ge- 
pufferten Losungsmittel gearbeitet werden18.1s). Das iibersohiis- 
sige Dinitrophenol wird durch Sublimation oder chromatogra- 
phisch entfernt, die Dinitrophenyl-Aminosauren durch 2-dimensio- 
nale Papierchromatographie getrennt, die einzelnen Komponen- 
ten im UV bei 360 rnp bestimmt (300 y Hydrolysat, Genauig- 
keit 3 bis 5 % ) .  

Die Dinitrophenyl-Methode wurde von Zahn sinnvoll erweitert. 
Durch Darstellung von Difluor-polynitrophenyl-Verbindungen 
konnen raumlich benachbarte NH,-Gruppen erfallt werden, wo- 
bei man z. B. bei Seide wertvolle Aufschliisse uber die raumliche 
Lage der einzelnen Aminosauren erhaltzO). 

Ein recht originelles Verfahren zur Bestimmung des 
C-Restes wurde von Akabori angegeben2112"z3~1*~83), Das 
Peptid, bzw. Protein wird rnit wasserfreiem Hydrazin be- 
handelt (8-12 h, 100°C), wobei eine U m a m i d i e r u n g  der 
Peptid-Bindungen stattfindet. Samtliche Aminosauren, 
mit Ausnahme der C-terminalen, liegen als Aminosaure- 
hydrazide vor und werden nach Behandeln mit Benzaldehyd 
oder Nitrobenzaldehyd in die entsprechenden Schiffschen 
Basen ubergefiihrt. Die freie C-terminale Aminosaure 

E .  Ahderhalden u. 8. BLumberg, Hoppe Seyler's 2. physiol. Chem. 

A .  L. Levy, Nature [London] / 7 4 ,  126 [1954]. 
A .  L. Levy ,  u. D .  Chung, J. Amer. chem. Sac. 7 7 ,  2899 [1955]. 
S .  Blackburn, Biochem. J. 45, 579 [1949]. 
J .  C. Perrone, Nature [London] 767, 513 [1951]. 
G. Braunifrer u. K. H .  Reuther, Makromolekulare Chem. 18/19, 
501 119561. 
G. Braunrtzer Chem. Ber. 88 2025 119551. 
G. Koch u. W. Weidel,  Hopie Seyler's Z .  physiol. Chem. 303, 
213 [1956]. 
H .  Zahn, diese Ztschr. 6 7 ,  561 11955). 
S .  Akabori, K. Ohno u. K .  Narita,  Bull. chem. SOC. Japan 25, 
214 [1952]. 
S. Akabori,  K. Ohno, T .  Zkenaka, A .  Nagata u. J. Haruna, Proc. 
Japan Acad. (Tokyo) 29, 561 [1953]. 
K .  Ohno, J. Biochemistry [Tokyo] 40,  621 [1953]. 

65, 318 ri9101. 
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H- 
C,H,-NH CS.NH-CHR’CONH-CHR‘ COOH 4 

0 

kann anschlieBend direkt oder nach Umsetzen niit Di- 
nitrofluorbenzol identifiziert werden. 

NH,-CH-CO-NH-CH-CO NH-CH-COOH 
I I I 

N H +  S 
LC/ 

-+ NH,-CH- COOH CHR’-C=O Hf 
I I t C,H,NH-CS.CH R’CO 0 H 

N H  N-C8H5 

‘c’ 
Das Verfahren stellt in gewissem Sinn eine Umkehrung 

der Blockierungsverfahren dar, wobei samtliche Amino- 
sauren mit Ausnahme des C-Restes blockiert und entfernt 
werden. Bei kurzer Einwirkung von Hydrazin (3-6 h, 
100°C) erhalt man auch C-terminale Peptide, woraus die 
C-terminale Sequenz einer Peptid-Kette ermittelt werden 

Weitere Verfahren zur Bestimmung eines Restes durch 
Blockierung : Bestimmung eines N-Restes rnit Sulfosaure- 
chloriden (Naphthalin-, Benzol-sulfochlorid24)), Mesylchlo- 
ridll), P y p ~ i l c h l o r i d ~ ~ )  durch BenzoylchloridZ7), durch 
reduktive Methylierunga6), mit Phenylisocyanat oder die 
ifberfiihrung einer Carbobenzoxy-Verbindung in das 
Aminohydant0in~8-~*). 

kann23*1%83). 

3.) Bestimmung der  Endgruppe und Reihenfolge 
der Aminosauren durch stufenweisen Abbau 

Der stufenweise Abbau wurde zuerst von Abderhalden 
und Brockmann vorge~chlagen3~). Hierbei wird zunachst 
die endstandige Aminosaure substituiert und in einem 
zweiten Schritt selektiv aus dern Peptid-Verband entfernt, 
wobei die restliche Peptid-Kette intakt bleiben soll. Die 
vorletzte Aminosaure liegt nun frei vor und die Reaktion 
kann prinzipiell weiter und bis zum anderen Ende der 
Peptid-Kette wiederholt werden. Meist wird die termi- 
nale Aminosaure als cyclisches Derivat abgespalten. Das 
wichtigste Verfahren dieser Gruppe ist der Abbau nach 
Edrnan33p34). 

Das Peptid wird rnit Phenylsenfol bei pH 9,0 und 40 “C 
umgesetzt. Das entstandene Thioharnstoft-Derivat cycli- 
siert im Sauren. Das Hydantoin des Restes wird extrahiert, 
die Ausbeute im UV bei 268-70 mp bestimmt. Die Hy- 
dantoine konnen direkt papierchroniatographisch identi- 
fiziert werden. Zusatzlich kann man sie rnit Saure oder 
Alkali zu Aminosauren zuruckspalten und als solche identi- 
fizieren. Eine wesentliche Voraussetzung fur  den stufen- 
weisen Abbau, d. h. fur  die erfolgreiche Wiederholung der 
Reaktionsweise ist, daI3 die beiden Reaktionsschritte des 
Abbaues unter schonenden Bedingungen, aber quantitativ 
vor sich gehen. 

Der Meehanisrnus des Phenylthioisoeyanat-Abbaues wurde erst  
kurzlieh von  Edman geklart .  Bei Abspaltung des Restes en t s t eh t  
primar nicht das  3-Phenyl-2-thiohydantoin-Derivat der  N-ter- 
ininalen Aminosaure, sondern das  isomere 2-Anilino-5-thiazolinon. 
Dieses geh t  unter  WasseraussohluB duroh intramolekulare Um- 
lagerung oder in wallriger Losung nach  rascher Hydrolyse zur 
Phenyl-thiocarbamylsaure du rch  RingschluB i n  das  Phenyl-thio- 
earbamyl-Derivat der Aminosaure iiber 34). 

E .  Fischer u. P. Bergel, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 3779 [1902]. 
S. F .  Udefriend u. S. V. Velick, J. biol. Chemistry 790, 733 [1951]. 
V. M. Ingram, Nature [London] 766, 1038 r1950j. 
E. Abderhalden LI. K. Heyns, Hoppe Seyler’s Z .  physiol. Chem. 

K. hrhlogl u. E.  Wawersich, Naturwissenschaften 47, 38 119531. 
F. Wesseley, K. Schlogl u. E. Wawersieh, Mh. Chem. 85,957 [1954]. 
H. G. Khorana. J. chem. SOC. [London] 7952, 2081. 
P. Schlnck u. W .  Kumpf ,  Hoppe Seyler’? 2. physiol. Cheni. 7.5d, 

202 37 [1931]. 

125 rt926i. 
8 2 )  z-Abd&?klden u. 13. Brockrnann, Biochem. Z. 225, 386 [1930]. 
83) P. Edman, Acta chim. Scand. 4, 277, 283 119521. 
S4) P. Edman, Nature [London] 777, 667 [1956]. 
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Mit den Methoden von Fraenkel-Conrat35) und L e ~ n i s ~ ~ )  
werden heute bis 10 Aminosaure-Reste abgebaut. Das 
Peptid oder Protein wird auf Filtrierpapier gespreitet, das 
Papier rnit Phenylsenfol-haltigem Dioxan angefeuchtet 
und in einem Exsiccator in Gegenwart von Pyridin- 
Dampfen inkubiert. Zur Cyclisierung IaBt inan nach Ent- 
fernung des Phenylsenfols ein dampfformiges HCI-Amei- 
sensaure-Gemisch einwirken. Auch bei diesem Verfahren 
werden nur  sehr geringe Substanzmengen, im  Durch- 
schnitt 0,l-0,3 y-Mol benotigt. 

Der schrittweise Abbau gelingt, wenn die NH,-Gruppe in 
CL- oder @-Stellung (z. B. auch bei p-Alanin) zur Carboxyl- 
Gruppe steht. Bei y-Peptid-Bindungen wie Glutathion 
findet zwar eine Cyclisierung, jedoch keine Abspaltung der 
N-terminalen Aminosaure statt.  

Weitere Verfahren zum stufenweisen Abbau sind: Die 
Schwefel kohlenst off-Met hode 37),  Dixant hogenat38), die Di- 
thiocarbamat-Methode39$, der Abbau durch Lactamisie- 
rung40) dasverfahren nach Wessely undSchliigl (schrittweiser 
Abbau von zwei Aminosauren in einer Reakt ion~s tufe)~~) .  

Beim schrittweisen Abbau kann ferner durch entspre- 
chende Substitution des Restes die benachbarte Peptid- 
Bindung labil werden, die endstandige Aminosaure wird 
d a m  unter schonenden Versuchsbedingungen aus dem 
Peptid-Verband entfernt. Diese Verfahren wurden vor- 
geschlagen zum Abbau einer Peptid-Kette am C-Ende. 

Ein Beispiel hierfiir stellt der Abbau nach L.ossen dar4z). 
Der Peptidester wird in die Hydroxamsaure iibergefuhrt 
und nach Acylierung das Salz des Acyl-Restes abgespalten. 
Das entstandene Harnstoff-Derivat wird schlieI3lich mit 

+ 2 NaOH + (C,,H,CO.NHCH,CO.NH.CHR~NH),CO 

+ 2 C,H,.CO,Na + CO, + H,O 
Hydrolyse _-_ + 2 C,H,.C0.NH.CH2.C0,H + 2 RCHO C CO(NH,), 

HQ 

verdiinnter Saure behandelt, wobei das verkiirzte Peptid- 
amid und der urn ein C-Atom armere Aldehyd gefaDt wird, 
der der C-terminalen Aminosaure entspricht. Der letztere 
kann direkt oder als Dinitrophenylhydrazon nachgewie- 
sen werden. 

Ahnliche Verfahren wurden von B o i s s ~ n a s ~ ~ ) ,  C ~ r t i u s ~ ~ ) ,  
Bergmann * 5 )  und B ~ i l e y 4 ~ )  vorgeschlagen. 

3 5 )  H .  Fraenliel-Conrat J. Amer. chem. SOC. 76, 3606 [1954]. 
3R) J .  Leonis, Ann. So;. roy. Scl. mbd. natur.  Bruxelles 8 65 [19551. 
37) J. Leonis u. A .  L. Levy, C. R. Trav.  Lab. Catlsberg’ZS, 57, 57 

[1954]. 
G. W. Kenner u. H .  G .  Khorana, J.chem. Sac. [London] 7952,2076. 

39) D. T. Elmore u. A .  P. Tpseland, Chem. and Ind .  7953 1227. 
I?. W .  u. A. D .  Hoiley J. Amer. chern. SOC. 74 5445 [19’52]. 

41) F. Wesseley K .  Sch l ig l  11. K. KarRer Mh. Chkm. 83 1426 [1952]. 
42)  TI?. Wielanh ti. H .  Fritz,  Chem. Ber.’ R6, 1186 [1953). 
4 9  R. A. Boissonas Helv. chim. Acta 3.5 2226 [1952]. 

F. Bettzieche, Hdppe Seyler’s 2. physi6l. Chem. 767, 178 19261. 
‘I) M. Bergmann u. L. Zservas, J .  biol. Chemistry 173, 34! 119361. 
18)  L. Bailey, Biochem. J. 60, 170, 173 [1955]. 
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Neben diesen chemischen Veriahren hat noch ein enzyma- 
tisches Bedeutung erlangt: Die Reihenfolge kann unter ge- 
wissen Bedingungen mit groBem Erfolg rnit Carboxypepti- 
dase bestimmt ~ e r d e n 4 ~ ) .  Dieses Enzyni spaltet die C-termi- 
nale Aminosaure der Peptid-Kette ab. Jedoch bleibt die 
Reaktion hierbei nicht stehen, vielmehr wird anschlie- 
Bend die vorletzte Aminosaure abgespalten usw. Man kann 
daher mit diesem Enzym nicht nur  die C-terminale Amino- 
saure, sondern durch kinetische Messungen u. U. auch die 
benachbarten Aminosauren ermitteln. Eine genaue Inter- 
pretation der Versuchsergebnisse setzt allerdings bereits 
eine gewisse Kenntnis iiber die Struktur des untersuchten 
Proteins bzw. Peptids voraus. Die Carboxypeptidase- 
Methode hat jedoch den Nachteil, dab verschiedene Amino- 
sauren durch dieses Enzym verschieden schnell abgespal- 
ten werden, Glykokoll und Lysin iiberhaupt nicht, sehr 
schnell hingegen die aromatischen Aminosauren und Leu- 
cin, was oft eine klare Interpretation der Versuche er- 
schwert. Die enzymatischen Methoden haben den Vorteil, 
daB man unter schonenden Bedingungen (H,O, pR 7,0, 
25 "C) arbeiten kann. 

Von den Methoden, die hier diskutiert wurden, haben 
im wesentlichen die Blockierungsmethoden und die des 
schrittweisen Abbaues zur Aufklarung der Protein-Struktur 
beigetragen. Es wurden fast ausschlieBIich verwendet : 
Die Dinitrophenyl-Methode, der Abbau mit Phenylsenf- 
01, Carboxypeptidase und jiingst - die Hydrazin-Methode. 

4.) Bestimmung des Saureamids 
Bei der vollstandigen Aufklarung einer Peptid-Kette 

mu6  unterschieden werden, ob die sauren Aminosauren als 
solche oder als Amid vorliegen. Die Gesamtzahl der Glut- 
amin- und Asparagin-Reste wird durch die Bestimmung 
des Saureamid-N nach saurer Hydrolyse als NH, ermittelt. 
Zur Unterscheidung, ob eine bestimmte Aminosaure als 
Saure oder als Amid vorliegt, wurden im Falle des Insulins 
spezielie Methoden entwickelt. Sie sind jedoch sehr miihe- 
voll. In  Zukunft wird fur die Konstitutionsaufklarung einer 
Peptid-Kette sehr wahrscheinlich weitgehend das Edman- 
sche Verfahren verwendet werden. Durch direkte Chro- 
matographie der Thiohydantoine kann sehr leicht unter- 
schieden werden, ob das Hydantoin als freie Saure oder 
als Saureamid vorliegt. Wahrscheinlich werden daher die 
am Insulin verwendeten Verfahren in Zukunft nur  mehr 
in speziellen Fallen herangezogen. 

5.) Bestimmung der  -S-S-Brucken 
Die klassische Konzeption der Protein-Struktur kennt 

neben der Peptid-Bindung nur noch die Disulfid-Briicke 
als weitere kovalente Bindung. I hre Bestimmung ist von 
groBer Bedeutung, da sie einerseits wesentlich zur Faltung 
der Peptid-Kette beitragt (s. Insulin), und da anderer- 
seits bei vielen Proteinen ihre Spaltung bereits zu einem 
volligen Verlust der Aktivitat fiihrt. Das Protein wird ent- 
weder enzymatisch oder durch saure Hydrolyse gespalten 
und das gesamte Hydrolysat einer Hochspannungs- 
Elektrophorese unterworfen. Dann werden mit geeigneten 
Reagentien die Banden der Cystinpeptide untersucht. 
Diese werden ausgeschnitten und rnit Perameisensaure 
oxydiert. Bei anschlieBender Hochspannungs - Elektro- 
phorese im stark sauren p,-Bereich konnen die Cystein- 
saurepeptide in reiner Form gewonnen werden. Jedem 
Cystinpeptid entsprechen zwei Cysteinsaurepeptide. Durch 
Totalhydrolyse des entsprechenden Cysteinsaurepeptids 
wird die dem Cystin benachbarte Aminosaure ermittelt. 
47) ./. I. Harris,  Symp. Peptide Chem., Chem. SOC. spec. Publ. 2, 

71  [1954]. 

Durch Vergleich mit der Konstitution der beiden Peptid- 
Ketten kann die Lage der - S-S - Briicken ermittelt 
werden. 

Die 4-S-Bri icken miissen unter ganz bestimmten 
Versuchsbedingungen bestimmt werden: Es zeigt sich 
namlich, daI3 sehr leicht eine Wanderung und Austausch 
der -S-S-Briicken untereinander stattfindet, was zu 
falschen Ergebnissen fiihrt4*14g). 

6.) Bestimmung der  Sequenz bei langeren Peptiden 
Mit  den Methoden zur Bestimmung der Endgruppe und 

zum schrittweisen Abbau kann im allgemeinen nur die 
Sequenz kleiner Peptide vollstandig ermittelt werden 
(2-5 Reste). Normale Proteine besitzen aber eine groBere 
Anzahl von Resten (50-1200). 

Zur Ermittlung der vollstandigen Sequenz bei groBeren 
Peptiden und besonders bei Proteinen miissen daher die 
Methoden weiter erganzt werden. Diese werden im allge- 
rneinen in kleinere Spaltprodukte zerlegt, diese anschlie- 
Rend voneinander getrennt und ihre vollstandige Struktur 
mit den oben beschriebenen Methoden ermittelt. Anschlie- 
I3end wird aus der Konstitution der Spaltprodukte auf 
die Reihenfolge der Gesamtkette geschlossen. 

Kleinere Peptide wurden friiher meist durch eine un- 
spezifische Hydrolyse (HCI, H,SO,, KOH) in eine groBere 
Anzahl kleinerer Spaltprodukte zerlegt. Heute hingegen 
wird eine spezifische Hydrolyse mit Enzymen vorge- 
zogen: Hierbei wird die Peptid-Kette nur an bestimmten 
Stellen gespalten, man erhalt daher eine diskrete Anzahl 
tiefinierter Spaltprodukte. 

An Enzymen wurden bis heute verwendet : Trypsin, 
Chymotrypsin, Pepsin, Papain. Besonders geeignet ist 
Trypsin, dessen Wirkung sehr spezifisch ist, da es nur die 
Carboxyl-Bindung des Arginins und Lysins spaltet. Da 
die Anzahl der basischen Aminosauren in den meisten 
Proteinen gering ist, laBt sich rnit diesem Enzym eine 
Obersehbare Zahl von Spaltprodukten erhalten. Trypsin 
spaltet nicht nur spezifisch, sondern auch quantitativ. 
Die Ausbeute an Peptiden betragt 90-95%. 

Die Methoden zur Auftrennung hoherer Peptide sind 
noch in Entwicklung begriffen. Fur viele Zwecke hat sich 
die G e g e n s  t r o m v e r t  e i  l u n g  bewtihrt50). Man kann 
hierbei mit relativ groBen Substanzmengen arbeiten. Sie 
versagt jedoch, wenn die Mischung zu viele Komponenten 
enthalt. Sehr oft wird die zweidimensionale P a p i e r -  
c h r o m a t o g r a p h i e  v e r ~ a n d t ~ ~ ) .  Die Methode ist be- 
sonders geeignet, komplexe Gemische kleinerer Peptide 
voneinander zu trennen. Fur analytische Zwecke wird 
mit groRem Erfolg ferner die von Michl eingefiihrte 
Methode der H o c  h s p a n n u  n g s e  le k t r o p  h o  r e s e  ange- 
wandt51). Mit  diesem Verfahren konnen auch groBere 
Peptide voneinander getrennt werden. Besonders bewahrt 
hat  sich die Elektrophorese in Pufferlosungen unter Zu- 
gabe von H a r n ~ t o f f ~ ~ l ~ ~ ) :  Dieser ist selbst nicht leitend, 
erhoht jedoch die Loslichkeit hoherer Peptide wesentlich, 
wodurch besonders scharfe Banden erzielt werden. Durch 
Elektrophorese bei verschiedenem pH kann das Auflosungs- 
vermogen noch weiter gesteigert werden. 

Mit groI3em Erfolg wurden in jungster Zeit die Peptide 
uber A u s  t a u s c  h e r s a u l e  n aufgetrennt. Diese Verfahren 
scheinen an Bedeutung zu gewinnen, da man mit relativ 
geringem Arbeitsaufwand im halbpraparativen MaBstab 

ax)  A. P .  Ryle u. F. Sanger, Biochem. J. 60, 535 119521. 
4 9 )  Th.  Wieland u.  H .  Sehwahn. Chem. Ber. 89. 420 119561. 
5 0 j  H .  P .  Bell J. Amer. chem.'Soc. 76 5565 [i954].L 
51)  H .  Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1952j. 
5i) R. R. Reedfield u. C .  B .  Anfinsen, J. biol. Chemistry 221, 385 

r 1 awl  

A 

6 3 )  ?.'_r;;ba, unveroffentlicht. 
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arbeiten kann (Saulendurchmesser 2 cm, Hohe 150 cm, 
200-400 mg Peptid-Gemisch). Sehr bewahrt haben sich 
Saulen rnit Dowex 50 und einem Vernetzungsgrqd von 
2%. Bei der Auftrennung ist dem Austausch ein ,,Mole- 
kularsiebeffekt" iiberlagert. Die Peptide werden daher 
sowohl hinsichtlich ihrer Ladung, wie auch hinsichtlich 
der Kettenlange gesondert. Hirs, Sfein und Moore ge- 
lang e ~ & ~ ) ,  durch doppelte Gradientenelution (kontinuier- 
liche Erhohung des pH und der Ionenkonzentration) uber 
Dowex 50 X 2 ,  die Peptide nach tryptischer, peptischer 
und chymotryptischer Verdauung von Ribonuclease auf- 
zutrennen und hierdurch weitgehend die Konstitution die- 
ses Enzyms aufzuklaren. E. Smifh konnte nach demselben 
Verfahren die tryptischen Peptide des Papains quanti- 
tativ trennen55). Da die Analyse uber Dowex 50 voll- 
automatisch durchgefuhrt wird und unter neuen Versuchs- 
bedingungen in 24 h eine quantitative Aminosaure- 
Analyse eines isolierten Peptids beendet ist 9, scheint 
diese Methode das Verfahren der Zukunft zu sein. 

111. Konstitution von Peptiden 
und Proteinen 

1.) Allgemeine Struktur der Proteine 

a) L a n g e  u n d  Z a h l  d e r  P e p t i d - K e t t e n  

Die Langen der Peptid-Ketten sind sehr verschieden. 
Bereits Di- und Tripeptide besitzen biologische Aktivitat. 
Die ,,klassischen Proteine" bestehen im allgemeinen aus 
120-160 Aminosauren-Resten. Aus Endgruppenanalysen 
muB ferner geschlossen werden, daB eine einzige Protein- 
Molekel aus 1200 Resten bestehen kann (y-Globulin). 

Ein Protein wird im allgemeinen durch sein Molekular- 
gewicht charakterisiert. Nur selten besteht ein EiweiB- 
stoff aus einer einzelnen Peptid-Kette. Meistens konnen 
durch Endgruppenanalysen mehr als 1 Mol Endgruppen 
nachgewiesen werden, d. h. das Protein besteht aus zwei 
oder mehreren Peptid-Ketten. In  Tabelle 1 sind einige 

I , I I 

Mo1.- I Gew. 
Zahl der 
Peptid- 
ketten 

N-Rest C-Rest 

Ribonuciease . . , , . . 
Pepsin . . . . . . . . . . . . 
Myoglobin (Pferd.). . 
Insulin . . . , , , . . . , . 

@-Lactoglobulin . . . . 
Rindergiobin . . . . . . 
T M V  . . . . . . . . . . . . .  

14000 
34 000 
17 000 
6 000 

40 000 
68 000 

40-106 

3 
4 

2300 

Lysin 
Leucin 
Glycin 
Alanin 
Glycin 
3 Leucin 
2 Valin 
2 Methionin 
Prolin 

Tabelle 1 
Obersicht iiber die Zahl der Ketten und die 

Endgruppen einiger Proteine 

Valin 
- 
- 

Asparagin 
Aianin 
3 Isoleucin 
- 

Threonin 

Beispiele zusammengefaBt : Daraus ist ersichtlich, daB 
u. U. ein biologisch aktives Protein aus einer groBen An- 
zahl von Peptid-Ketten bestehen kann. 

b) F o r m  d e r  P e p t i d - K e t t e  
Das dominierende Prinzip beim Aufbau der Proteine ist 

die a-Peptid-Kette. Die klassische Theorie nach Fischer- 
Hofrneisler postuliert fur jede Peptid-Kette eine freie 
a-Carboxyl- und eine freie a-NH,-Gruppe, d. h. die Anord- 
nung der Aminosauren i$t linear. Die Endgruppenbe- 
stimmungen haben jedoch gezeigt, dab bei verschiedenen 

$<) C. W. Him,  W .  H .  Sfe in  it. S .  Moore, J. biol. Chemistry 221, 151 

5 5 )  E .  L. Smith 11. J .  R. Kimme!, diese Ztschr. GS, 220 [1956]. 
[19561. 

S. Moore, Privatmitteilg. 

Proteinen entweder die N- oder die C-terminale Amino- 
saure nicht nachweisbar ist, sie muB daher blockiert 
vorliegen. 

Bei einigen Peptiden konnte weder eine a-NH,- noch 
eine a-Carboxyl-Gruppe nachgewiesen werden (Gramici- 
din, Phalloidin, Bacitracin). Wir haben in diesen Verbin- 
dungen typische cyclische Peptide vorliegen. Bei Ovalbu- 
min und im Tabakmosaik-Virus kann zwar eine a-Carboxyl- 
Gruppe nachgewiesen werden, jedoch keine m-NH,- 
Gruppe. In  diesem Falle mu8 die cc-NH,-Gruppe uber eine 
p- oder y-Carboxylgruppe der Asparagin- oder Glutamin- 
saure blockiert sein. Beim Tabakmosaik-Virus gelang eine 
spezifische Freilegung der Endgruppe mit Hydroxylamin. 
Die Peptid-Kette besitzt daher eine semicyclische Struk- 
tur. Der theoretisch mogliche Fall a-NH,- und blockierte 
a-Carboxyl-Gruppe wurde noch nicht beschrieben. 

Ergebnisse aus den letzten Jahren zeigten, daB bei 
Peptiden neben der a-Peptid-Bindung und -S-S-Brucken 
weitere Bindungsarten vorkommen. Bekannt ist die y- 
Carboxyl-Verknupfung der Glutaminsaure im Glutathion. 
Im Phalloidin konnte z. B. eine neuartige bicyclische 
C-S-C-Bindung des Cysteins . nachgewiesen werden, 
ferner eine Oxyleucenin-Bindung. Eine besonders bizarre 
Struktur wurde auch fur  das Bacitracin vorgeschlagen. 

Ileu+ Cy+Leu+ Glu+ Ileu 

P h e t -  I i e u t - O m  -Lys Ala 

Oleu t T r y t H y p  

J I( ' 7  
s 1  L 1 

Thre0-Cy-e  Ala 
d 

Hist -A Asp 

Bacitracin A Asp 

L 
Phalloidin .1 

+ - -CO-NH- 

Diese Ergebnisse besitzen fur den Proteinchemiker Be- 
deutung, da es moglich erscheint, daB auch bei Proteinen 
weitere noch unbekannte Bindungsarten vorliegen. 

In  der Tat  miissen z. B. in der Gelatine die Peptid- 
Ketten iiber c-NH,-Gruppen vernetzt sein, da rnit Fluor- 
dinitrobenzol nur ein Teil der E-Amino-Gruppen erfaBt 
wird. In  Gelatine wurden ferner veresterte Carboxyl- 
Gruppen nachgewiesen. Bekannt ist die Veresterung der 
OH-Gruppen des Serins durch Phosphorsaure in Casein. 

Wie schon fruher bemerkt, hangt die biologische Ak- 
tivitat eines Proteins auch von der Faltung der Peptid- 
Kette ab. Diese wird jedoch wesentlich durch Quer- 
vernetzung iiber eine reaktionsfahige Seitenkette beein- 
fluBt. Fur  die Entwicklung der EiweiBchemie ist daher das 
Auffinden weiterer Methoden von Bedeutung, die es ge- 
statten, die in der Seitenkette vorliegenden funktionellen 
Gruppen der Aminosauren zu erfassen und zu entscheiden, 
ob sie frei oder blockiert vorliegen. 

c) G e s e t z m a B i g k e i t e n  d e r  R e i h e n f o l g e  d e r  A m i n o -  
s a u r e n  

Es gibt keinen Zweifel, daB die friiher vie1 diskutierte 
Bergmann-Niemannsche Regel nicht besteht. Es sind auch 
bis heute keine GesetzmaBigkeiten fur  die Reihenfolge 
der Aminosauren gefunden worden. 

Vergleichende chemische Untersuchungen verschiede- 
ner Proteine haben jedoch ergeben, daB zwischen der 
chemischen Konstitution und der biologischen Aktivitat eine 
eindeutige Beziehung bestehen muB. Es zeigt sich namlich, 
daB ein und dasselbe Hormon, das von verschiedenen 
Tieren, jedoch rnit derselben biologischen Aktivitat aus- 
geschiittet wird, dieselbe oder zumindest sehr ahnliche 
Sequenzen besitzt. Die Unterschiede bei einzelnen Arten 
sind nur gering. Der Austausch findet fast stets an ein und 
derselben Stelle s ta t t .  So unterscheiden sich die ver- 
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schiedenen lnsuline nur geringfiigig, die Phenylalanin- 
Yette ist stets identisch. In  der Glycyl-Kette wurden 
lediglich die achte, neunte und zehnte Aminosaure aus- 
ge t au~ch t5~75~) .  Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammen- 
gefaBt. Ahnliche Befunde werden auch am Cytochrom C 
verschiedener Arten gefunden 9. 

Oxytocin . . . . . . . 
Arg. Vasopressin. 

Lys-Vasopressin . 

1 8  9 1 0  

Cyst*Tyr-Ileu.GluNH,.AspNH,.Cyst-Pro.Leu.GlyNH, 

Cys t .T ry .Phe .  GluNH,.AspNH,~Cyst.Pro.Arg.GlyNH, 

Cyst.Tyr.Phe.GlutNH,.AspNH,.Cyst *Pro.Lys.GlyNH, 

___-I_ 

Rind . . . . . . . 1 Ala . Ser . Val 

1 1  1 Leucin 

! Ornithin Leucin 
I 

1 Valin I Ornithin ~ 

Wal . . . . . . . . T h r .  Se r .  Ileu I 
Tabelle 2 

Die Unterschiede der Reihenfolge der AminosSsiren 
bei verschiedenen Insulinen 

Phenylalanin 

Beziehungen zwischen Aktivitat und Sequenz wurden 
bis heute infolge des geringen Tatsachenmaterials nicht 
aufgedeckt. Daher besitzen identische Sequenzen biolo- 
gisch verschiedener Peptide groRtes Interesse: Uber- 
raschend ahnlich ist die yonstitution zwischen Oxytocin und 
Vasopressin. Durch Austausch zweier Aminosauren wird 
ein biologisch sehr verschieden wirksames Peptid erhalten 
(Tabelle 3). Dieses Beispiel wurde in jiingster Zeit um ein 

weiteres bereichert. Die Lage der siebten bis dreizehnten 
Aminosaure des Melanophoren-Peptids ist identisch mit 
der vierten bis zehnten Sequenz im Adrenocorticotropen 
Hormon (die identische Sequenz lautet:  Meth . Glu . His . 
PheAla . Arg . Tryp t  . Gly)60). 
Es ist bemerkenswert, dal3 die 
bisher gefundenen identischen 
Sequenzen der verschiedenen 
Peptide in ein und derselben 
Driise aufgebaut werden. Durch 
weitere systematische Unter- 
suchungen werden diesen Bei- 
spielen sicherlich noch weitere 
folgen und wesentlich zur Frage 
der Wirkungsweise biologisch 

ausgefiihrt. Die jiingst veroffentlichten Arbeiten iiber 
Ribonuclease sind hier nicht berucksichtigt, da sie in 
diesem . Rahmen nicht entsprechend behandelt werden 
k i i r ~ n e n ~ ~ r  54). Die Untersuchungen uber das Protein des Ta- 
bakmosaik-Virus wurden gewahlt, weil sie zeigen, wie die 
oben geschilderten Methoden auch fu r  andere Arbeits- 
gebiete, wie Virusforschung, von Bedeutung sind. 

a )  D ie  K o n s t i t u t i o n  d e s  G r a m i c i d i n - S  

Die totale Hydrolyse ergab im 2-dimensionalen Chro- 
niatogramm folgende Aminosauren-Zusammensetzung : Va- 
lin, Ornithin, Leucin, Phenylalanin, Prolin. Samtliche 
Aminosauren liegen in1 molaren Verhaltnis 1:1 vor. ZUr 
Restimmung der optischen Konfiguration wurde das 
Papierchromatogramm mit D-Aminosaureoxydase be- 
handelt. Die Flecken der Aminosauren Ornithin, Leucin, 
I'rolin und Valin zeigten nach der Behandlung eine posi- 
tive Ninhydrin-Reaktion. Lediglich Phenylalanin wurde 
desaminiert und mu8 daher in der unnatiirlichen D-Form 
vorliegen. Mit Fluordinitrobenzol konnte im Gramicidin 
keine freie a-NH,-Gruppe nachgewiesen werden. Man er- 
hielt lediglich das 8-Dinitrophenyl-Ornithin. Hieraus 
folgt, dal3 das Peptid eine cyclische Struktur besitzen 
ti iuR. Um die Verknupfung der Aminosaure-Reste zu be- 
stimmen, wurde das Peptid unter verschiedenen Bedin- 
gungen hydrolysiert und die Spaltprodukte durch zwei- 
dimensionale Papierchromatographie getrennt, wobei vier 
Dipeptide und drei Tripeptide isoliert wurden. Die Kon- 
stitution der Peptide wurde durch Umsetzung mit Fluor- 
clinitrobenzol ermittelt. In Tabelle 4 sind die Ergebnisse 
tlieser Untersuchungen wiedergegeben. Die gefundenen 
Peptide wurden syathetisiert und hinsichtlich der Rf- 
Werte rnit denen von Grarnicidin verglichen und identisch 
g,efunden. An Modellversuchen wurde bewiesen, daB unter 
den Hydrolysen-Bedingungen keine Umpeptidierung s ta t t -  
finden konnte, d. h. da8 die gefundenen Sequenzen schon 
im Gramicidin vorlagen. Aus diesen Versuchen ergab sich, 
(la8 die Aminosauren im Gramicidin mit der Sequenz 
Val . O m  . Leu . Phenal . Pro vorliegen. Aus chemischen 

I I Phenylalanin 1 Prolin I I I / '  

Phenylalanin 1 Prolin I Valiri I Ornithin I Leucin I Phenylalanin I Prolin [ Valin 1 Ornithin 

aktiver Peptide beitragen. ! 

2.) Beispiele 

Im folgenden wird beschrieben, wie die yonsti tution 
eines Peptids und Proteins ertnittelt wird: Es konnte nur 
eine Auswahl getroffen werden. Die Konstitution des 
Gramicidins wurde bereits 1947 veroffentlicht. Es ist die 
erste Arbeit bei der mit modernen Methoden eine voll- 
standige Sequenz ermittelt wurde. In  den Arbeiten iiber 
Insulin sind bereits die wesentlichen Ziige enthalten, die 
zur vollstandigen Konstitutionsaufkl;irung groBerer Pep- 
tide bzw. Proteine angewandt werden. Analoge Unter- 
suchungen wurden z. B. a m  Adrenocorticotropen Hortnon 

j') H .  Brown, F .  Sanger 11. R. Kita ir ,  Biochem. J .  60,  556 [1955]. 
j9) J .  1 .  Harris,  F .  Sangrr u .  M. NauEhton, unveroffentl. 
hO) H .  ~ u p p y ,  Mh. Chem. 85, I024 119541. 

J .  I .  Harris, Nature [London] 779,  90 [1956]. 

I Phenylalanin 1 Prolin I Valin I 
Tabelle 4 

Mitte: Die Reihenfolge der Arninosauren im Gramicldin, wie sie aus 
der Konstitution der isolierten Di- (obrn) und Tripeptide (unten) 

ermittelt wurde 

Untersuchungen ist  es aber nicht moglich zu entscheiden, 
ob diese penta-Sequenz im Gramicidin ein oder mehrmals 
vorkommt. Durch Bestimmung des Mol.-Gew. konnte 
jedoch festgestellt werden, daR die penta-Sequenz zweimal 
identisch in der Molekel vorliegen mul3, d. h. daB das 
Gramicidin ein deka-Peptid darstellt 61). Fur die Gesamt- 
ttntersuchungen wurden 10 mg Substanz benotigt. Die 
Struktur  des Gramicidins wurde jiingstens durch Total- 
synthese bewiesen 62). 

I:') R.  Consden, 4. H. Gordon, A. J. P. Marfin u. R .  L. M. Syqge, 
Riocheni. J. .47, 596 119471. 

* 2 )  R. S w y z e r  u ,  P .  Sieber, diese Ztschr. GR, 519 [195fi]. 
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b) K o n s t i t u t i o n  d e s  l n s u l i n s  
Das Pankreashormon 1 nsulin wurde zum erstenmal 

1924 von Bunting und Besf rein isoliert. Das Mol.-Gew. 
betragt 6000. Samtliche Aminosauren liegen in der na- 
turlichen L-Form vor. Die Konstitution des lnsulins 
konnte Fred Sanger in 10jahriger Arbeit mit mehreren Mit- 
arbeitern vollstandig aufklaren. Die Arbeiten waren 
richtunggebend fur die EiweiBchemie. 

Auf das Mol.-Gew. 6000 berechnet wurden durch End- 
gruppenanalyse 1 Mol Glycin und 1 Mol Phenylalanin 
N-terminal nachgewiesenll). Durch partielle Hydrolyse 
wurden die N-terminalen Sequenzen Phenal . Val - Asp . 
Glu, bzw. bei der Glycin-Kette die Sequenz Gly . Ileu . 
Val . Glu g e f ~ n d e n ~ ~ ) .  

Zur weiteren Aufklarung der Konstitution wurden die 
beiden Peptid-Ketten, die durch -S-S-Brucken ver- 
bunden sind, durch Oxydation mit Perameisensaure und 
anschlie6ende isoelektrische Fallung getrennV4). 

Von Sanger und Tuppy wurde als erstes die Phenyl- 
alanin-Kette aufgeklart; sie unterwarfen das Peptid unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen der partiellen Hydro- 
lyse. Die erhaltenen Peptide wurden elektrophoretisch uber 
lonenaustauscher und Aktivkohle vorgetrennt, die ein- 
zelnen Fraktionen durch zweidimensionale Chromato- 
graphie analysiert und die Struktur der Spaltstucke analog, 
wie bei Gramicidin, ermittelt. Die Peptid-Kette wurde 
ferner mit Pepsin, Trypsin und Chymotrypsin gespalten 

NHa 

und die Spaltprodukte wie oben untersucht. Auf diese 
Weise konnte die vollstandige Sequenz der 30 Aminosau- 
ren widerspruchslos aufgeklart werden. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle 5 ~ iedergegeben~s) .  

Ahnlich wurde die aus 21 Aminosauren bestehende 
Glycin-Kette aufgeklartes). 

Die Lage der Saureamide wurde durch Spaltung der 
Ketten mit Pilzenzym ermittelt. Die so gewonnenen 
Peptide wurden durch elektrophoretische und chromato- 
graphische Untersuchungen mit den Peptiden ver- 
glichen, die durch saure Hydrolyse gefunden wurden. 
Ferner wurde in den einzelnen Fraktionen der Enzym- 
spaltung NH,-Bestimmungen vorgenommen, um zu 
sehen, ob die Peptide n i t  sauren Aminosauren Amid-N 
enthalten. 

Um die Verknupfung der beiden Peptid-Ketten zu 
bestimmen, wurden die Cystinpeptide untersucht. Hierzu 
wurde das Insulin mit Chymotrypsin, rohem Pankreas- 
extrakt und Saure partiell hydrolysiert. Die Hydrolysate 
wurden anschlieRend durch Hochspannungselektrophorese 
voneinander getrennt, die einzelnen Cystin-Banden eluiert, 
mit Perameisensaure oxydiert und nach elektrophoreti- 
scher Reinigung die Cystinsaurepeptid-Struktur unter- 
s ~ c h t ~ ~ ) .  Die vollstandige Struktur des Insulins, d. h. 
die Sequenzen der Aminosauren, die Lage der Saureamide 
und die Verknupfung der beiden Peptid-Ketten zeigt 
die folgende Formel. 

NH2 

~~ ~ 

fiS) F. Sangfr Biochem. J. $4 ,  128 [1949]. 
64)  F. Sanger: ebenda 45, 563 [1949]. 

65)  F .  Sanger u.  H .  Tuppy ebenda .f9 463 451 [1951]. 
6e) F. Sanger u.  E. 0. P .  ?hornpson ebend; 53 353 366 [1953]. 
e7) A. P .  R y l r ,  F. Songer, L .  F .  Smith u. R.  K i h ,  d o c h e m .  J. 60, 

541 [1955]. 

Dipeptide . . . . . . . . . . . . . . Phe.Val Asp' Glu Hic,Leu CySO,H.Gly Ser.His Leu.Val Glu.Ala TyrLeu Val.CySO,H Gly. Glu Arg.Gly Thr-Pro Lys' Ala 
Leu.Val CySO,H.GIy Glu.Arg Val.Asp Glu.His Leu.CySO,H 

Val.Asp. Glu Leu. CyS0.H. Gly Val. Glu.Ala Leu. Val.CySO,H 

Tyr. Leu. Val' CyS0,H Ser. His. Leu. Val 

His-Leu Val. Glu 
Tripeptidr . . . . . . . . . . . . . . Phe.Va1.Ae.p His.Leu.CySO,II Ser-His-Leu Tyr.Leu.Va1 Gly. Glu. Om Pro.Lys- Ala 

Glu, Arg. Gly 
Glu.His'Leu Leu.Val. Glu Val.CySO,H. Gly 

Thr. Pro.Lys.Bla Hohere Peptide . . . . . . . . . Phe.Val.Asp. Glu 
Leu.Val. Glu.Ala 

His.Leu. CyS0.H. Gly Leu.Val.CySO,H, Gly 
His.Leu-Va1. Glu 

Ser.His.Leu.Val. Glu 

Ser- His. Leu. Val. Glu. Ala 

Phe.Val.Asp. Glu.His 

Glu.His.Leu. CyS0.H 

Vorllufige Aminashre- 
folge aus der sauren bzw. 
alkalischen Hydrolyse . . Phe.Val.Asp.Glu.His.Leu. CyS0,H. Gly Ser.His.Leu.Val. Glu.Bla Tyr.Leu.Val.CySO,II.Gly Gly. Glu.Arg. Gly Thr- Pro. Lys.Ala 

Peptide aus dem pepti- 
Leu.Val.CySO,H. Gly. Glu.Arg. Gly.Phe schen Hydrolysat . , , . . Phe.Val.Asp. Glu.His.CySO,H.Gly.Ser.His.Leu 

Val.Glu.Ala.Leu Tyr. Thr . Pro. Lys.Ala 
His.Leu. CySO,H. Gly. Ser.His.Leu 

Peptide aus dem chymo- 
tryptischen Hydrolysat . Val. Clu. Ala. Leu. Tyr Tyr. Thr. Pro. Lys.Ala 

Leu.Vd.CySO,H- Gly- Glu.Arg. Gly-Phe.Phe 
Peptide aus dem trypti- 

sohen Hydrolysat . . . . . Gly.Phe*Phe.Tyr.ThrProLys 
Ala 

Endgiiltige Aminosiiurefolge Phe- Val.Asp. Glu. His. Leu. CyS0,H. Gly. 6er- His.Leu. Val. Glu.Ala. Leu. Tyr . Leu. Val- CjSO,H. Gly . Glu.Arg. Gly . Phe. Phe. Tyr. Thr. Pro.Lys-Ala 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

Bmdung durch Pepsin . . . T .E t T t t ?  f t f  
durch Chymotrypsin . . . ? t  t t  
durch Trypsin .. . ... .. t t 

Sespalten 
T Bindungen, die durch das Ensym vonviegeud, t die durch das Enzym weniger gut gespalten werden. 

Tabelle 5. Die Errnittluug der Konstitution der Phenylalanin-Kette des Iusulins. Oben, Peptide, die nach einer unspeziiischen Hydrolyse, 
unten, Peptide, die naoh enzymatisoher Spaltung gewonnen wurden; darunter, die Konstitution der Gesamtkette (Nach Sanger und T'uiOpY). 
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Zur Losung der Frage der stereochemischen Anordnung 
der Aminosauren wurde von Lindley6*) ein sinnvoller Vor- 
schlag gemacht : Schwierigkeiten bildet hierbei die Ver- 
kniipfung der beiden -S-S-Brucken der Glycin-Kette 
(Bild 1). 

Leu A.76 B. 75Leu 

B. 77 Leu 

cys A. 77 B. 7 cys 

Bild 1. Stereochemische Anordnung des lnsulins (nach Lindley) 

c) Die  K o n s t i t u t i o n  d e s  P r o t e i n s  d e s  T a b a k -  
m o s a i k - V i r u s  

Ein uherraschendes Ergebnis haben die Untersuchungen 
der chemischen Struktur des Proteins des Tabakmosaik- 
Virus gebracht. Das Virus wurde 1935 in Form para- 
kristalliner Nadeln isoliert (M. W .  Stanley). Das native 
Virus besitzt ein Mo1.-Gew. von 40. lo6 und besteht zu 6% 
aus Nucleinsaure und zu 94% aus Protein. Die Infektiosi- 
t a t  bleibt bei schrittweiser Entfernung des Proteins er- 
halten, dieNucleinsaure selbst ist noch biologisch a k t i ~ 6 ” ~ 0 ) .  

Im alkalischen p,-Bereich zerfallt das Virusprotein in 
kleinere Untereinheiten. Das kleinste beobachtete Partikel 
besitzt ein Mol.-Gew. von 90000. Es entsteht die Frage, 
welches die kleinste chemische Einheit des Proteins dar- 
stellt. Sie ist identisch mit der Frage nach der Anzahl der 
Peptid-Ketten des Virusproteins. Die Zahl der Peptid- 
Ketten ist identisch mit der Zahl der Endgruppen. Durch 
Carboxypeptidase werden vom nativen Virus 2300 Mol 
Threonin je Mol Virus freigelegt71-73). Wird das Virus mit 
Hydrazin hehandelt, so werden ebenfalls 2300 Mol Threo- 
nin n a c h g e w i e ~ e n ~ ~ ) .  Aus diesen Ergebnissen, insbesondere 
aber aus der Hydrazin-Spaltung geht hervor, daB das 
Virusprotein aus 2300 Peptid-Ketten besteht, dje alle 
mit derselben Aminosaure, Threonin, enden. Durch par- 
tielle Spaltung rnit Hydrazin konnte gezeigt werden, daB 
samtliche Peptid-Ketten dieselbe C-terminale Sequenz 
Pro . Ala - Threo besi t~en~~076).  Dieses Ergebnis konnte 
durch Hydrazin-Behandlung nach Abspaltung der C- 
terminalen Aminosaure mit Carboxypeptidase bestatigt 
~ e r d e n ’ ~ - ~ * ) .  

Die N-terminale Aminosaure ist irn nativen Virus 
blockiert und kann erst nach Behandlung mit schwachen 
Sauren nachgewiesen werden79). Als einzige N-terminale 
Aminosaure wird Prolin gefunden. Die Ausbeute an End- 

a 

b 

C 
Bild 2 

a) Tabakmosaik-Virus-Stabchen rnit Proteinidcken und zentralem 

b)  Proteinfragmente des Tabakmosaik-Virus Scheiben rnit zen- 
tralem Loch. Die Dicke der  Proteinscheibe; betragt 70 A, ent- 
soricht also drei Windungen im Rontgenmodell (elektronenmikr. 

Nucleinsaurestrang (elektronenmikr. Aufn. 1 : 150000); 

A h .  1 : 1500001*); 
c )  Strukturmodell des Tabakmosaik-Virus nach R. Franklin. Die 
Peptid-Untereinheiten vom Molgew. rund 17000 sind schrauben- 
forrnig u m  den zentralen Hohlzylinder angeordnet. Die Ganghohe 
betragt 23 A. Auf drei Windungen kommen 49 Peptid-Untereinhei- 
ten ,  jede Windung umfaBt also rund 16 Peptid-Einheiten, die als 
Segmente gezeichnet sind. I n  die Protein-Hulk ist die Nucleinsaure 
eingelagert und zwar derart  d a 5  die Massenschwerpunkte sich im 

Absdand von 40 A YO; der Telichenachse befinden **) 

gruppen betragt, wie am Carboxyl-Ende wiederum 2300 
Mol je Viruspartikel. Durch partielle Hydrolyse konnte 
ebenfalls gezeigt werden, daB die Peptid-Ketten hinsicht- 
lich der Reihenfolge der N-terminalen Aminosauren iden- 
tisch sind (Pro . Ileu . G I u ~ ) ~ ~ ) .  Hierdurch wurde es sehr 
wahrscheinlich, da13 die Peptide in der Reihenfolge samt- 
licher Aminosauren identisch sind, d. h. das Protein des 
nativen Virus vom Mol.-Gew. annahernd 36. lo6 besteht 
aus 2300 gleichen Peptid-Ketten vom Mol.-Gew. 17000. 
Dies konnte weitgehend durch Spaltung niit Trypsin be- 
statigt werdensO). Wird die Bausteinsanalyse auf das MoL- 

e * )  H .  Lindley Biochim. biophysica Acts 78, I94 119551. 

7 O )  A: Gierer u. G .  Schrarnrn: Z .  Naturforsch. 7 7 6 ,  738 [1956]. 

7 2 )  3. I .  Harris u. C .  -4. Knight,  J. bioi. Chemistry 274, 215 (19551. 
7 3 )  G. Sclirarnrn, G .  Braunitzer u. J .  W. Srhneider, Z .  Naturforsch. *) Prof. Dr. G .  Schramm Dir. a m  Max-Planck-Institut fiir Virus- 

forschung, Tubingen, hanke ich f u r  die freundliche Dberiassrrng 
i 4 )  G.’Braunitzer,  ebenda 96, 371 [1954]. der Aufnahmen. 
7 5 )  G. Braunifzer Naturwissenschaften 42, 371 [1955]. **) Aus Ciba-Conference : Tile Biophysics and Biochemistry of 
78) G. B r a m i t t e r ’  Chem. Ber. 88 2025 [19551. Viruses 1956. Frl. Rosalind Franklin,  Kirckbeck-lnstitut Lon- 
7 7 )  C. J .  Niu u.’H. Froenkel-Cohat,  Bioehim. biophysica Acta 16, don, danke ich fur die freundliche Oberlassung des Rontgen- 

597 119551. modells, dem Verlag Churchill Ltd.  London fur die Publikations- 
C .  J .  N i u  u. H .  Fraenkel-Conrat, J. Amer. chem. SOC. 77, 5882 genehmigung. 
[ 19551. LIo)  G. Schramm G. Braunitzer 11. J .  W.  Schneider, Nature [London] 

776, 456 [1d55]. 

a s )  A Gierer I;. G .  Schramm Nature [London] 777, 702 [195G]. 

71)  ,, I .  H a r r i s  11, c, A. K n i g h t ,  Nature 770, 613 [1952]. 
~ 

96 298 [1954]. 

7s) G .  Schramm u. G .  Braunitzer, Z .  Naturforsch. 8b ,  61 [1953]. 



Gew. 17000 bezogen, so ergibt sich, da6 eine solche Pep- 
tid-Kette 9 Arginyl- und 2 Lysyl-Reste enthalt. Tat- 
slchlich werden nach der Behandlung rnit dem Enzym 11  
neue Endgruppen - j e  2300 Mol - freigelegt, d. h. jede 
der basischen Aminosauren mu6 in samtlichen Peptiden 
jeweils a n  die gleiche Aminosaure gebunden sein. 

Die Blockierung des N-terminalen Prolins konnte ge- 
klart werden : Durch Einwirkung von Hydroxylamin 
(pH 7,0, 60 "C, 24 h) wird Prolin ebenfalls als N-terminaler 
Rest in Freiheit gesetzt. Diese Reaktion mu6 als Trans- 
peptidierung gedeutet werden, Prolin ist sehr wahrschein- 
lich in der Seitenkette durch p- oder y-Carboxyl-Gruppensl) 
blockiert. 

Bei weiteren Untersuchungen der Konstitution des 
Proteins konnte aus Dinitrophenyl-Protein mit Trypsin 
ein kristallisiertes, N-terminales Peptid mit 21 Amino- 
sauren isoliert werdena2). Durch Behandlung rnit Chymo- 
81) G. Bruunitzer Biochim. blophysica Acta 79 576 [1956]. 

G.  SChrQrnm d. F .  Anderer, Naturwlssenschiften 42, 4274 [19551. 

trypsin und Umsatz mit Dinitrofluorbenzol konnte das C- 
termirale Hexapeptid isoliert und in der Struktur aufge- 
klart werden. Die Sequenz lautet: Threo . Ser . Gly - Pro - 
Ala + ThreoE3). 

Es besteht kein Zweifel, da6 das Tabakmosaik-Virus- 
Protein aus ca. 2300 identischen Peptid-Ketten besteht. 
Die Einheitskette enthalt ca. 1 6 1 5 0  Aminosauren. 
Durch die vollstandige Aufklarung der Struktur der 
Peptid-Kette ware eine wertvolle Grundlage fiir die Er- 
kennung der Biosynthese der EiweiBstoffe und der Viren 
gegeben. Der Aufbau des Proteins wird durch die Nuclein- 
s lure  gesteuert. Im Falle des Tabakmosaik-Virus ist diese 
selbst und ihr Produkt, die Peptid-Kette, zuganglich. 
Durch Vergleich der Aminosiure-Sequenz im Peptid rnit 
der Nucleotid-Sequenz werden sich wertvolle Riickschliisse 
auf den Mechanismus der identischen Reproduktion 
ergeben. Eingegangen am 24. September I556 1.4 7811 
93) C. J .  N i u  a. H .  Fraenkel-Conrat, Arch. Biochem. Biophysics 5 9 ,  

538 [1955]. 

Zur Morphologie der Gefriertrocknung 
Von Prof. Dr. F .  P A T A T  und DipLChem. J. H A R T M A N N  

Institut fiir chernische Technologie der T .  H .  Munchen 

Bei der Gefriertrocknung von Losungen fadenformiger und kugelformiger Hochpolyrnerer. nieder- 
rnolekularer Zucker und sogar anorganischer Salze wurden Geruststrukturen von teilweise be- 
rnerkenswerter Festigkeit erhalten. Das makroskopische Bild der Trockensubstanzen wird bei atlen 

Stoffgruppen durch die Textur des ausfrierenden Losungsmittels bestimrnt. 

Im Rahinen von Untersuchungen iiber das anomale 
FlieBverhalten von Losungen extrem hochrnolekularer 
D e x t r a n e l )  griffen wir zuriick auf das Verfahren der 
Gefriertrocknung. Wir beabsichtigten damit, in Anlehnung 
an die Versuche zum Nachweis der Geriiststruktur in 
thixotrop erstarrten Tongelen von U. Hofmann und Mit-  
arbeitern2) das Vorliegen analog isolierbarer raumlicher 
Strukturen aus Fadenmolekeln als Ursache der FlieB- 
anomalien unserer hochverdiinnten Losungen zu priifen. 

Wir erhielten nun zwar durch Absublimieren des Lo- 
sungsmittels aus eingefrorenen hochpolymeren Dextran- 
Losungen raurnerfiillende Strukturen, die au6erordentlich 
ahnlich den von Hofmann isolierten Tongerusten waren, 
aber es lieBen sich ausnahmslos auch aus verdtinnten 
Losungen der v e r s c  h i  e d e n  a r t  igs  t e n Testsubstanzen 
(Hochpolymere ohne rheologische Besonderheiten, nieder- 
molekulare Stoffe) makroskopisch gl e i  c h a r  t ige  T r o  c k -  
n u n g s p r  od  u k t  e isolieren. 

Da unseres Wissens vergleichende Untersuchungen iiber 
die morphologische Beschaffenheit gefriergetrockneter Sub- 
stanzen bislang nicht vorliegen, seien unsere bisherigen 
Beobachtungen und Ergebnisse mitgeteilt. 
In einseitig geschlossenen zylindrischen Glasrohrchen 

(Fiillhohe ca. 2,5 cm) wurden die Losungen sorgfiltig ein- 
gefroren und die Losungsmittel anschliei3end im Vakuum 
vollstandig heraussublimiert. Die Trocknungssubstanzen 
waren: 
1 .) gering verzweigte, fadenformige Hochpolymere (native 

2.) stark verzweigte, Hochpolymere mit Kugelgestalt 

3.) niedermolekulare Zucker (Saccharose, Maltose, Glu- 

4.) anorganische Salze (KCI). 
I )  F .  Patat u. J .  Harfmann, Makromolekulare Chemie 78 422 [1956]. 
?) R.  Fahn A. Weiss u. U. Hofmann, Naturwlssenschaken 39, 35 I 

Dextrane, Polyvinylalkohol, Polyvinylacetat), 

(Ovalbumin, Glykogen), 

cose) und 

~ _ _ _ -  

[1952]; Ber. dtsch. keram. Ges. 30, 21 [1953]. 

Bis auf das in Benzol geloste Polyvinylacetat wurden die 
Stoffe in Wasser gelost. Wahrend in der Praxis aus Griin- 
den der Wirtschaftlichkeit meist hohe Ausgangskon- 
zentrationen gefordert werden, trockneten wir auch recht 
verdiinnte Systeme. 

Zunachst seien die Ergebnisse der Trocknung der 1. 
S tof f  k l a s s e  besprochen. Man erhilt (bei Verwendung der 
Rohrchen) je nach Ausgangskonzentration mehr oder we- 
niger dichte pflanzenmarkahnliche Substanzpfropfen, die - 
abgesehen von einer geringfiigigen substanzabhangigen 
Schrumpfung - das vorherige Volumen der Losung er- 
fiillen, eine - wiederum stoffabhangige - Elastizitat zeigen 
und die ihre Form auch nach Absprengen der Glasumman- 
telung beibehalten. Beim Zusammendriicken zerrieseln sie 
nicht, sondern die faserige bis schwammartige Struktur 
verklebt sich unter Dichteerhohung. 

Bild 1 zeigt getrocknetes D e x t r a n .  

Bild 1 
Gefrlergetrocknete Dextranlasungen. a) 20 mglml, b) 10 mglml, 

c) 1 mg/ml 
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