Proteine und Aminosiauren

Saccharopin, eine neue Aminosidure aus Hefe
P. O. Larsen und A. Kjaer, Aarhus (Didnemark)

Aus wiBrigen Extrakten von Bicker- und Brauereihefe (Heif3-
extraktion) lie} sich eine neue Aminosiure isolieren, welche
die Zusammensetzung C11H3006N; (drei Carboxylgruppen)
hat. Die Struktur (I) konnte durch Synthese aus 2-Keto-
glutarsdure und N2-(p-Toluolsulfonyl)-L-lvsin bewiesen wer-
den. Sowohl im Lysin- als auch im Glutaminsiureteil hat die
neuc Aminosidure L-Konfiguration. Sie wird daher als L-
Saccharopin bezeichnet. Das bei der Synthese ncben (1) ent-
stehendc Diastereomer hat im Glutaminsidureteil p-Konfi-
guration und hcifit daher p-allo-Saccharopin.

CO;H
(CH2)¢s—NH C—-H

H—-C—NH; (CH3),

CO:H CO:H
I

Chemie des Botulinus-Toxins
D. A. Boroff und R. J. Suhadolnik, Ridgefield, Conn. (USA)

Das Toxin von Clostridium botulinum fluoresziert im ultra-
violetten Licht. Verfahren und Reagenticn, welche dic Fluo-
reszenz 16schen. beeinflussen auch die Toxizitat. Cl. botulinum
benotigt wesentlich mehr Tryptophan, um das Toxin zu syn-
thetisieren als um zu wachsen. N-Bromsuccinimid, das mit
dem im Toxin enthaltenen Tryptophan reagiert. loscht die
Fluoreszenz und hebt die Giftigkeit des Toxins auf. Eine
6 M HarnstoffI6sung entgiftet das Toxin gleichfalls, jedoch
ohne die Fluoreszenz zu {6schen. Offenbar idndert dic Harn-
stofflésung die rdumliche Beziehung zwischen den fiir die
Fluoreszenz verantwortlichen Tryptophanresten und dem
Rest des Molekiils. Die Giftigkeit des Toxins geht auch
verloren, wenn man es zu einem monomolckularen Film
ausbreitet. Es scheint also, daB sowohl Tryptophan als
auch eine bestimmte riumliche Struktur des EiweciBBmole-
kiils fiir scine Toxizitdt erforderlich sind. In vivo wird
das Toxin durch Tryptophan und dessen Derivate (7. B.
Serotonin) entgiftet.

Chemische Spaltung von Peptiden an Cysteinresten
A. Patchornik, M. Sokolovsky und T. Sadeh, Rehovot (Israel)

Die selektive Spaltung von Peptidketten an Cysteinresten ge-
lingt durch Umwandlung der Cystein- in Dchydroalanin-
Reste und anschlieBende Hydrolyse mit verdiinnter Sdurc
oder Base. Durch erschopfende Alkylicrung der SH-Gruppe
mit CH3Br erhiit man das Sulfoniumsalz (I), das bei mildem
Erwidrmen mit verdiinnter Hydrogencarbonat-Losung in das
Olefin (II) iibergeht. I1 isomerisiert sich offenbar zu ciner
Schiffbase, die dann hydrolytisch gespalten wird.

CH,Br O
R-NH-CH—C-NH-R’ - —> R NH CH-C-NH R’
CH; CH;
éH I SS(CH3): BrO
o

HCO;0
—» R—NH -C-C—NH-R’' —
|

CH; I
R-NH; + CH;~-CO—CO;H + NH:- R’
Statt die SH-Gruppe zu methylieren, kann man sie dinitro-
phenylieren. S-Dinitrophenyl-glutathion liefert bei Raum-

temperatur mit 0,2 N NaOH in 30 min mit 80 ¢4 Ausbeute das
Dehydroalanin-Derivat, das zu Glutaminsdure, Pyruvat und
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Glycin hydrolysiert wird. Méglicherweise lassen sich dhnliche
Reaktionen zur selektiven Spaltung von Peptiden an Serin-
resten verwenden.

Erste Schritte bei der thermischen Denaturierung
von Serumalbumin

P. Poszwinski, Warschau

In Gegenwart von Caprylat-lonen oder Anionen anderer
Fettsiduren ist geldstcs Secumalbumin verhiltnismiBig hitze-
bestiindig. 6 bis 10 Mol Caprylat/Mol Protein geniigen, um
die thermische Denaturierung des Albumins zu verhindern,
obwohl das Proteinmolekiil mehr als 100 positiv geladene
Gruppen enthilt, welche dic Fettsdureanionen binden koén-
nen. Enthilt die Albumin/Caprylat-Losung zusétzlich basi-
sche Aminosiduren, so vermindert dies den stabilisiercnden
Effekt des Caprylates. Am wirksamsten ist Arginin. Einfache
Amine, vor allem Hydroxylamin und Hydrazin, heben die
stabilisierende Wirkung des Caprylates gleichfalls auf. Flek-
trophoretische und viscosimetrische Untersuchungen zeigen,
daB der erstc Schritt bei der Hitzedenaturierung des Albu-
mins in einer Dimerisierung besteht. Offenbar werden dabei
positiv geladene Gruppen in den Protcinmolekiilen von Ar-
gininresten anderer Proteinketten gebunden.

Ein neues proteolytisches Enzym
aus Streptomyces griseus

M. Nomoto und Y. Narahaschi, Tokio

Aus dem Kulturmedium des zur Streptomycin-Produktion
verwendeten Srrepromyces griscus wurde chromatographisch
ein neues proteolytisches Enzym isoliert (Molgewicht:
20000: Aktivititsoptimum bei pH -- 8). Ca2t-lonen stabili-
sieren das Enzym, dessen Substratspezifitit sehr gering ist.
Proteine werden zu 70 bis 90 9 (verglichen mit Saurehydro-
lyse) hydrolysicert. Synthetische Substrate (Di- und Tripep-
tide. Amide, Ester) werden gleichfalls gespalten. Im Gegen-
satz zu Trypsin. Chymotrypsin und Esterasen wird das En-
zym durch Diisopropy!fluorphosphat nicht gehemmt. Sein
aktives Zentrum scheint also anders gebaut zu sein als das
vergleichbarer Enzyme.

Molgewicht und Aminosiuregehalt
des erythrogenen Scharlachtoxins

L. V. Kuschky, Moskau

Ein Verfahren zur Reinigung des erythrogenen Scharlach-
toxins besteht im wesentlichen aus folgenden Schritten: Fal-
lung mit 62 9 gesittigier Ammoniumsulfat-Lésung, isoelek-
trische Féllung bei pH = 4,0 und fiinfmalige Féallung mit zwei
Volumenteilen Athanol in Gegenwart von 1,4 % Ammoniun-
sulfat. Man erreicht so eine 100- bis 200-fache Anreicherung.
Die Priparatc cnthielten 2-108 bis 3-108 Hauteinhciten To-
xin/mt oder 1,2-108 bis 1,8-108 Hauteinheiten/mg Stickstoff.
Farbige Verunreinigungen konnten durch Chromatographie
an Al,O; entfernt werden, das Toxin wurde mit 20-proz.
Ammoniumsulfat-Ldsung eluiert. Optimale Bedingungen fur
die Kristallisation des Toxins sind: hohe Toxinkonzentration
(10 mg Protein’mt oder mehr), Anwesenheit von Ammo-
niumsulfat (1 bis 20 %;, je nach Proteinkonzentration), Tem-
peratur zwischen 2 und 6 °C, pH — 6,6 bis 7,0. Bei der Elek-
trophorese und in der Ultrazentrifuge erweist sich das kri-
stalline Toxin als einheitlich. Sedimentations- und Diffusions-
konstante: S - 2,76-10 13sec, D — 8,6:10-7 cm2/sec. Aus die-
sen Werten ergibt sich ein Molgewicht von 29000, Quantita-
tive Chromatographie ergab, dafl das Toxin aus 16 Amino-
sdure-Arten besteht (in Klammern Zahl der Aminosdure-
reste/Toxin-Molekiil): Asparaginsiure (44), Glycin (30),
Leucin und Isoleucin (22), Glutaminsaure (20), Alanin (18),
Serin (16), Tyrosin (15), Prolin (14), Valin (11), Cystin (10),
Histidin (7), Phenylalanin (7), Lysin (5), Arginin (5), Tryp-
tophan (3).
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