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Zur automatischen Analyse von Aminosduresequenzen in Proteinen und Peptiden™

VYon Manfred von Wilm(*

Die Entwicklung der manuellen Sequenzanalyse von Proteinen und Peptiden nach Ed-
man zur heute bereits vielfach praktizierten automatischen Methode gelang durch Modi-
fizierung der Arbeitsweise und durch Anwendung eines physikalisch neuartigen Prinzips.
Samtliche Reaktions-, Zentrifugations-, Extraktions- und Trocknungsvorgdnge werden
in einem rotierenden Gefif durchgefiihrt. Bei minimalem Zeit- und Substanzbedarf liefen
sich z.B. aus einer einzigen Myoglobin-Probe 60 Aminosduren nacheinander abspalten.

1. Einleitung

1950 publizierte der schwedische Mediziner und Bio-
chemiker Edman seine erste Arbeit iiber die heute all-
gemein als Edman-Abbau bekannte Methode der
Sequenzanalyse [2,3). Man versteht darunter die Auf-
klirung der Primirstruktur eines Proteins oder Pep-
tids durch sukzessiven, kontrollierten, chemischen
Abbau der Peptidkette vom Aminoende her und an-
schlieBende Identifizierung der abgespaltenen Amino-
sduren.

1967 beschrieben Edman und Begg!4.5) einen Protein-
Sequenator, d.h. ein Gerit, das eine weitgehend auto-
matische Analyse der Aminosiuresequenzen in Pro-
teinen und Peptiden gestattet. Dieses automatische
Verfahren wurde zunichst am Myoglobin des Buckel-
wals (humpback whale), des sauerstoffiibertragenden
Proteins des Skelettmuskels, erprobt, dessen Moleku-
largewicht 17200 betrédgt. Hierbei konnte die Sequenz
der ersten 60 N-terminalen Aminosiduren dieses Pro-
teins in einem Arbeitsgang ermittelt werden. Ein Ver-
gleich mit der bekannten Aminosduresequenz des
Myoglobins des Pottwals (sperm whale) (6] ergab eine

[*] Dr. M. v. Wilm
Spinco-Abteilung der Fa. Beckman Instruments GmbH
8 Miinchen 45, Frankfurter Ring 115

[1] M. v. Wilm, Vortrag auf dem Seminar fiir instrumentelle
Analytik in Wiirzburg (21. Januar 1969).

[2] P. Edman, Acta chem. scand. 4, 283 (1950).
{31 P. Edman, Acta chem. scand. /0, 761 (1956).
[4] P. Edman u. G. Begg, European J. Biochem. I, 80 (1967).

{51 P. Edman in F. Koller u. E. Beck: Fibrinogen and Fibrin
Turnover of Clotting Factors. Schattauer-Verlag, Stuttgart
1963.

[6] A. B. Edmundson, Nature (London) 205, 883 (1965).
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gute Ubereinstimmung bis auf 6 Positionen, bei wel-
chen andere Aminosduren erscheinen.

In 24 Stunden konnten mit dem Sequenator automa-
tisch 15 Abbauschritte durchgefiihrt werden. Der Sub-
stanzbedarf lag bei 5.0 mg; das entspricht etwa 0.30
wmol Protein. Nach der manuellen Methode waren
maximal etwa 15 Abbauschritte méglich, wobei jeder
Schritt etwa zwei Tage dauerte. Edman erreichte die
beschriebene Perfektionierung und Automatisierung
der Methode 1. durch Anwendung eines neuen Prin-
zips bei der Umsetzung der Aminoendgruppe des
Proteins mit dem abbauenden Reagens und 2. durch
eine aufgrund reaktionskinetischer Untersuchungen
moglich gewordene Optimierung der Reaktionsbe-
dingungen.

Yor kurzem gelang Edman der automatische Abbau
einer Sequenz von 22 Aminosduren eines Antikor-
pers 71,

2. Der manuelle Edman-Abbau

Die dem manuellen Abbau zugrundeliegende Reak-
tion umfaBt die Kupplung des Peptids mit Phenyliso-
thiocyanat zum Phenylthiocarbamoyl-(PTC-)Derivat
(1), dessen cyclisierende Spaltung zum 2-Anilino-5-
thiazolinon-Derivat (2) und die Umlagerung von (2)
zum 3-Phenyl-2-thioxo-imidazolidin-4-on-(3-Phenyl-2-
thiohydantoin-, PTH-)Derivat (3.

Die Umsetzung des Phenylisothiocyanats mit der a-Amino-

endgruppe des Peptids geschieht gemdB Gl. (a) in Pyridin-
Wasser, wobei der pH-Wert durch verdiinnte Natronlauge

(7] P. Edman u. A. G. Cooper, FEBS Letters 2, 33 (1968).
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CgHgN=C=S + H,N-CH-CO-NH-Peptid —
R
(a)

CgHgNH-( - NH-CH-CO-NH-Peptid (/)
S R

R-CH-CO/NH-Peptid 1@ B o
H-I{I C —_ Ne .S + HjyN-Peptid
u*clzfs S
NHC¢Hs NHCgH; (b)
(1) (2)
H H
RAr—IO +8,0  [R-GH-COOH| u®_ R o
—_— —_—
Ny HN,.N-H HN.__NCgHs
Y i CeH
NHCgH; I CeHs (3) s
+ (c)

auf 8.5 bis 9.0 gebracht wird. AnschlieBend werden Pyridin
sowie lberschiissiges Isothiocyanat mit Benzol extrahiert.
Nach Lyophilisierung der das Phenylthiocarbamoyl-Derivat
(1) des Peptids enthaltenden wiBrigen Phase erfolgen Spal-
tung und Umlagerung in einem Zug. Die Abspaltung des
Restpeptids sowie die Umlagerung des instabilen (2) in (3)
entsprechen einer cyclisierenden Umamidierung.

Die Reaktionen (b) und (c¢) werden in Eisessig-HCl bei 40 °C
oder aber zur Vermeidung hydrolytischer Spaltungen der
Peptidkette vorzugsweise in wasserfreiem Medium, z.B. in
Nitromethan-HC112:3], bei ca. 25°C durchgefiihrt. Seit
einiger Zeit hat sich wasserfreie Trifluoressigsdure als spal-
tendes Agens durchgesetzt(8.9). Die abgespaltene, geldste
PTH-Aminosidure (3) wird vom ausgefallenen Restpeptid
abzentrifugiert und nach Abdestillieren des LOsungsmittels
diinnschichtchromatographisch identifiziert. Das um eine
Aminos#ure verkiirzte Peptid kann schlieBlich erneut mit

H-{1]2]3[4]5]6[7]8]s]----

lcm,n:c:s

prc-[1]2]3]4]s]6]7[e]o]-- -

H®

H-{2]s]4]s|e]7]so] -

lC,H,N=C:S

gal

prc-{2]3]4fs]6]7]8] o] -
")

s-[aa[]e[7[e[ o[

lC‘H5N=C=S

P1‘C-l314|516fl7|8]91----
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Abb. 1. Schematische Darstellung des Edman-Abbaus.

[8) D. T. Elmore u. P. A. Toseland, 3. chem. Soc. (London)
1956, 188.

[9] P. Edman, Proc. Roy. Austral. chem. Inst. 1957, 434.
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Phenylisothiocyanat umgesetzt werden (s. Abb. 1). (Verbes-
serungen dieser Methode siehe [10,11])

Die beschriebene Arbeitsweise in fliissiger Phase
eignet sich nur fiir Proteine, deren PTC-Derivate in
dem zur Spaltung erforderlichen sauren Medium 19s-
lich sind. Leider ist dies bei den meisten Proteinen
nicht der Fall. Nach Fraenkel-Conrat12) Jassen sich
aber auch derartige Proteine durch Arbeiten auf
Papierstreifen abbauen. Nach dieser Methode konnten
an 1-2mg Insulin 14 Abbauschritte durchgefiihrt
werden. Die Nachweisempfindlichkeit liegt bei etwa
0.01 umol pro PTH-Aminosiure.

3. Methoden zur Aufklirung der Primirstruktur
von Proteinen und Peptiden

3.1. Methoden zur Endgruppenbestimmung

Bei den ersten Versuchen zur Aufklarung der Struk-
tur von Peptiden ging es vor allem darum, die «-
Amino- oder die a-Carboxylgruppe einer am Ende des
Peptidverbandes vorliegenden Aminosiure mit einem
Reagens so zu kennzeichnen, daB sie nach der Total-
hydrolyse des Peptids qualitativ (und méglichst auch
quantitativ) nachgewiesen werden kann.

Voraussetzung ist, dal das Protein oder Peptid unter
moglichst schonenden Bedingungen umgesetzt wird,
damit hydrolytische Spaltungen der Peptidkette, die
zur Bildung neuer Endgruppen filthren wiirden, ver-
mieden werden. Dariiberhinaus muB die Bindung
zwischen Reagens und Aminoendgruppe gegen ener-
gische Hydrolyse resistent sein.

Tabelle . Methoden zur Endgruppenbestimmung.
NO, SO;C1 NO,
Q. U 0
NO, Nx~No,
N(CHjs),
(4) (5) (6)
Reagens, . .
Methode Nachweis Lit.
N-terminal:
(4), Papier-, Diinnschicht-, Séulen- [13)
DNP-Methode chromatographie
(5)s Di hichtch uuuuupnphie “4]
Dansyl-Methode (Fluoreszenz im UV)
(6) Di hichtchre tographie [15]
C-terminal:
H;N—NH; Aminosiureanalyse [16)

[10] P. Edman, Ann. New York Acad. Sci. 88, 602 (1960).

[11] B. Blombdick, M. Blomback, P. Edman u. B. Hessel, Bio-
chim. biophysica Acta 115, 371 (1966).

[12] H. Fraenkel-Conrat, J. Amer. chem. Soc. 76, 3606 (1954).
[13] F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 (1945).

[14] G. Weber, Biochem. J. 51, 155 (1952).

[15] A. Signor, A. Previero u. M. Terbojevich, Nature (Lon-
don) 205, 596 (1965).

(16] S. Akaborl, K. Ohno u. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan
25, 214 (1952).
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Fiir diese Endgruppenbestimmung, die nach wie vor
bei der Aufklirung der Primirstruktur — vor allem
zur Bestimmung der Kettenlinge und der Anzahl der
Ketten unterschiedlicher Sequenz — eine wichtige
Rolle spielt, wurden zahlreiche Reagentien vorge-
schlagen. Eine Auswahl der wichtigsten Methoden ist
in Tabelle 1 zusammengefaBt.

AuBerordentliche Bedeutung hat die von Sanger(13]
mit groBem Erfolg bei der Aufklirung der Insulin-
struktur angewendete Dinitrophenylierung (DNP-
Methode) erlangt, die mit der Papier- und spiter der
Diinnschichtchromatographie kombiniert zu einer
perfekten Methode ausgebaut werden konnte.

Als modernstes Verfahren ist die 1952 von Weber(14)
eingefithrte und spiter von Gray und Hartley17,18]
modifizierte Dansyl-Methode zu nennen, nach welcher
noch 0.5 nmol an Aminoendgruppen qualitativ nach-
weisbar sind. Damit ist dieses Verfahren etwa um den
Faktor 100 empfindlicher als die DNP-Methode. Seit
der Einfiihrung spezieller Polyamidplatten zur raschen
Diinnschichtchromatographie [19] dieser Verbindungen
findet die Methode immer groflere Verbreitung.

Zum Nachweis der C-terminalen Aminosduren hat
sich die Methode von Akaboril16] bewidhrt, bei der
nach Hydrazinolyse aller Peptidbindungen ausschlief3-
lich die C-terminale Aminosdure nicht als Hydrazid
vorliegt. Durch Umsetzung mit Benzaldehyd werden
die Hydrazide als Schiffsche Basen ausgefillt, wihrend
die in Losung verbleibende C-terminale Aminosiure
chromatographisch identifiziert wird.

3.2. Methoden zur Sequenzanalyse

Auf die Dauer konnte man sich mit der Moglichkeit,
nur die N- oder C-terminale Aminosidure bestimmen
zu koénnen, nicht begniigen. Man begann daher nach
Reaktionen zu suchen, die eine mehrfache Wieder-
holung des Abbauvorganges gestatten. Um hierfiir
geeignet zu sein, muf} ein Reagens folgende Voraus-
setzungen erfiillen:

1. Die Kupplungsreaktion muB3 unter moglichst mil-
den Bedingungen vor sich gehen, da bei hydrolyti-
schen Spaltungen der Peptidkette auch mittelstindige
Aminosduren reagieren wiirden.

2. Das zur Substitution der terminalen Aminoséiure
verwendete Reagens mull die erste Peptidbindung
innerhalb der Kette schwichen, so daB eine Abspal-
tung des Restpeptids unter schonenden Bedingungen
gelingt.

3. Das Derivat der Aminosidure muf} leicht chromato-
graphisch identifizierbar sein.

4, Die Nachweisempfindlichkeit fiir dieses Derivat
sollte moéglichst groB sein.

[17] W. R. Gray, Methods in Enzymol. 11, 139 (1967).
[18] W. R. Gray u. B. S. Hartley, Biochem. J. 89, 59 (1963).

[19] K. R. Woods u. K. T. Wang, Biochim. biophysica Acta
133, 369 (1967).
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Als erste Verbindung dieser Art, die jedoch die An-
forderungen noch nicht befriedigend erfiillte, schlug
Bergmann(20) das Phenylisocyanat vor. Der Abbau
mit diesem Reagens, den Brockmann und Abder-
halden 211 durch Erarbeitung wesentlich schonenderer
Reaktionsbedingungen fiir die cyclisierende Spaltung
betrichtlich verbesserten und zum ersten Male an
einem Tripeptid erprobten, gilt als Vorlaufer der
Edman-Reaktion. Anstelle des Phenylisocyanats ver-
wendete Edman das rascher reagierende Phenyliso-
thiocyanat. Er konnte zeigen, daB die cyclisierende
Spaltung dabei unter noch betrichtlich schonenderen
Bedingungen méoglich war.

Tabelle 2. Methoden zur Sequenzanalyse.

Reagens Nachweis Lit.
N-terminal:
C¢HsN=C=0 Fp 120, 211
CsHsN=C=$§ Papier-, Dinnschicht-,
Séul h tographie;
Aminosiureanalyse nach [2, 3)
Rickspaltung;
Subtraktionsmethode
$=C=8 Papierchromatographie [22)
N=C=0© Aminosiureanalyse 231
nach Rickspaltung
Leucin-Aminopeptidase Aminosidureanalyse [24)
C-terminal:
N=C=8° + (CH;C0);0 | Subtraktionsmethode 125, 26)
Carboxypeptidase A und B | Aminos3dureanalyse 127]

In Tabelle 2 sind die wichtigsten der zur Sequenz-
analyse vorgeschlagenen Verbindungen zusammenge-
faBt. Neben dem Edman-Abbau konnten sich die
iibrigen Methoden jedoch nicht allgemein durch-
setzen.

Die einzige zum stufenweisen Abbau vom C-Terminus
her geeignete, 1926 von Schlack und Kumpf125 einge-
fiilhrte Methode wurde neuerdings von Stark {261 be-
trichtlich verbessert.

In vielen Fillen wird von der Moglichkeit Gebrauch
gemacht, durch Einwirkung von Peptidasen Auf-
schliisse iiber die N- oder C-terminalen Sequenzen von
Peptiden zu erhalten. Hierbei werden vor allem
Leucin-Aminopeptidase 241 sowie Carboxypeptidase
A und B[27] verwendet.

[20] M. Bergmann, E. Kann u. A. Miekeley, Liebigs Ann.
Chem. 458, 56 (1927).

[21] E. Abderhalden u. H. Brockmann, Biochem. Z. 225, 386
(1930).

[22] A. L. Levy, J. chem. Soc. (London) 1950, 404.

[23] G. R. Stark u. D. G. Smyth, J. biol. Chemistry 238, 214
(1963).

[24] R. E. Canfield, J. biol. Chemistry 238, 2699 (1963).

[25] P. Schlack u. W. Kumpf, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem.
154, 125 (1926).

[26] G. R. Stark, Biochemistry 7, 17969 (1968).

[27) G. Guidotti, R. J. Hill u. W. Konigsberg, J. biol. Chemistry
237, 2184 (1962).
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4. Abbau der Tertiir- und Sekundirstruktur
der Proteine

4.1. Verinderung der funktionellen Gruppen und
Spaltung in Einzelketten

Bei der Aufklirung der Primirstruktur von Proteinen
ist die Sequenzanalyse der letzte Schritt, dem neben
der Isolierung und Reinigung des Proteins viele —
zum Teil sehr komplizierte und langwierige — kon-
trollierte Abbauvorginge vorausgehen miissen. Durch
systematischen Abbau der Tertiir- und Sekundir-
struktur werden die Peptidketten nach Spaltung in
iiberschaubare Fragmente fiir die Sequenzanalyse vor-
bereitet. Unter ,,Ketten* sollen hier Molekiilteile ver-
standen werden, die nicht durch Wasserstoff- und/oder
Disulfidbriicken verbunden sind. Durch die in Sche-

Weg Methode

i
Isolierung Siulenchromatographie

l (Sephadex, CM-Cellulose);
Praparative Anwendung

Reinigung
| der Ultrazentrifuge,
! Dialyse, Gegenstrom-
verteilung, Elektrophorese
Analytische Anwendung

der Ultrazentrifuge:
Sedimentation und
Diffusion, Archibald;
DNP-, Dansyl-Methode;
Stein- und Moore-Analyse

Mol.-Gew.-Bestimmung
Endgruppenbestimmung
Aminosdureanalyse

Harnstoff; Oxidation:

l Perameisensiure; Reduk-
tion: Mercaptoithanol,
LiBHy; Substitution:
Jodacetamid, Aziridin,
Bernsteinsiureanhydrid

Spaltung in Einzelketten

Saulenchromatographie

Isolicrung der Peptidketten (Sephadex), Gegenstrom-

l verteilung, Elektrophorese
Aminosdureanalyse Stein- und Moore-Analyse
/ AN
/ \ DNP- oder Dansyl-
Endgruppen- Sequenzanalyse ( nroipoge; Edman-Abbau
bestimmung im Sequenator
‘L Trypsin, Pepsin (Chymo-

Selektive enzymatische und
chemische Spaltung

trypsin), Bromcyan-
spaltung, N-Brom-
succinimid

Saulenchromatographie
L (Dowex 50 x 2, Dowex
1 x 2, DEAE-Cellulose,
Sephadex, Phospho-
cellulose); Gegenstrom-
verteilung, Priparative
Papierchromatographie,
trigerfreie und Hoch-
spannungselektrophorese

Trennung der Peptid-
Spaltstiicke

v

Aminosdureanalyse

// \\
4 N

Endgruppen- Sequenzanalyse
bestimmung

Stein- und Moore-Analyse

DNP- oder Dansyl-
Methode; kombinierte
Edman-Dansyl-Methode,
Subtraktionsmethode,
manueller Edman-Abbau
oder Edman-Abbau im
Sequenator

Schema 1. Schematische Darstellung des systematischen, kontrollierten
Abbaus zur Aufklirung der Primirstruktur von Proteinen.

302

ma 1 gezeigten Etappen des Abbaus miissen vor allem
vier Fragen beantwortet werden:

1. Aus wieviel Ketten besteht ein Molekiil?
2. Wie grof} ist das Molekulargewicht jeder Kette?

3. Aus welchen Aminosiuren und in welchen Anteilen
sind die Ketten zusammengesetzt?

4. Welche Sequenz haben die Aminosiuren in den
einzelnen Ketten?

Die fiir den Erfolg der Sequenzanalyse entscheidenden
Schritte sind:

1. Die Veranderung der funkiionelien Gruppen in den
Aminosdure-Seitenketten des Proteinmolekiils.

2. Die Spaltung in Einzelketten durch Sprengen der

Wasserstoffbriicken (Denaturierung) sowie durch
Offnen der Disulfidbriicken.

3. Die anschlieBende enzymatische oder chemische
Spaltung in Peptiduntereinheiten.

Harnstoff oder Wirme spaltet die nicht kovalenten in-
ter- und intramolekularen Bindungen, vor allem die in
den Helixbereichen vorliegenden Wasserstoffbriicken.

Mehrere Reaktionen dienen der Offnung inter- sowie
intramolekularer Disulfidbriicken zur Spaltung des
Proteinmolekiils in Einzelketten:

Durch Reduktion der Disulfidbriicken mit Thioglyko-
lat 281 oder Mercaptodthanol (291 entstehen Thiol-
gruppen, die sich mit Jodacetamid 30-32] carboxyme-
thylieren lassen. Eine gleichzeitige Alkylierung der
e-Aminogruppen des Lysins 148t sich hierbei durch
Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen umgehen.

Eine zweite Moglichkeit besteht in der Oxidation der
Disulfidbriicken durch Perameisensdure [33], wobei
Cystin in Cysteinsdure und Methionin in sein Sulfon
iibergefiihrt wird. Hierbei muB allerdings eine quanti-
tative Zerstorung von eventuell in der Kette enthalte-
nem Tryptophan in Kauf genommen werden.

Die Einfilhrung zusatzlicher Carboxylgruppen in
hydrophobe, vor allem Cystin enthaltende Bereiche
der Peptidketten durch Carboxymethylierung oder
auch durch Succinylierung der s-Aminogruppen des
Lysins bewirkt, daB die nach anschlieBender Enzym-
spaltung entstehenden Peptide in wilrigen Medien
leichter 16slich sind.

4.2, Selektive enzymatische und chemische Spaltung

Zum enzymatischen Abbau werden vor allem die En-
zyme Trypsin und Pepsin, in einigen Fillen auch
Chymotrypsin und Papain angewendet, wobei man

[28) E. Katchalski, G. S. Benjamin u. V. Gross, J. Amer. chem.
Soc. 79, 4069 (1957).

[29] E. O. P. Thompson u. I. J. O’ Donnell, Biochim. biophysica
Acta 53, 447 (1961).

[30] H. G. Gundlach, S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chem-
istry 234, 1754a (1959).

[31]1 H. G. Gundlach, S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chem-
istry 234, 1754b (1959).

[32) S. Moore, R. D. Cole, H. G. Gundlach u. W. H. Stein,
Protein-Symposium, IV. Int. Congr. Biochem., Wien 1958.

[33] G. Toennies u. R. P. Homiller, J. Amer. chem. Soc. 64,
3054 (1942).
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meist zuerst mit dem sehr spezifischen Trypsin vor-
spaltet und anschlieBend mit Pepsin oder anderen
Proteasen nachspaltet. An den chromatographisch
getrennten und isolierten Peptiden werden die End-
gruppen bestimmt, und aus den so ermittelten, iiber-
lappenden Sequenzen kann meist bereits die Struktur
des Peptids angegeben werden.

Die enzymatische Spaltung wird sehr stark von Ver-
idnderungen an den funktionellen Gruppen des Mole-
kiils beeinfluBt. So ermoglicht z. B, die Aminodthy-
lierung (341 der aus den vernetzenden Disulfidbindun-
gen nach Reduktion entstehenden Thiolgruppen -
wobei Cystein in S-Aminoithylcystein {ibergefiihrt
wird - die Spaltung der Peptidkette durch Trypsin an
dieser Stelle; im iibrigen spaltet Trypsin ausschlieBlich
Peptidbindungen der basischen Aminosiauren Lysin
und Arginin, und zwar carboxylseitig. In einigen
Fiallen lassen sich Schwierigkeiten bei der Struktur-
aufklarung, die sich durch das Auftreten trypsinre-
sistenter ,,Core*‘-Bereiche ergeben, auf diese Weise
umgehen.

Auch chemisch kann die Peptidkette selektiv zerlegt
werden. So spaltet z. B. Bromcyan [35] die Kette nach
Methionin, wihrend N-Bromsuccinimid(36) nach
Tryptophan spaltet. Ein wesentlicher Nachteil bei
chemischen Spaltungen liegt jedoch darin, daB sich
hierbei keine Uberlappungen ergeben, wodurch die
Zuordnung der Spaltstiicke erschwert wird.

5. Ergebnisse der Sequenzanalyse

Der erste groBe Erfolg fiir die Sequenzanalyse war die
Aufklarung der Primarstruktur des Insulins. Die Se-
quenz der Polypeptidketten A und B dieses blut-
zuckersenkenden Pankreashormons mit insgesamt 51
Aminosduren ermittelte Sanger (131 1945 bis 1954 mit
der DNP-Methode. Damals standen weder die auto-
matische, siaulenchromatographische Aminosiure-
analyse noch eine ausgereifte Methode fiir den Edman-
Abbau zur Verfiigung.

1956 bis 1960 publizierten Hirs, Stein und Moore (37)
sowie Anfinsen 381 die Aminosiuresequenz der Ribo-
nuclease, einer Kette von 124 Aminoséuren. In diesem
Fall trug die 1958 veréffentlichte Methode der auto-
matischen Aminosiureanalyse[39.40) sowie der inzwi-
schen bekannt gewordene Edman-Abbau wesentlich
zum Gelingen bei.

[34] M. A. Raftery u. R. D. Cole, Biochem. biophysic. Res.
Commun. 10, 467 (1963).

[35) E. Gross u. B. Witkop, J. biol. Chemistry 237, 1856
(1962).

[36) A. Patchornik, W. B. Lawson u. B. Witkop, J. Amer.
chem. Soc. 80, 4748 (1958).

[37) C. H. W. Hirs, S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chem-
istry 235, 633 (1960).

[38] R. R. Redfield u. C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 221,
385 (1956).

[39] S. Moore, D. H. Spackman u. W. H. Stein, Analytic.
Chem. 30, 1185 (1958).

[40] S. Moore, D. H. Spackman u. W. H. Stein, Analytic.
Chem. 30, 1190 (1958).
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Nun erschienen in rascher Folge weitere bedeutende
sequenzanalytische Arbeiten: 1960/1961 berichteten
Tsugita 41) sowie Schramm et al, [42] {iber die Aufkli-
rung des Proteins des Tabakmosaikvirus mit insgesamt
158 Aminosiuren; 1961 konnten Braunitzer et al.[43]
die Sequenz des Humanhimoglobins A, bestehend aus
zwei a- und zwei B-Ketten mit insgesamt 574 Amino-
sduren, aufkldren.

Heute sind auch die Sequenzen des Lysozyms, Chymo-
trypsinogens, Trypsinogens, des Cytochroms c, der
Katalase, des Myoglobins sowie des Corticotropins
und vieler anderer Peptidhormone und Enzyme zum
Teil oder vollstindig bekannt. Ketten von 500 und
mehr Aminosiureresten konnen heute nach der Ed-
man-Methode ohne gréBere Schwierigkeiten aufge-
kiart werden. Zur Zeit sind etwa 12000 Primérstruk-
turen publiziert.

6. Der Protein-Sequenator nach Edman und Begg

6.1. Der verbesserte Edman-Abbau

Durch spektroskopische Untersuchung des Reaktions-
ablaufs beim Abbau gelang es Edman(3,4], optimale
Bedingungen fiir die automatische Sequenzanalyse zu
ermitteln. Er fand, daB die cyclisierende Spaltung
[G1. (b)] und damit die Bildung des instabilen und des-
halb zum Nachweis ungeeigneten Thiazolinons (2) in
Gegenwart wasserfreier Siuren unter milden Bedin-
gungen sehr rasch, die Umlagerung (c) dagegen relativ
langsam verliuft. Es lag dgher nahe, beide Reaktionen
— entgegen der Arbeitsweise beim manuellen Abbau —
voneinander zu trennen. Dabei wird das Thiazolinon
(2) extrahiert und spiter auBerhalb des neu entwickel-
ten Geriites von Hand in das stabile Phenylthiohydan.
toin (3) umgewandelt. Durch die Abtrennung des
Thiazolinons vom jeweils um eine Aminosiure ver-
kiirzten Protein und die separate Umlagerung wird
das Restprotein der Einwirkung starker Siure in waB-
rigem Medium entzogen, so daB man die Gefahr
hydrolytischer Spaltungen der Peptidkette umgeht.

SchlieBlich fand Edman, daB die Phenylthiocarbamoyl-
gruppierung durch Sauerstoff sehr leicht entschwefelt
wird. Dadurch kommt der Abbau zum Stillstand.
Beim Arbeiten unter Stickstoff konnte diese Neben-
reaktion vermieden werden.

Ausschlaggebend dafiir, wieviel aufeinanderfolgende
Abbauschritte an einem Peptid oder Protein moglich
sind, ist die maximal erreichbare Ausbeute jedes
Schrittes. Geht man nach Edman davon aus, daB die
Gesamtausbeute nach n Abbaucyclen auf 309 ge-
fallen ist und ein weiterer Abbau wegen der zuneh-

[41] A. Tsugita, D. T. Gish, J. Young, H. Fraenkel-Conrat,
C. A. Knight u. W. M. Stanley, Proc. nat. Acad. Sci. USA 46,
1463 (1960).

[42] F. A. Anderer, H. Uhlig, E. Weber u. G. Schramm, Nature
(London) 186, 922 (1960).

[43) G. Braunitzer, R. Gehring-Miiller, N. Hilschmann, K.
Hilse, G. Hobom, V. Rudloff u. B. Wittmann-Liebold, Hoppe-
Seylers Z. physiol. Chem. 325, 283 (1961).
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menden Uniibersichtlichkeit der Ergebnisse nicht
sinnvoll erscheint, so ergibt sich, daB bei einer durch-
schnittlichen Ausbeute von 97, 98 oder 999, pro Ab-
bauschritt insgesamt 40, 60 bzw. 120 Abbaucyclen
mdglich sind. Aufgrund der beschriebenen Verbesse-
rungen der Reaktionsbedingungen sowie der Auto-
matisierung des Prozesses mit dem ,,Sequenator*
erreichte Edman am Myoglobin eine durchschnittliche
Ausbeute von 98 % pro Abbaucyclus und damit insge-
samt 60 Abbauschritte.

6.2. Ein neuartiges Prinzip zur Umsetzung des Proteins

Das von Edman erstmals verwendete physikalisch neuartige
Prinzip zur Durchfiihrung aller fiir einen vollstindigen Ab-
baucyclus erforderlichen Reaktions-, Zentrifugations-, Ex-
traktions- und Trocknungsvorginge besteht in der Verwen-
dung eines unter einer evakuierbaren Glasglocke rotierenden,
zylindrischen GlasgefiBes (s. Abb. 2), auf dessen Innenwand
sich das Protein nach Abziehen des Ldsungsmittels im Va-
kuum als hauchdiinner Film niederschligt.

Abb. 2. Rotierender Reaktionsbecher des Protein-Sequenators nach
Edman und Begg bei abg Glasglocke. Die Abbildung zeigt
die Teflonschlauch-Zufihrung fir Rea und L3 ittel sowie
die tangential in einer Rille am Becherrand ansetzende, idber ¢in Drei-
wegventil mit dem Fraktions- oder Ablauf: mier verbund Ab-
saugleitung. Auf der heizbaren Basisplatte sind die Ein- und Austritts-
dffnungen fir die zirkulierende Warmluft sichtbar (50 °C, Temperatur-
konstanz +0.2 °C). Durchmesser der Basisplatte 18 cm.

(Werkfoto der Fa. Beckman Instruments GmbH, Miinchen.)

Auf diesem Proteinfilm wird nun die Kupplungsreaktion
[Gl. (a)] unter Stickstoff vorgenommen, indem man Reagens
und Puffer durch einen Kapillarschlauch in das Gef4B ein-
tropfen 138t. Durch die Zentrifugalkraft steigen die Reagen-
tien in dinner Schicht langsam an der Becherwand nach
oben, bis das Protein vollstindig bedeckt ist. Nach der Re-
aktion wird die Glasglocke zur Entfernung des Losungs-
mittels und der Hauptmenge an iiberschiissigem Reagens
aus dem Reaktionsgefd8 erneut evakuiert.

Zur anschlieBenden Extraktion des Puffers sowie des rest-
lichen Phenylisothiocyanats dient ein diinner L8sungsmittel-
film, der iiber die Proteinschicht hinweggleitet und schlieB-
lich aus einer im oberen Drittel des ReaktionsgefiBes befind-
lichen Kerbe durch einen tangential ansetzenden Teflon-
schlauch abgesaugt wird. Die auf die Extraktion folgende
Trocknung im Vakuum wird durch die groe Oberfliche und
die stabilisierende Zentrifugalkraft wesentlich erleichtert.
SchlieBlich wird auch die Spaltung [Gl. (b)] mit wasserfreier
n-Heptafluorbuttersdure unter Stickstoff nach dem gleichen
Prinzip vorgenommen. Nach Entfernung der Siure im Va-
kuum wird das gebildete Thiazolinon (2)_wie beschrieben
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mit 1-Chlorbutan extrahiert und in einem Fraktionssammler
aufgefangen.

Die Reinheit der Reagentien und Lésungsmittel ist bei der
automatischen Edman-Methode von auBerordentlicher Be-
deutung. So miissen vor allem auch kleinste Mengen Alde-
hyde vollstindig entfernt werden, da diese mit den Amino-
endgruppen Schiffsche Basen bilden und die Ausbeuten
rasch herabsetzen.

6.3. Identifizierung der Abbauprodukte

Die Umlagerung der gesammelten, instabilen Thiazo-
linon-Aminosiuren (2) in die PTH-Aminos4uren (3)
gemiB Gl. (c) erfolgt auBerhalb des Gerites von Hand
in 1 N HCI bei 80 °C innerhalb von 10 min. Zur Iden-
tifizierung der PTH-Aminosduren wurden zahlreiche
Methoden ausgearbeitet, von denen die friiher als
Methode der Wahl bezeichnete Diinnschichtchromato-
graphie inzwischen durch die von Pisano et al.[432]
betrichtlich verbesserte gaschromatographische Be-
stimmung freier oder silylierter PTH-Aminosduren
verdringt wurde. Die Vorteile der Gaschromatogra-
phie liegen — abgesehen von der raschen Durchfiihr-
barkeit und der groflen Empfindlichkeit — vor allem
darin, daB eine exakte quantitative Verfolgung des
gesamten Abbauvorganges, die sich bei den ersten Ar-
beiten mit dem Sequenator sehr bald als notwendig
erwiesen hat, moglich ist.

Zur [dentifizierung der PTH-Aminosiduren konnen
folgende Methoden dienen:

1. Papierchromatographie [44-461;
2. Adsorptions-Sdulenchromatographie [47];

3. Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel [48.49]
und Polyamidplatten (507;

4. Gaschromatographie [51-55), Hierbei zersetzen sich
die PTH-Derivate von Ser, Thr, Asn und Gln sowie
der basischen Aminosduren jedoch zum Teil;

5. verbesserte Gaschromatographie [43al;
6. Massenspektrometrie [56,57);

[43a] 4. J. Pisano u. T. J. Bronzert, J. biol. Chemistry 244,
5597 (1969).

[44] J. Sjdquist, Acta chem. scand. 7, 447 (1953).

[45] W. A. Landmann, M. P. Drake u. J. Dillaha, J. Amer.
chem. Soc. 75, 3638 (1953).

[46] J. Sj6quist, Biochim. biophysica Acta 41, 20 (1960).
[47] J. Sjoquist, Ark. Kemi 71, 151 (1957).

148] J. O. Jeppsson u. J. Sjéquist, Analyt. Biochem. I8, 264
(1967).

[49] G. Pataki, Experientia 17, 145 (1961).

[50] K. T. Wang, I. S. Y. Wang, A. L. Lin u. C. S. Wang,
J. Chromatogr. 26, 323 (1967).

{511 J. J. Pisano, W. J. A. Vanden Heuvel u. E. C. Horning,
Biochem. biophysica. Res. Commun. 7, 82 (1962).

[52] R. A. Harman, J. L. Patterson, W. J. A. Vanden Heuvel,
Analyt. Biochem. 25, 452 (1968).

[53] J. J. Pisano, T. J. Bronzert, Federat. Proc. 28, 661 (1969).
[541 H. D. Niall, H. Penhasi, P. Gilbert, R. C. Myers, F. Wil-
liams u. J. T. Potts jr., Federat. Proc. 28, 661 (1969).

[55]1 H. Bober u. M. v. Wilm, unverdffentlichte Atrbeiten.

[56]1 F. Weygand, Vortrag, The Chemical Society Anniversary
Meetings, Exeter, 1967.

[57) A. Dijkstra, H. A. Billiet, A. H. Van Doninck, H. Van
Velthuyzen, L. Maat u. H. C. Beyerman, Recueil Trav. chim.
Pays-Bas 86, 65 (1967).
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7. Riickspaltung durch alkalische oder saure Hydro-
lyse 158) und anschlieBende Identifizierung nach Stein
und Moore. Hierbei ergeben sich Schwierigkeiten beim
Nachweis von Asn und GIn, die der Amidspaltung
unterliegen. Ferner werden PTH-Ser sowie PTH-Thr
zu Gly und PTH-Arg zu Orn abgebaut. Die Ausbeuten
sind hierbei durchweg schlecht;

8. Diinnschichtelektrophorese fiir PTH-Arg und PTH-
His [4, 591

In diesem Zusammenhang sind zwei indirekte Nach-
weismethoden zu erwidhnen, die vor allem bei der
Konstitutionsermittlung kurzkettiger Peptide Bedeu-
tung erlangt haben:

Bei der Subtraktionsmethode [60) wird auf die Umlage-
rung und Identifizierung der abgespaltenen Thiazo-
linon-Aminosduren (2} verzichtet. Stattdessen wird
nach jedem Abbauschritt vom Restpeptid ein ali-
quoter Teil entnommen, in dem die Aminosiure-
Komponenten nach Hydrolyse sdulenchromatogra-
phisch identifiziert werden. Aus der jeweils fehlenden
Aminosiure ergibt sich die Sequenz. Beim kombinier-
ten Edman-Dansyl-Verfahren (61,621 bestimmt man
vor jedem Abbauschritt an einem aliquoten Teil des
Peptids die Endgruppe nach der Dansyl-Methode.
Nach Totalhydrolyse wird die endstindige Amino-
sdure diinnschichtchromatographisch identifiziert. An-
schlieBend spaltet man die nichste, nun bereits be-
kannte Aminosdure ab. Auf diese Weise kann der
Edman-Abbau durch die Endgruppenbestimmung
fortlaufend kontrolliert werden.

Ein wesentlicher Nachteil beider Methoden ist der
relativ groBe Materialbedarf.

7. Grenzen der Methode

Leider sind der universellen Anwendbarkeit des auto-
matischen Edman-Abbaus imXSequenator Grenzen
gesetzt:

1. Die progressive Verminderung der Ausbeuten auf-
grund unspezifischer hydrolytischer Spaltungen wih-
rend des Abbaus sowie Uberlappungen aufeinander-
folgender Stufen bei Unvollstindigkeit der Reaktionen
(a) und (b) filhren an eine Grenze, von der an die Er-
gebnisse nicht mehr interpretierbar sind.

2. Bei sehr langen, vorwiegend aus hydrophoben
Aminosduren aufgebauten Ketten treten trotz Ein-
filhrung zusitzlicher hydrophiler Gruppen Loslich-
keitsprobleme auf.

3. Der Abbau 148t sich nicht bis zum Carboxylende
fortsetzen, da die Ldslichkeitsunterschiede zwischen
kurzkettigen Peptiden und den Thiazolinon-Amino-

(58] B. Africa u. F. H. Carpenter, Biochem. biophysic. Res.
Commun, 24, 113 (1966).

[59] C. G. Honegger, Helv. chim. Acta 44, 173 (1961).
[60] C. H. W. Hirs, Ann. New York Acad. Sci. 88, 611 (1960).
[61] L. B. Smillie u. B. S. Hartley, Biochem. J. 101, 232 (1966).
[62] W. R. Gray, Methods in Enzymol. 11, 469 (1967).
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sduren so gering sind, daB diese Verbindungen nicht
mehr quantitativ extrahiert werden kénnen. Aus den
gleichen Griinden kann die Methode auch noch nicht
auf kurzkettige Peptide angewendet werden (vorldufige
Versuche s. [54]),

4. PTH-Asn und PTH-GIn hydrolysieren zum Teil
zu PTH-Asp und PTH-Glu. PTH-Ser sowie PTH-Try
werden teilweise durch die zur cyclisierenden Spaltung
verwendete wasserfreie Sdure zerstort.

8. SchluBSbetrachtung

Die beschriebene Methodik der automatischen Se-
quenzanalyse eréffnet eine Reihe neuer Aspekte und
Moéglichkeiten:

1. Der systematische Abbau der Primarstruktur durch
enzymatische und chemische Spaltung wird einfacher
und weniger zeitraubend werden, in vielen Fillen
maoglicherweise ganz entfallen, da wesentlich lingere
Ketten als bisher sequenziert werden konnen.

2. Aufgrund der guten Ausbeuten im Sequenator und
der gesteigerten Nachweisempfindlichkeit fiir Amino-
sdauren wird sich der Substanzbedarf bei der Sequenz-
analyse betrachtlich verringern.

3. Der Zeitaufwand fiir die eigentliche Sequenzanalyse
ist bereits drastisch reduziert worden: 15 Abbau-
schritte sind in 24 Stunden méglich. (An der Sequenz-
ermittlung des Insulins nach der DNP-Methode
haben Sanger und drei Mitarbeiter zehn Jahre, an der
des Himoglobins hat Braunitzer, bei wesentlich ver-
besserter Methodik, mit fiinf Mitarbeitern sechs Jahre
gearbeitet. Die Ermittlung der Sequenz einer Kette
von 150 Aminosduren dauert nach der klassischen,
manuellen Edman-Methode bei zwei Personen etwa
zwei Jahre.)

4. Moglicherweise 148t sich das Edmansche Prinzip
des automatischen Abbaus auch auf andere makro-
molekulare Substanzen, z.B. Nucleinsduren, iiber-
tragen, falls es gelingt, auch fiir diese Verbindungen
wiederholbare Abbaureaktionen bei guten Ausbeuten
zu entwickeln.

S. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB sich eine der Re-
aktionen, die den kontrollierten, sukzessiven Abbau
vom C-Terminus her gestatten, so verbessern laBt,
daB auch diese Abbaureaktion [26! im Sequenator vor-
genommen werden kann. Auf diese Weise konnte die
Sequenzanalyse von beiden Kettenenden aus vorge-
trieben werden. Eine Uberlappung in der Mitte der
Kette wiirde die Zuordnung betrachtlich erleichtern.

6. Moglicherweise kann das Problem der dhnlichen
Loslichkeit kurzkettiger Peptide und der Thiazolinon-
Aminosduren durch Modifizierung der Peptide oder
durch geeignetere Losungsmitte]l umgangen werden.
Den letztgenannten Weg beschritten Niall et al. [54) bei
Untersuchungen am Thyreocalcitonin des Schweines,
einem aus 32 Aminosiuren aufgebauten, ausgespro-
chen hydrophoben Peptidhormon bereits mit Erfolg.
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7. Auch an die Fixierung des Carboxylendes des Pep-
tids an einen polymeren Trager durch kovalente
Bindung [57,63,64)) dije unter schonenden Bedingungen
wieder gelost werden kann, muB gedacht werden. Bei
der automatischen Edman-Methode ist der Triger das
Restmolekiil selbst, das gegen Ende extrahiert wird.

[63] R. A. Laursen, J. Amer. chem. Soc. 88, 5344 (1966).
[64) G. R. Stark, Federat. Proc. 24, 225 (1965).
[65]) W. R. Gray, Nature (London) 220, 1300 (1968).

8. Einen neuen interessanten Beitrag zur Strategie der
Sequenzanalyse bildet die von Gray(65) vorgeschla-
gene Simultananalyse von Peptidgemischen. Nach
dieser Methode wire die gleichzeitige automatische
Analyse eines aus zehn oder mehr Peptiden unter-
schiedlicher Sequenz bestehenden Gemisches moglich,
wodurch sich der Zeitaufwand bei der Aufklirung von
Primérstrukturen erneut drastisch reduzieren lieBle.

Eingegangen am 13. Mai 1969, ergiinzt am 17. Februar 1970 [A 751]

Die differentialkalorimetrische Untersuchung der Reaktivitit

instabiler Verbindungen

Von Erhard Koch(*]

Der Nachweis instabiler Zwischenprodukte bei chemischen, photo- und strahlenchemi-
schen Lisungsreaktionen kann durch Anwendung thermoanalytischer Methoden stark
erleichtert werden. Besondere Vorteile bietet die Differential-Thermoanalyse (DTA),
weil sie eine schnelle und einfache Untersuchung, gegebenenfalls ab ca. —150°C iiber
einen grofen Temperaturbereich gestattet. Dadurch werden unter Normalbedingungen
unmefbar schnell aufeinanderfolgende Prozesse wegen ihrer verschiedenen Temperatur-
abhdngigkeit voneinander getrennt. Die hohe Empfindlichkeit der Methode erlaubt auch
das Arbeiten in stark verdiinnten Losungen und damit die Beschrdnkung auf monomole-
kulare Prozesse. — Am Beispiel der photochemisch zugéinglichen instabilen ozonidartigen
Epidioxydihydrofurane wird die Eignung der Methode zur Bestimmung energetischer

und kinetischer Daten gezeigt.

1. Einleitung

Chemische Reaktionen in Losung sind meist aus meh-
reren Einzelprozessen zusammengesetzt, die teils pa-
rallel, teils nacheinander ablaufen. Fiir die grundsitz-
liche Richtigkeit eines angenommenen Reaktionsme-
chanismus ist der Nachweis eines erwarteten Zwi-
schenproduktes der stirkste Hinweis, jedoch ist die
priparative Isolierung intermedidr auftretender Sub-
stanzen meist schwierig. Dies gilt vor allem fiir strah-
len- und photochemische Reaktionen, bei denen sich
die unmittelbar an die elektronische Anregung an-
schlieBenden Prozesse wegen ihrer groBen Geschwin-
digkeit der direkten Untersuchung entzichen.

Durch Arbeiten bei tiefen Temperaturen konnen auch
in diesen Fillen instabile Zwischenprodukte zuging-
lich werden, wenn ihre Weiterreaktion wesentlich
héhere Aktivierungsenergien als ihre Bildung erfor-
dert. Auch bei photochemischen Prozessen, deren er-
ste Propagationsschritte nur minimale Aktivierungs-
energien aufweisen [1-3), gelingt es oft — gegebenen-

[*] Dr. E. Koch
Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung,
Abt. Strahlenchemie
433 Miilheim/Ruhr, StiftstraBe 34-36

[1]1 J. G. Calvert u. J. N. Pitts jr.: Photochemistry. Wiley,
New York 1966, S. 645ff.

[2] E. Koch, Tetrahedron 24, 6295 (1968).
(3] E. Koch, Tetrahedron 23, 1747 (1967).
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falls bei extrem tiefen Temperaturen — Zwischenver-
bindungen abzufangen [4-7],

In der Praxis wird der Versuch, instabile Substanzen
bei tiefen Temperaturen zu isolieren und zu identifi-
zieren, aber noch zusitzlich erschwert: Einerseits ver-
ursacht jede Anreicherung reaktiver Substanzen eine
Zunahme bimolekularer Prozesse, bei denen sich die
Substanzen weiter verindern, andererseits ist aber ein
Nachweis bereits in der Losung hiufig problematisch,
weil die gingigen Methoden, z. B. NMR-, IR- und
UV-Spektroskopie, nicht immer selektiv genug sind
und auch Lésungsmittel, Katalysatoren, Sensibilisa-
toren und Ausgangsprodukte erfassen.

Diese Schwierigkeiten entfallen, wenn man zunichst
nicht die Zwischenprodukte selbst, sondern ihre Reak-
tionen in Lésung untersucht. Da praktisch jede Reak-
tion Wirme abgibt oder verbraucht, 1iBt sich die
Temperaturinderung als allgemeines meBtechnisches
Kriterium verwenden. Wird also die Losung eines in-
stabilen Zwischenproduktes stetig erwirmt, so iiber-
lagern sich Temperaturinderungen, die fiir die Reak-
tionen des Zwischenproduktes charakteristisch sind.
Umgekehrt deutet das Ausbleiben thermischer Effekte
bei dieser Untersuchung darauf hin, daf kein instabi-
les Produkt vorhanden war.

(4] G.O. Schenck u. D. E. Dunlap, Angew. Chem. 68, 248 (1956).
5] E. Koch u. G. O. Schenck, Chem. Ber. 99, 1984 (1966).

[6] E. Koch, Chemie-Ing.-Techn. 41, 916 (1969).

[7]1 G. O. Schenck u. R. Steinmetz, Chem. Ber. 96, 520 (1963).
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