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Die chemische Struktur der Pankreas-Ribonuclease und

-Desoxyribonuclease (Nobel-Vortrag)™

Von Stanford Moore und William H. Stein”

Einleitung

Die Ergebnisse, die wir bei unseren Versuchen an zwei
Enzymen erhalten haben, sind typisch fiir viele Enzyme,
wie wir gleich zu Beginn dieses Vortrags betonen méochten.
Um die Vielzahl der Reaktionen von Proteinen in lebenden
Zellen zu verstehen, muB man die Molekiilarchitektur mog-
lichst vieler Proteine verschiedenen Ursprungs und ver-
schiedener Funktion kennen. Derartige Informationen
werden in Laboratorien iiberall in der Welt durch die
Erfahrung vieler Forscher zusammengetragen. Diese
Kenntnisse sind fiir den Fortschritt der medizinischen For-
schung von fundamentalem Wert; die diesjdhrigen Nobel-
Preise sowohl fiir Chemie (fiir Arbeiten iiber die Ribonu-
clease) als auch fiir Physiologie oder Medizin (fiir Arbeiten
iiber Antikérper) wurden fiir grundlegende Forschungen
iiber Chemie und Biologie von Proteinen vergeben.

Im Rahmen eines Ubersichtsartikels!!! hiclten wir es einmal
fiir sehr instruktiv, die Strukturformel der Ribonuclease
mit thren 1876 C-, H-, N-, O- und S-Atomen voll auszu-
schreiben. Eine Darstellung des gesamten Molekiils mit
allen Atomen der Amino-, Carboxy-, Hydroxy- und Guani-
dogruppen, Imidazolringe, phenolischen Gruppen, Indol-
ringe, aromatischen, aliphatischen und Thio4ther-Seiten-
ketten, Thiolgruppen und Disulfidbriicken hilft mit, die
so gut wie unbegrenzte Zahl der Moglichkeiten, wie sich
solche Gruppen anordnen lassen, zu veranschaulichen.

[*] Prof. Dr. S. Moore und Prof. Dr. H. Stein
The Rockefeller University
New York, N. Y. 10021 (USA)
Kombinierter Text der Nobel-Vortrige von Prol. Dr. §. Moore
und Prof. Dr. H. Stein

[**] Copyright © The Nobel Foundation 1973. — Wir danken der Nobel-
Stiftung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum Druck dieser Ubersetzung.
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Diese Eigenart der Proteine macht es der Natur moglich,
Katalysatoren fiir sehr viele spezifische Reaktionen zu ent-
werfen. Es gibt kein Gesetz, welches besagt, daB eine
Nucleinsdure oder ein Polysaccharid kein Enzym sein
konnte, aber man kann verstehen, daB sich die bisher
isolierten Enzyme als Proteine erwiesen; ein Protein ist,
manchmat durch das Zusammenwirken mit Coenzymen,
dafiir ausgeriistet, am gesamten Katalog der organischen
Reaktionen teilzunehmen, die in der lebenden Zelle der
Katalyse bediirfen.

Reinigung der Ribonuclease

Der erste Schritt bei der Untersuchung der Struktur der
Ribonuclease war natiirlich ihre Reinigung. Ribonuclease
wurde zuerst 1920 von Jones'?) beschrieben, der zeigte,
dafl im Rinderpankreas ein relativ hitzestabiles Enzym
vorkommt, welches Hefe-Nucleinsdure hydrolysieren
konnte. Dubos und Thompson'3! gelang etwa 18 Jahre spiter
eine partielle Reinigung des Enzyms, 1940 beschrieb Ku-
nitz!* die Isolierung von kristalliner Rinderpankreas-Ribo-
nuclease, die durch fraktionierende Fiéllung mit Ammo-
niumsulfat gewonnen worden war, Um nach Maéglichkeit
sicher zu sein, daB wir die Strukturuntersuchungen mit
einer einzigen Molekiilspezies begannen, nutzten wir die
Trennfdhigkeit der Ionenaustauschchromatographie aus
(Abb. 1). Wihrend Werner Hirs in unserem Laboratorium
die chromatographische Reinigung der Ribonuclease auf
dem Polymethacrylsdure-Harz Amberlite IRC 50 erprob-
tel>-€l, befaBten sich Paléus und Neilands!” in Stockholm
mit der Reinigung von Cytochrom c auf demselben Austau-
scher. Die beiden Proteine waren die ersten derartig groBen
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Molekiile, die auf diese Weise gereinigt wurden. Die beste
Reinigung der Ribonuclease (Abb. 2) erzielt man heute!®
mit einem in Uppsala erfundenen Austauscher, einem quer-
vernetzten Sulfodthyldextran, das nach Poraths und Flo-
dins'®! Versuchen iiber die Gelfiltration und Sobers und
Petersons!'® Empfehlungen iiber die Vorteile einer Koh-
lenhydratmatrix fir den Austauscher entwickelt wurde.
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Abb. 1. Chromatographic von kristalliner Rinderpankreas-Ribonuclease
(Kurve A)auf dem Polymethacrylsiure-Harz Amberlite IRC-50. Elutions-
mittel 0.2 M Natriumphosphat-Puffer, pH =6.45. Kurve B wurde bei
Rechromatographie des Materials von A erhalten (aus [5]).

A o8 l-8

[ar]

N
=~
T

2%}

i
16
h |
l : 02 08 \
SN 25 N B 1 W ) W
0 0 20 3 0 100 200 3000 0 60 90
Etvat [ml] —

06

y—

DLF

o
(=)
T

—— e,
R ]

J—
.

Ninhydrin-Farbwert
[Leucin-Aquiv.mm Konz ]
>
T

=
=

Abb. 2. Verhalten von Ribonuclease, dic auf Amberlite IRC-50 gereinigt
worden war, auf Amberlite IRC-50(A), Sephadex G-75 (B) und Sulfoithyl-
Sephadex (C) bei pH=6.5 (aus [8]).

Als wir Pankreasextrakte ohne vorherige Fraktionierung
analysierten, beobachteten wir'®! bei der Ionenaustausch-
chromatographie zwei Maxima mit enzymatischer Akti-
vitdt; dasselbe Ergebnis erzielten auch Martin und
Porter'! ! durch Verteilungschromatographie. Fiir die er-
sten Strukturuntersuchungen wurde die Hauptkomponen-
te, Ribonuclease A, ausgewihlt. (Bei spiteren, unabhingi-
gen Versuchen isolierten Plummer und Hirs!'?: 131 Ribonu-
clease B in reiner Form aus dem Pankreas und zeigten,
daB sie die gleiche Zusammensetzung wie Ribonuclease
A hat, mit Ausnahme einer Kohlenhydrat-Seitenkette an
einem Asparaginrest.

Aminosiiureanalyse

Der zweite Schritt bei der Strukturuntersuchung der Ribo-
nuclease A war die Bestimmung der empirischen Formel
des chromatographisch reinen Proteins in Form der Ami-
nosiurezusammensetzung. Ende der dreifiger Jahre fingen
wir an, die groBe Bedeutung der quantitativen Aminosiu-
reanalyse zu erkennen; wir genossen damals den besonde-
ren Vorzug, als junge Doktoren unsere Lehrzeit bei Max
Bergmann zu beginnent!*!. 1945 war es moglich, im Zuge
der Wiedergeburt der Chromatographie, die Martin und
Synge!'3~ 17 Anfang der vierziger Jahre bewirkt hatten,
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das Problem erneut anzugehen. 1949 konnten wir cine
quantitative photometrische Ninhydrinbestimmungsme-
thode! '8}, die Elution von Aminosiuren aus Stirkesdulen
durch Alkohol-Wasser-Gemische! - 2T und das Auffangen
des Eluats in einem automatischen Fraktionensammler!?"!
kombinieren. Indem wir drei derartige Chromatogramme
anfertigten, in denen alle sich iiberlappenden Teile aufge-
trennt waren, lieB sich ein Proteinhydrolysat in ungefihr
zwei Wochen analysieren. Anfang der fiinfziger Jahre wurde
der Vorgang durch Uberwechseln zur Ionenaustauschchro-
matographie auf sulfonierten Polystyrol-Harzen bis auf
eine Woche beschleunigt (Abb. 3)122-231 1958 wurde der
Vorgang in Zusammenarbeit mit Darrel Spackmant?S-20)
bis zu selbsttitig registrierten Kurven automatisiert (Abb.
4 und 5); die Geschwindigkeit wurde auBlerdem bis auf
einen Lauf pro Nacht gesteigert. Kiirzere Sdulen und hohe-
re Durchflulgeschwindigkeiten!?” erlaubten dann eine
Analysenzeit von ungeféihr sechs Stunden. Die Arbeit vieler
Hochschul- und Industrielaboratorien hat dazu beigetra-
gen, den Vorgang noch einfacher und noch schneller zu
machen. Einige Forscher entwickelten in den letzten Jahren
¢in Zweistunden-System (vgl.!28]), weiterhin wurde das
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Abb. 3. Die Aminostiuren eines Sdurehydrolysats von Ribonuclease A.
Die Aminosturen wurden in einem fiinf Tage dauernden Lauf [23] auf
einer Siule (150 x 0.9 cm) des sulfonierten Polystyrol-Harzes Dowex 50-X4
getrennt (aus [24]).
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Ninhydrin-Reagens verbessert!?°l. In den siebziger Jahren
haben eine Anzahl von industriell entwickelten Analysato-
ren mit verstiirkter Automation die Zeit fiir eine vollstindi-
ge Analyse aufl ungefihr eine Stunde herabgesetzt und
die Empfindlichkeit bis in den Nanomol-Bereich gesteigert.
Der Erfahrungsaustausch zwischen Hochschulwissen-
schaftlern, Geriitekonstrukteuren und Herstellern von Io-
nenaustauschern hat eine wichtige Rolle fiir den Fortschritt
der biomedizinischen Forschung dieses Gebietes gespielt.

3

temperatur ein fluoreszierendes Reaktionsprodukt, das be-
reits in extrem niedrigen Konzentrationen nachgewiesen
werden kann. Es ist auch durchaus noch moglich, dafl die
Gaschromatographie von Aminosiurederivaten voll be-
friedigende Resultate liefern wird.

Die Genauigkeit und Empfindlichkeit der gegenwiirtig an-
"gewendeten Verfahren fiir die Aminosiureanalyse sind
kiirzlich zusammenfassend behandelt worden!33l. Die
Grundlagenforschung iiber die quantitative Aminosdu-
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Abb. 5. Chromatographische Analyse eines Aminosduregemisches, wihrend 22h mit dem in Abb. 4

gezeigten Geriit automatisch registriert (aus [26]).

Auch 1972 gibt es Entwicklungen, die die Aminosiureana-
lyse noch weiter in den Ultramikrobereich vorantreiben
und ihre Dauer verkiirzen werden. Dazu gehort die Einfiih-
rung eines Ninhydrin-Analogen durch Udenfiriend und
seine Kollegen!3®~3?; diese Verbindung liefett bei Raum-
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reanalyse hat auch Verfahren zur Isolierung von Amino-
siuren in prdparativem MaBstab!®*3%] zur Bestim-
mung von D- und L-Aminosduren!3®-37, zur Analyse von
Nahrungsmittelhydrolysaten!®®-*%1 und zur Bestimmung
freier Aminosiuren in Blutplasma!#%, Harn!*!! und Siuge-

Angew. Chem. { 85, Jahrg. 1973 / Nr. 24



tiergeweben*?! geliefert, Gebiete, die den Umfang dieses

Vortrags sprengen wiirden. Besondere Entdeckungen, die
aus derartigen Untersuchungen resultierten, sind z.B. die
Auffindung von 3-Methylhistidin!**! und Tyrosin-O-sul-
fatl*#! in menschlichem Harn, Acetylasparaginsiure im
Gehirn!*! und Cystathionin im menschlichen Gehirni*®!
durch Harris Tallan.

Struktur der Ribonuclease

Die empirische Formel der Rinderpankreas-Ribonuclease
{Tabelle 1), bestimmt mit Hilfe der chromatographischen
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Methoden, die wihrend der Strukturuntersuchungen ange-
wandt wurden, erwies sich als die eines Molekiils aus
124 Aminosdureresten. Aus dem bekannten Mechanismus
der Proteinbiosynthese und der Angreifbarkeit von Peptid-
bindungen durch enzymatische Hydrolyse geht hervor, da3
alle Reste mit sehr grofler Sicherheit die L-Konfiguration
besitzen. Das berechnete Molekulargewicht betrédgt 13683,
Aufgrund unserer Erfahrungen mit der Aminosdurechro-
matographie versuchten wir, Siulenmethoden zu entwik-
keln, die imstande waren, die bei der enzymatischen Hydro-
lyse von perameisensiure-oxidierter Ribonuclease gebilde-
ten Peptide aufzutrennen(*”!, Abbildung 6 zeigt ein solches
Chromatogramm aus den Versuchen von Werner Hirs,
der der erste frisch promovierte Mitarbeiter war, der sich
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Abb. 6. Chromatographische Trennung der Peptide eines tryptischen Hydrolysats von oxidierter Ribonuclease A

(aus [47]).

Tabelle 1. Aminosidurezusammensetzung der Ribonuclease A [47].

Aminosiure Anzahl der Reste
pro Molekiil
(Molekulargewicht
13683)

Asparaginsdure 15

Glutaminsiure 12

Glycin 3

Alanin 12

Valin 9

Leucin 2

Isoleucin 3

Serin 15

Threonin 10

Halbeystin 8

Methionin 4

Prolin 4

Phenylalanin 3

Tyrosin 6

Histidin 4

Lysin 10

Arginin 4

Summe der Reste 124

Amid-NIT, 17
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unserem Laboratorium anschloB. Fiinfzehn junge Mitar-
beiter begannen nach ihrem Examen aul dem Gebiet zu
arbeiten, iiber das in diesem Vortrag berichtet wird. Wenn
wir ihre Beitriige erwihnen, bedeutet das zugleich, dafl
wir ihre Ideen, ihre harte Arbeit und den Enthusiasmus
anerkennen, der die produktive Forschung erleichtert; je-
der dieser Biochemiker hat Teil an der Anerkennung fiir
die hier vorgetragenen Ergebnisse; wir werden sténdig
von den Ideen dieser selbstindigen und fahigen Mitarbeiter
angeregt.

Werner Hirs erhielt hundertprozentige Ausbeuten an Pepti-
den, die durch tryptische Hydrolyse vollstandig in Freiheit
gesetzt wurden, und zwar durch Gradientenclution von
Dowex 50-X2. Die Aufklidrung der Sequenzen von Amino-
sdureresten in den Peptiden und das einem Kreuzwortritsel
dhnlichc Anordnen der Peptide folgte in vielem den Grund-
sdtzen, die Sanger!#®) bei seiner bahnbrechenden Bestim-
mung der Insulinstruktur aufgestellt hatte. Mit dem groBe-
ren Molekiil aus 124 Aminosiureresten jedoch waren quan-
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titative Methoden bei der Interpretation der Ergebnisse
besonders wertvoll. Als chemische Schliisselmethode bei
Untersuchungen von Molekiilen dieser Grofle erwies sich
die sequentielle Abbaumethode, die Per Edman!**! mit
Phenylisothiocyanat als Reagens entwickelt hatte. Statt
jedoch die resultierenden Phenylthiohydantoine zu bestim-
men, haben wir aligemein eine subtraktive Methode ange-
wendet, bei der wir den Aminosdureanalysator benutzt
haben, um zu erfahren, welche Aminosiure bei jedem
Schritt entfernt worden war.

5 § 7 8 9 10 " 12 13

ratorium aus Experimenten iiber die Alkylierung von Lysin
bei pH=8.5'"! und fuBend auf unabhingigen Versuchen
von Hirs et al!®?! zur Dinitrophenylierung, da3 die
e-Aminogruppe von Lysin-41 wahrscheinlich 7-10A vom
Imidazolring von Histidin-12 und etwas weiter entfernt von
Histidin-119 ist.

Das chemische Herantasten liefert jedoch nicht geniigend
Informationen, um ein adiquates Modell eines Enzyms
in seiner Gesamtheit aufzubauen. Die groBen Fortschritte
bei der Rontgen-Kristallographie, bei der Perutz!®*! und
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Abb. 7. Sequenz der Aminosiurereste in Rinderpankreas-Ribonuclease A (aus [54], auf [50 57] basierend).

Die Formel der Ribonuclease (Abb. 7), die weitgehend
von Werner Hirs'3% %' Darrel Spackman*# und Derek
Smyth!33 34 entwickelt wurde, die aber auch in wichtigen
Punkten auf den Ergebnissen einiger Schliisselexperimente
von Christian B. Anfinsen und seinen Mitarbeitern(3°~37}
in Bethesda beruht, wird hier mit den iiblichen Abkiirzun-
gen geschrieben. Ribonuclease war das erste Enzym, flir
das die Sequenz angegeben werden konnte; die Bestim-
mung seiner Struktur geht unmittelbar auf den Erfolg
Sangers beim Hormon Insulin zuriick.

Das Aufschreiben einer derartigen zweidimensionalen For-
mel ist nur der erste Schritt. Linderstrom-Lang'*®! bezeich-
nete solch eine Sequenz als Primérstruktur des Proteins.
Die Katalyse lauft jedoch in drei Dimensionen ab; an
ihr ist beteiligt, was Lang Sekundér- und Tertidrstruktur
der Kettc nannte.

Als Chemiker konnten wir durch Derivatisierungsversuche
einige Voraussetzungen iiber Reste machen, die wegen der
Faltung beieinander lagen und das aktive Zentrum der
Ribonuclease bildeten. Aufgrund von Gerd Gundlachs Ar-
beiten iiber die Inaktivierung von Ribonuclease durch Alky-
lierung mit Jodacetat™®®! und Arthur Crestfields Beweis der
reziproken Alkylierung von zwei essentiellen Histidinresten
durch Jodacetat bei pH =5.5°% schlossen wir, dal sich
die Imidazolringe von Histidin-119 und -12 im aktiven
Zentrum befinden und ungefihr 5A voneinander entfernt
sind. Weiterhin schloB Robert Heinrikson in unserem Labo-
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Kendrew!®4! bahnbrechende Arbeit leisteten, haben in die-
ser Hinsicht ein vollig neues Kapitel aufgeschlagen, wobei
allerdings die Kenntnis der Sequenz, mindestens eines be-
triachtlichen Teils, beim gegenwirtigen Stand der Technik
eine Voraussetzung fiir die Losung des Problems ist. Wir
warteten mit groBer Spannung auf die Ergebnisse der R6nt-
gen-Strukturanalyse von Ribonuclease-Kristallen, die 1967
in Arbeiten von Kartha, Bello und Harker!'®3! {iber Ribo-
nuclease A sowie von Wyckhoff und Richards und ihren
Mitarbeitern!®®! {iber Ribonuclease S erschienen. Bei der
S-Form des Enzyms!®”-°®) die voll aktiv ist, wurde die
Kette in erster Linie zwischen dem 20. und 21. Rest durch
kontrollierte Proteolyse mit Subtilisin gespalten.

Diec Uberpriifung des Modells zeigt, da8 die ungefihre
Lage der Imidazolringe von Histidin-12 und -119 sowie
der e-Aminogruppe von Lysin-41 mit den chemischen Vor-
aussagen iibereinstimmt. Das Substrat fiir Ribonuclease
(Abb, 8) ist Ribonucleinsiure, welche, wie Experimente
aus den Laboratorien von Todd, von Cohn und von Mark-
ham (besprochen in'®®)) ergaben, an der 5'-Phosphatester-
bindung nach einem pyrimidin-enthaltenden Nucleotid ge-
spalten wird und durch Transphosphorylierung das 2’,3'-
Cyclophosphat ergibt, das im zweiten Schritt zum 3'-Ester
hydrolysiert wird. Die Réntgen-Strukturanalyse zeigt, da3
das Substrat in eine Mulde auf der Oberflache des Proteins
hineinpaflt, wobei sich der Phosphatteil nahe den beiden
Imidazolringen der Histidine-12 und -119 befindet und
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der Pyrimidinring sich in eine hydrophobe Tasche einpaBt,
die in der Nithe des aromatischen Ringes von Phenylalanin-
120 liegt.

sowie Scoffone et al. (besprochen in!”®) haben derartige
Versuche zur kiinstlichen Variation des Aminoendes vom
Richardsschen S-Peptid ausgefiihrt. Wir haben mit Merri-
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Abb. 8. Wirkung der Ribonuclease auf Ribonucleinsiure (s. Zusammenfassung in [69]).

Ausgehend von diesem Bild des aktiven Zentrums (zusam-
mengefaBt in'”%) werden derzeit in einer Anzahl von
Laboratorien chemische und physikalische Versuche unter-
nommen, um den katalytischen Vorgang so genau wie
moglich zu beschreiben. Hauptrollen beim push-pull-
Mechanismus, der die Transphosphorylierung oder Hydro-
lyse der Phosphatesterbindung bewirkt, spielen cin geladc-
ner und ein ungeladener Imidazolring.

Diese neuerlichen Experimente leiten dber zum dritten
Kapitel der Ribonuclease-Historie, zur chemischen Synthe-
se, die durch die vielen Fortschritte der Synthescmethoden
fiir Peptide in jiingster Zeit ermoglicht worden ist. Die
Synthese eines Praparates mit 70% der Aktivitiit nativer
Ribonuclease war eine groBartige Leistung von Gutte und
MerrifieldU7- 72, Ein aktives Ribonuclease-S-Protein wur-
de von Hirschmann, Denkewalter und Mitarbeitern!”3! her-
gestellt. Die Ausbeuten dieser Synthesen hingen von einer
sehr wichtigen Eigenschaft der Disulfidbindungen der Ri-
bonuclease ab, die von Whitel’™ sowie Anfinsen et al.l’5!
untersucht wurde und, besonders im Hinblick auf ihre
spezielle biologische Bedeutung, von Anfinsen!’®! zusam-
menfassend dargestellt wurde. Die reduzierte Kette mit
acht Thiolgruppen faltet sich und gibt die fiir die aktive
Konformation des Enzyms richtigen Paarungen von Disul-
fidbindungen. Die intramolekularen Krifte, die solch eine
Faltung leiten, und die dhnlichen Krifte, die zur spezifi-
schen Zusammenlagerung der Ketten eines Proteins mit
mehreren Untereinheiten, wie etwa Hamoglobin, beitragen,
werden weiterhin untersucht.

Die Moglichkeit, Ribonuclease oder groBere Teile davon
zu synthetisieren, er6ffnet neue Wege fiir die Identifizierung
von Resten, die fiir die Aktivitiit wesentlich sind, und zwar
durch Herstellung von Analogen der Ribonuclease mit
Substituenten an spezifischen Positionen. Hofinann et al.

Angew. Chem. / 85. Jahrg. 1973 / Nr. 24

field und seinen Mitarbeitern in der im folgenden dargeleg-
ten jlingsten Versuchsrethe zusammengearbeitet, in der
die Anwendung einer Art chemischer Chirurgie am Carb-
oxyende des Molekiils und der Nutzen synthetischen Aus-
tauschs veranschaulicht wird.

Wie konnen wir priifen, ob die Nidhe des aromatischen
Ringes von Phenylalanin-120 zum Pyrimidinring des Sub-
strats zu spezifischen Wechsclwirkungen zwischen beiden
sechsglicdrigen Ringen in einer Weise fiihrt, die fir die
Bindung des Substrats an das Enzym wichtig ist? Michael
Lin konnte in unserem Laboratorium dic letzien sechs
Reste der Ribonuclease, unter ihnen Phenylalanin-120 und
Histidin-119, enzymatisch (mit Pepsin nach Anfinsen!””!
plus Carboxypeptidase A) abschneiden. Das resultierende
Molekiill?®! ist vollig inaktiv und bindet kein Substrat.
Gleichzeitig hatten Gutte und Merrifield das 14-Reste-L-
Peptid von Glutaminsiure-111 bis Valin-124 synthetisiert.
Wenn man dieses synthetische Fragment mit dem Molekiil
mischt, dem die Reste 119-124 fehlen, wird das zugegebene
Peptid adsorbiert, und die Aktivitdt des nativen Proteins
wird zu 90 % wiederhergestellt!’®!. Das fehlende Histidin
fiir das aktive Zentrum wird auf diese Weise wieder zuge-
fiilhrt; andere Reste im Peptid adsorbieren sich an den
Proteinkern derart, daB die Bindungsstelle und das kataly-
tische Zentrum zuriickgebildet werden. Im Prinzip ent-
spricht dieses Resultat den fritheren Versuchen von Ri-
chards und Vithayathil'®®) iiber die Abspaltung und Ad-
sorption des S-Peptids am Aminoende.

Wenn statt Phenylalanin in Stellung 120 Leucin oder Tso-
leucin in das synthetische Peptid eingefiihrt werden, hat
die Kombination von Peptid und Protein nur 10% der
Aktivitdt der Ribonuclease, bindet aber das Substrat ge-
nauso gut wie das native Enzym!®°\. Wir schlicBen daraus,
daB der aromatische Ring nicht wesentlich fiir die Bindung
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des Pyrimidinringes oder fiir die Aktivitit ist. Die niedrige
Aktivitdt des leucin- oder isoleucin-substituierten Peptids
zeigt jedoch, daB der aromatische Ring des Phenylalanins
in die hydrophobe Tasche genauer hineinpaBt als die ali-
phatischen Scitenketten und wahrscheinlich dazu dient,
das Histidin-119 exakter in das empfindliche Gleichgewicht
mit Histidin-12 zu orienticren, das dem aktiven Zentrum
seine volle katalytische Aktivitét gibt.

Man kann auch auf andere Weise untersuchen, welche
Reste ohne Verlust der Aktivitit variiert werden konnen;
sie besteht darin, die Unterschiede der Pankreas-Ribonu-
cleasen verschiedener Tierspezies zu untersuchen, wie
man es fir dic Enzyme von Schaf®!) Ratte!®?! und
Schwein!®* 841 getan hat.

Desoxyribonuclease

Weiterhin kann man, um zu erkennen, warum Ribonucle-
ase so spezifisch fiir ihr spezielles Substrat ist, Enzyme
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Abb. 9. Chromatographie von Rinderpankreas-Desoxyribonuclease, her-
gestellt durch Ammoniumsulfatfillung [89], auf Phosphocellulose bei
pH =4.7 mit einem Natriumacetatpuller steigender Molaritit (aus [92]).

10

untersuchen, die ihnliche Substrate hydrolysieren. In den
letzten Jahren haben wir unsere Aufmerksamkeit auf Pan-
kreas-Desoxyribonuclease gerichtet. Dicses Enzym, das un-
gefahr doppelt so groB wie Ribonuclease ist, hydrolysiert
DNA in Gegenwart von zweiwertigen Kationen, wic etwa
Mn2", und gibt 5'-Mononucleotide sowie groBere Bruch-
stiicke!®*). Die Desoxyribonuclease erregte erstmalig Auf-
merksamkeit durch die klassischen Untersuchungen von
Avery, McLeod und McCarty'®%-87), die zeigten, daf sich
das transformierende Prinzip von Pneurmococcus durch die
Wirkung des Enzyms zerstoren lieB. Aufl McCartys!®®
Versuche iiber die Reinigung des Enzyms aus Pankreas
folgten die von Kunitz!®*%1 und von Lindberg'®®\. Unsere
Arbeiten begannen, als Paul Price als Doktorand die chro-
matographische Reinigung von Desoxyribonuclease in An-
griff nahm. Seine ersten Versuche zeigten, daB das Enzym
in Abwesenheit von zweiwertigen Metall-Ionen extrem
empfindlich gegeniiber Proteolyse ist. Der Erfolg der Reini-
gung hing daher davon ab, ob Metall-Ionen wie etwa
Ca?* anwesend waren oder ob Diisopropylfluorophos-
phat, das die Pankreasproteasen inaktiviert, zugesetzt wur-
de. Es gelang ihm, Desoxyribonuclease-Priparate auf Sul-
fodthyl-Sephadex!® ! in zwei aktive Komponenten zu zerle-
gen; spiter erzielte Hans Salnikow mit Phosphocellulose
noch bessere Trennungen (Abb. 9)/°2. Es gibt drei aktive
Hauptkomponenten: Desoxyribonuclease A ist ein Glyko-
protein, Desoxyribonuclease B ein Sialoglykoprotein, und
Desoxyribonuclease C ist der Desoxyribonuclease A dhn-
lich, besitzt aber einen Prolin- statt cines Histidinrestes.
Diese drei Desoxyribonucleasen sind auch im Pankreassaft
eines einzigen Tieres vorhanden.

Die Bestimmung der chemischen Struktur der Desoxyribo-
nuclease A wurde von Hans Salnikow!°3! begonnen und
in diesem Jahr von Ta-hsiy Liaol®# abgeschlossen. Als

('3arb. 20

Leu-Lys-1lle-Ala~Ala-Phe—Asn—-Tle—Arg—Thr—Phe-Gly—Glu—Thr-Lys—Met-Ser—Asn—Ala-Thr-Leu-Ala-Ser-Tyr—-

30

40

Ile-Val-Arg-Arg-Tyr—Asp-Ile-Val-Leu-Ile-Glu-Gln-Val-Arg-Asp-Ser—His-Leu—Val-Ala-Val-Gly-Lys—Leu—

50 60

70

Leu-Asp—Tyr-lLeu-Asn-Gln-Asp—Asp-Pro-Asn—Thr-Tyr-His-Tyr-Val-Val-Ser—-Glu-Pro-Leu-Gly—Arg—Asn-Ser—

80

90

Tyr-Lys—-Glu-Arg—Tyr-lL.eu-Phe-Leu-Phe-Arg-Pro-Asn-Lys-Val-Ser—Val~Leu-Asp~Thr-Tyr-Gln-Tyr-Asp—Asp—

100

110 120

Gly—Cys—Glu-Ser—-Cys—Gly—Asn—-Asp—-Ser-Phe-Ser-Arg-Glu—Pro-Ala-Val-Val-Lys—-Phe-Ser—Ser-His—-Ser—Thr—
| I — |

130

140

Lys—~Val-Lys—Glu-Phe-Ala-Ile-Val-Ala-Leu-His-Ser—Ala—Pro-Ser-Asp—-Ala-Val-Ala-Glu-lle-Asn-Ser—Leu-—

150

160

Tyr—-Asp-Val-Tyr-Leu-Asp-Val-Gln-Gln-Lys—Trp-His-Leu-Asn-Asp-Val-Met-Leu-Met—Gly-Asp—Phe-Asn—-Ala~

170 180

190

Asp—Cys-Ser-Tyr-Val-Thr-Ser-Ser—-Gln—Trp-Ser-Ser-lle-Arg-Leu-Arg-Thr-Ser-Ser-Thr-Phe—Gln- -Trp-Leu—

200

210

Ile-Pro-Asp-Ser—Ala—Asp-Thr-Thr-Ala—Thr-Ser-Thr-Asn-Cys—Ala-Tyr-Asp-Arg-lle-Val-Val-Ala-Gly-Ser—

220

230 240

Leu-Leu Gln-Ser-Ser- Val-Val-Gly-Pro-Ser—-Ala—-Ala-Pro—Phe—Asp- Phe~CGln-Ala~-Ala—Tyr-Gly-Leu-Ser-Asn—

250

257

Glu-Met-Ala-Leu Ala- Ile—Ser- Asp-His—-Tyr—-Pro—Val-Glu—Val-Thr-Leu—Thr

Abb. 10. Sequenz der Aminosdurereste in Rinderpankreas-Desoxyribonuclease A (aus [93, 94]). Carb. = Kohlenhydrat-Seitenkette.
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Arbeitshypothese fiir die Struktur des Molekiils (Abb. 10)
nehmen wir eine einzige Kette von 257 Resten und zwei
Disulfidbriicken an. Die Anordnung der tryptischen und
der chymotryptischen Peptide in der reduzierten und carb-
oxymethylierten Kette und die Paarung der Halbcystinre-
ste im nativen Enzym wurde durch die Spaltung des Mole-
kiils an den vier Methioninresten durch Bromcyan nach
der Methode von Gross und Witkop'®3! sehr erleichtert.
Aminosiureanalysen im Nanomol-Bereich ermdglichten
Sequenzbestimmungen an kleinen Mengen von Peptiden,
die durch Chromatographie oder Papierelektrophorese iso-
liert waren.

Einige der besonderen Struktureigenschaften lassen sich
anhand von Abbildung 11 diskutieren. Die Kohlenhydrat-
Seitenkette, dic zwei N-Acetylglucosamin- und zwei bis
sechs Mannoserestel®!+92 96 enthilt und die, wie Brian
Catley zeigte, iiber eine Aspartamidohexosaminbindung
an eine Sequenz von -Ser-Asn-Ala-Thr-[?¢! angeheftet ist,
findet man an nur einer Stelle der Kette, ndmlich an Rest
18. Tony Hugli untersuchte die Nitrierung von Desoxyribo-
nuclease!®” mit Tetranitromethan!®®; das Enzym wird
durch Modifikation eines einzigen Tyrosinrestes inakti-
viert, der sich als Rest 62 erweist. Paul Price entdeckte,
daB die Inaktivierung von Desoxyribonuclease durch Jod-
acetat in Gegenwart von Cu?-lonen und Tris-Puffer®®’
von einer Carboxymethylierung eines Histidinrestes beglei-
tet ist; aus der Sequenz eines 3-Carboxymethylhistidin
enthaltenden Peptids und der des Proteins findet man,
daf der essentielle Imidazolring im Rest 131 vorliegt. Des-
oxyribonuclease C!°%! ist das Ergebnis einer Mutation, die
bewirkt, daBl ein Histidin- durch einen Prolinrest ersetzt
wird, ohne daf} sich dabei die Aktivitit dndert, Hans
Salnikow und Dagmar Murphy!'®® haben gezeigt, daB die-
ser Wechsel in Position 118 eintritt. Dieser Histidinrest in
der Desoxyribonuclease A ist also nicht essentiell fiir die
enzymatische Aktivitat.

oo
Ley Asn
S D
Tyr
< 62
55\ —
8 w0 HistProl
his —/118

( 206
Thr
7

Abb. 1 1. Darstellung der Besonderhceiten von Desoxyribonucleasc A (94]
und der Substitution von Histidin durch Prolin in Desoxyribonuclease
C [100]. Carb. = Kohlenhydrat-Scitenkette,

Die beiden Disulfidbriicken der Desoxyribonuclease A be-
sitzen einige ungewohnliche Eigenschaften. Paul Price zeig-
te,daB beide Bindungen auch ohne denaturierende Agentien
in Abwesenheit von Calcium-Ionen sehr leicht durch Thiole
reduziert werden k6nnen, wobeli ein inaktives Produkt ent-
steht. Bei Anwesenheit von Calcium-lonen ist eine Bindung
stabil, die andere wird reduziert!'®!), das Produkt ist aktiv.
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Ta-hsiu Liao hat die nicht essentielle Disulfidbriicke identi-
fiziert: Es ist diejenige, die die kleine Schicife zwischen
den Resten 98 und 10194 bildet. Offnet man die groBere
Schleife, die von den Halbcystinen 170 und 206 gebildet
wird, geht die Aktivitdt verloren.

Falls sich eine Rontgen-Strukturanalyse der kristallinen
Desoxyribonuclease A durchfiihren 148t, wird der nichste
Schritt die Korrelation der durch chemische Versuche er-
haltenen Ergebnisse mit der dreidimensionalen Struktur
des Enzyms sein.

Schlufl

Im Laufe der Untersuchungen von Enzymen mit unter-
schiedlichen Funktionen hatten wir die Freude, mit Kenji
Takahashi zusammenzuarbeiten, mit dem wir eine Carb-
oxygruppe von Glutaminsiure als Teil des aktiven Zen-
trums der Ribonuclease T, identifizierten!!°2). Die essentiel-
le Thiolgruppe und der Histidinrest von Streptococcus-
Proteinase wurden in Zusammenarbeit mit Stuart Elliott
und Teh-yung Liu'?3- 14, die Veresterung der Carboxy-
gruppen im aktiven Zentrum von Pepsin zusammen mit
T. G. Rajagopalan'*® untersucht.

Der Biochemiker braucht eine Fiille von grundlegenden
Kenntnissen iiber verschiedene Enzyme, bevor er die kata-
lytische Aktivitiit in allen Einzelheiten érkliren kann. Die
Enzymchemie hat heute einen Entwicklungsstand erreicht,
der dem der organischen Chemie zu Anfang dieses Jahrhun-
derts dhnelt. Damals bemiihte man sich sehr, die Eigen-
schaften der Unzahl kleiner organischer Verbindungen,
die Mensch und Natur ersinnen kénnen, festzuhalten. Heu-
te ist auf dem Gebiet der Polypeptide die Liste der bekann-
ten Strukturen relativ klein. Die zuerst untersuchten Enzy-
me sind diejenigen, die man in Gramm-Mengen gewinnen
kann, z. B. Ribonuclease, Trypsin, Lysozym, Carboxypepti-
dase, Subtilisin. Die Erfahrung bei der Bestimmung solcher
Strukturen fithrt zur Entwicklung von Ultramikrometho-
den, die den Bereich der Strukturuntersuchungen bis zu
Gewebsenzymen, die in nur sehr kleinen Mengen vorhan-
den sind, erweitern werden.

Wenn man die Struktur sehr vieler Enzyme kennt, werden
sich die Konstruktionsprinzipien erkennen lassen, nach
denen die Natur Katalysatoren fiir gegebene Zwecke auf-
baut; und derartige Forschungen iiber Proteine werden
sich in der Praxis auszahlen. Diese Moglichkeit kann am
Beispiel cines aktuellen Forschungsprojektes veranschau-
licht werden. Dieses Projekt entwickelte sich folgenderma-
Ben: Bei der Untersuchung der Bedeutung der dreidimen-
sionalen Konfiguration fiir die Aktivitidt der Ribonuclease
16ste George Stark das Enzym bei 40°C in 8M Harn-
stofft195), Bei einem dieser Experimente war die Ribonu-
clease inaktiv, nachdem der Harnstoff durch Dialyse ent-
fernt worden war; ¢s stellte sich heraus, daB Spuren von
Cyanat in der Harnstofflosung die e-Aminogruppen des
Enzyms carbamyliert hatten. Die Chemie dieser Reaktion
fiihrt uns zu Wohlers''?7! Beobachtung aus dem Jahre 1828
iiber die Beziehung zwischen Ammoniumcyanat und Harn-
stoff zuriick. 1970 begannen Anthony Cerami und James
Manning!'©8), zwei junge Forscher an der Rockefeller Uni-
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versily, auf vollig eigene Initiative zu untersuchen, ob Spu-
ren von Cyanat in Harnstoff bei dem schon vorher be-
obachteten giinstigen EinfluB von Harnstoff gegen die
Sichelbildung von Erythrocyten bei Patienten mit Himo-
globin S eine Rolle spielen konnten. Sie entdeckten, dafi es
solch einen Effekt von Cyanat auf menschliche Erythrocy-
ten tatsichlich gibt, und daB er von einer Carbamylierung
der a-Aminogruppe der Valinreste an den a- und f-Ketten
von Himoglobin S begleitet ist. Die Erkenntnis, da@ eine
relativ einfache chemische Modifikation von Himoglobin
S die normale Funktion des fehlerhaften Molekiils anna-
hernd wiederherstellen kann, eréffnet die Moglichkeit, daB
ein genetischer Defekt des Menschen durch Derivat‘isierung
eines Proteins geheilt werden kann, ohne daB das Gen
gedndert werden muf3.

Diese Ergebnisse bieten ein Beispiel dafiir, wie in der
Grundlagenforschung ein Befund zu einem anderen fiihrt
und schlielich den Menschen Nutzen bringt. Wenn wir
die Biochemie 1972 betrachten, ist es wichtig, sich klarzu-
machen, wie liickenhaft unsere Kenntnis der molekularen
Basis des Lebens noch ist. Uber sehr wenige Makromolckii-
le kann man in solcher Ausfiihrlichkeit diskutieren wie
iiber Ribonuclease oder- Himoglobin. Die Kenntnis der
Zusammenhinge zwischen Struktur und Funktion ist je-
doch die Grundlage fiir ein rationales Erkennen des verwik-
kelten Zusammenwirkens in lebenden Systemen.
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Antikorperstruktur und molekulare Immunologie (Nobel-Vortrag)[**]

Von Gerald M. Edelman(’]

Einige Wissenschaften sind wegen ihrer Allgemeingiiltig-
keit interessant, andere wegen ihrer Fahigkeit, Voraus-
sagen zu treffen. Die Immunologie dagegen ist besonders
fesselnd, weil sie ungewohnliche Ideen hervorbringt,
von denen einige in anderen Wissensgebieten kaum ge-
funden worden wiren. In der Tat glauben viele Immunolo-
gen, daB die Immunologie deswegen auf andere Zweige
von Biologie und Medizin einen groBen EinfluB haben wird.
Bei einer so ehrenvollen Gelegenheit wie dieser fijhle ich
mich auch dadurch bevorzugt, daB ich iiber einige grund-
legende Ideen der Immunologie und besonders iiber ihre Be-
ziehung zur Struktur der Antikorper sprechen darf.

[*] Prof. Dr. G. M. Edelman
The Rockefeller University
New York, N. Y. 10021 (USA)

[**] Copyright © The Nobel Foundation 1973. - Wir danken der Nobel-
Stiftung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum Druck dieser Ubersetzung.
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Die Arbeit iiber die Struktur der Antikérper hat die Immu-
nologie in Zhnlicher Weise mit der Molekularbiologie ver-
biindet wie die fritheren Untersuchungen an Hapten-Anti-
genen die Immunologie mit der Chemie verkniipften. Diese
Strukturuntersuchungen kann man als wesentliches Pro-
jekt der molekularen Immunologie ansehen, deren Aufgabe
es ist, die Eigenschaften des Immunsystems anhand seiner
molekularen Struktur zu erkldren. In diesem Vortrag
maochte ich einige der Folgerungen aus der Strukturanalyse
von Antikorpern diskutieren. Statt das Thema erschopfend
zu behandeln, was schon weitgehend getan worden ist!? =4,
werde ich einige Gedanken hervorheben, die sich aus den
Ergebnissen der Strukturanalyse entwickelt haben. Im Zu-
sammenhang damit mdchte ich dann das verwandte, aber
weniger gut erforschte Thema der Oberflichen-Antik 6rper
von Lymphoidzellen erdrtern und einige neuere Experi-
mente beschreiben, die meine Kollegen und ich zum Ver-
stdndnis der molekularen Mechanismen, durch welche die
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