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Uber die Bindungsart der Glutamylreste im
p-Aminobenzoylpolypeptid aus Hefe

Rarner und Mitarbeiter! haben aus Hefe ecin N-p-
Aminobenzoyl-polypeptid isoliert und auf Grund ana-
lytischer Belege festgestellt, dass die Peptidkette dieser
Verbindung aus 10-11 Glutaminsdureresten und einem
Rest einer nicht identifizierten Aminodicarbonsiure auf-
gebaut ist.

Wir haben jetzt die Bindungsart der Glutamylreste an
einem aus Hefc selbst isolicrten Priparat, das auf ana-
lvtischem Wege mit dem Ratnerschen Polypeptid identi-
fiziert werden konnte, aufzukliaren versucht, und zwar
mit Hilfe ciner papicrchromatographischen Moaodifi-
zicrung der Methode, die zur Konstitutionsermittlung
der nativen bp-Polyglutaminsidure diente?. Zu diesem
Zwecke wurde aus dem Polypeptid (25 mg) sein Methyl-
ester bereitet® (a), dieser in das Polyhydrazid iiber-
gefiihrt (b), das zuerst nach Curtius abgebaut (¢} und
danach der Sdurchydrolyse unterworfen wurde. Iis ist
zu crwarten, dass durch diesen Abbau aus a-Glutamyi-
resten (I) o, p-Diaminobuttersdure (11), aus y-Glutamyl-
resten (111} hingegen f-Formylpropionsidure (I'V) ent-
steht:
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Ein Teil des salzsauren Hydrolysats wurde nach Ent-
fernung der anorganischen Salze* und entsprechender

weiterer Vorbereitung papierchromatographisch auf
Aminosduren untersucht. (Abb. 1, L&sungsgemisch:
Butanol-Eisessig—Wasser; Entwicklung mit Ninhy-
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drin}. Derandere Teil des Hydrolysats wurde mit 2, 4-Di-
nitrophenylhvdrazin versctzt, dann mit Ather extrahiert,
der Abdampfriickstand der Atherlésung in absolutem
Alkohol gelost und der Papierchromatographie unter-
worfen {Abb. 2. - Loésungsgemisch: mit 39, wiisserigem
Ammoniak gesiittigtes Butanol).

»
’

Abb. 1. 1. Hydrolysat des abge-

bauten Polypeptids. 2.a,p-Dia-

minobuttersiure. 3. Glutamin-
siure,

Abb. 2. 1. Dinitro-Phenylbhydra-
zon aus dem abgebauten Poly-
peptid. 2. Synthetisches B-For-
mylpropionsiure-dinitrophenyl-
hydrazon. 3.1 -t 2.

Es ist aus den Chromatogrammen ersichtlich, dass im
Hydrolysat nur pg-Formylpropionsdure und eine Spur
von Glutaminsdure aufzufinden ist, jedoch keine
x, y-Diaminobuttersdure. Daraus kann man schliessen,
dass in Polypeptid nur y-Glutamylbindungen enthalten
sind. Das Erscheinen einer Spur von Glutaminsidure im
Hydrolysat diirfte nicht auf eine Verzweigung der
Peptidkette, sondern eher auf die unvollstindige Um-
setzung des Methylesters zum Polvhydrazid (das noch
einen Methoxvylgehalt von 0,69, aufwies) zuriickgefiihrt
werden.

Dass p-Glutamylbindungen fiir das Polypeptid kenn-
zeichnend sind, steht mit seinen Figenschaften in gutem
Einklang: es zeigt keine Biuretreaktion und ist im
Wasser sehr leicht loslich.

Aus enzymatischen Untersuchungen wurde bereits
darauf geschlossen, dass in der Peptidkette des p-Amino-
benzoyl-Polypeptids, CF-Konjugats und Vitamin-B,-
Konjugats eine weitgehende Ahnlichkeit der Konsti-
tution bestehen diirfte!. Eine Untersuchung dieser Na-
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turstoffe nach der hier angegebenen Methode wire nun
um so mehr angezeigt, da in der Pteroyl-Triglutamin-
sdure, die mit diesen Verbindungen in mancher Be-
zichung nahe verwandt ist, die y-Glutamylbindungen
durch Synthese bereits bewiesen wurden?.

Eine ausfithrliche Mitteilung erscheint in den Acta
Chim. Hung.

I. KaxperL und M. KanpnL

Organisch-Chemisches Institut der Universitdt Buda-

pest, den 6. Juli 1954.

Summary

The method used previously for determination of the
structure of native poly-p-glutamic acid was extended
in modified form (paper chromatography) to the p-
aminobenzoyl polypeptide of yeast. It was found that
this polypeptide is built up of y-glutamyl bonds.

L. H. Boorne und Mitarbeiter, A Soe. 70, 10G8 (1948); 71,
2301 (1949).

Uber die Bindungsart der amidierten Reste der
f-Aminodicarbonsfiuren in Eiweif3stoffen

s wird allgemein angenommen, dass in Eiweissen die
nicht-C-endstindigen Reste der a-Aminodicarbonsiuren
durch g-Peptidbindungen cingebaut sind, wihrend ihre
w-Carboxyl-Gruppen entweder frei oder amidiert vor-
liegen. Eine Untersuchung von Haurowitz und Bursal,
deren Ergebnisse von diesen Forschern als ein Beweis der
Anwesenheit sehr weniger y-Glutamylbindungen in
einigen Eiweissen betrachtet wurde, fand bisher an-
scheinend wenig Beachtung, denn es wird auch neuer-
dings betont?, dass ein Beweis von w-Peptidbindungen
noch nicht geliefert wurde,

Wir haben jetzt {iber die Bindungsart der amidierten
Reste der a-Aminodicarbonsduren in Gliadin und
Chymotrypsinogen Naheres zu erfahren versucht, und
zwar mit Hilfe der Methode, dic zur Konstitutions-
ermittlung der patiirlichen b-Polyglutaminsidurc® und
unlingst? auch der sogenannten Polyaspartsdure® mit
FErfolg herangezogen wurde. Es wurden die kristallisier-
ten EiweiBstoffe mit Natriumhypochloritlésung (Alkali-
tit: In; Menge: ber. auf dic Amidgruppen) zuerst bei
Raumtemperatur dem Hofmannschen Abbau unter-
worfen, dann nach Verbrauch des Hypochlorits mit
Salzsiure hydrolysiert. Geméiss der Reaktionsfolge
1 > II > III ist aus Asparaginyl- bzw. Glutaminyl-
resten (Ia bzw. Ib) die Entstehung von «, f-Diamino-
propionsdure (II1Ia) bzw. o, y-Diaminobuttersiure (I11b)
zu erwarten, wihrend Isoasparaginyl- bzw. Isogluta-
minylreste (IVa bzw. IVb) laut Reaktionsfolge IV >V
-> VI und Decarboxylicrung von VIa-Acetaldehyd bzw.
f-Formylpropionsidure (VIb) liefern sollten:
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Bei der Hydrolyse wurde zum Abfangen der fliichtigen
Aldehyde eine salzsaure Losung von 2, 4-Dinitrophenyl-
hydrazin verwendet, die man dann mit Ather extrahierte,
desgleichen auch das Hydrolysat, das vorher mit dem-
selben Reagens versetzt wurde. Der Riickstand der ab-
gedampften Atherldsungen wurde in absolutem Alkohol
oder Essigester geldst und dann papierchromatogra-
phisch untersucht ({LOsungsgemisch: mit 39%igem
wissrigen Ammoniak gesiittigtes #-Butanol). Das aus-
gedtherte salzsaure Hydrolysat wurde von den anorgani-
schen Salzen befreit!, dann die Diaminocarbonsduren
nach der Methode von Brock? abgesondert und papier-
chromatographisch untersucht.

Die Versuchsergebnissc sind in der Tabelle zusammen-
gefasst

Gesuchtes Abbauprodukt Gliadin Chymo-
trypsinogen
Acetaldehvd . . + f]
f-Formylpropionsiaurc + 0
| & B-Diaminopropionsiure . 4 +
o, p-Diaminobuttersiure . + +

Vor Auswertung der Versuchsbefunde muss beachtet
werden, dass Natriumhypochlorit freie a-Aminosduren
zu den néchst niedrigeren Aldehyden abbaut? und den-
selben Abbau dieses Reagens auch an N-endstdndigen
Aminosédureresten, jedoch nicht an Zwischengliedern der
Peptidkette, bewirken kann3?. Kontrollversuche zeigten,
dass nach dersclben alkalischen Einwirkung, denen das
Gliadin wahrend des Hofmannschen Abbaucs ausgesetzt
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