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RICHARD KUHN und DONALD EKONG 

n e r  ein Glykopeptid aus Kuh-Colostrum 

Aus dem Max-Planck-Institut fur Medizinische Forschung, Institut fur Chemie, Heidelberg 

(Eingegangen am 5. September 1962) 

Die Bausteinanalyse eines aus Kuh-Colostrum isolierten Glykopeptids ergab 
(in Molen pro Mol): 4 Galaktose, 4 Hexosamin, 4 Sialinsaure, 2 Alanin, 2 Valin, 
2 Isoleucin, 2 Serin, 4 Threonin, 3 Prolin, 2 Asparaginsaure, 3 Glutaminsaure 
und 1 Lysin. Vermuttich liegt ein Peptid aus 21 Aminosaureresten vor, wobei 
4 Carboxylgruppen der Monoaminodicarbonsiuren zur Bindung von je 1 Tri- 

saccharid-Rest (Hexosamin + Galaktose + Sialinsaure) dienen. 

Im Colostrum der Kuh finden sich, neben Albuminen und Globulinen, Glyko- 
proteine und Glykopeptide, die verhaltnismaBig reich an Sialinsaure sindl), aber 
noch nicht in einheitlicher Form gewonnen wurden. Aus der durch Essigsaure nicht 
fallbaren Fraktion - aber auch ohne Anwendung von Saure - konnten wir jetzt 
aus Kuh-Colostrum ein in der Ultrazentrifuge einheitlich sedimentierendes und im 
Elektropherogramm einheitliches Glykopeptid erhalten. Dieses unterscheidet sich 
von den in grol3erer Zahl bekannten Glykoproteinen durch seinen hohen Gehalt an 
Zuckern (Galaktose 15.2%, Hexosamin 14.2 %, Sialinsiiure 24.1 "/,> und entsprechend 
niedrigen Gehalt an Aminosauren (Peptidanteilz) 49.3 %). 

Das Glykopeptid ist ein farbloses hlver, leicht loslich in Wasser und in Formamid. 
Die von Kationen befreite waBrige Losung reagiert stark sauer. Der isoelektrische 
Punkt lie@ zwischen pH 2 und pH 3.6; im Papierelektropherogramm lauft die Sub- 
stanz anodisch noch bei pH 3.6 und kathodisch erst bei pH 2. Die Sedimentations- 
konstante wurde in waBriger Losung bestimmt zu Syi = 1.28 (& 0.09) [vgl. S20 = 3.1 1 
fur al-Saureglykoprotein des Menschenserums3) ; 9;: = 2.9 fur al-Saureglykoprotein 
des Rinderserums4)]. Das spricht dafiir, daB es sich um ein relativ niedermolekulares 
Produkt handelt. Dies wurde durch Viskositatsmessungen gestutzt. qreL einer 2-proz. 
Losung in Wasser bei 20" war 1.22. Das Molekulargewicht errechnet sich aus der 
Bausteinanalyse (s. unten) zu 4782. Das UV-Spektrum (Abbild. 1) zeigt keine Ab- 
sorption bei 280 my. Es fehlen also aromatische Gruppens). 
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4) H. E. SCHULTZE, I. GOLLNER, K. HEKIE, M. SCHONENBERGER und G. SCHWICK, Z. Natur- 
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Nach Hydrolyse mit 1 n HzSO4 bei 100' l iekn sich chromatographisch nur Galak- 
tose, Glucosamin und Galaktosamin als reduzierende Zucker nachweisen; die beiden 
Aminozucker in etwa gleichen Mengen. 
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Abbild. 1 
UV-Spektren in O.ln Phos- 

phat-Puffer, pH = 6.8: 
- x - x Glykopeptid aus 

Colostrum (40 mg- %) 
-0-0 Eialbumin 

(20 mg- %) 

260 300 
himpl- 

Quantitative Bestimmungen ergaben 4 Mol Galaktose, 4 Mol Hexosamin und 4 Mol 
Sialinsaure je Mol Glykopeptid (Tab. 1). 

Tab. 1 .  Bestimmung der Kohlenhydrat-Komponenten des Glykopeptids (N = 8.35 %) 

Baustein Methode % Mole/Mol 

Galaktose Anthron6) 15.2 4.23 
Hexosamin Ehrlich-Aldehyd 7) 14.2 3.96 
Sialinsaure Ehrlich-Aldehyd 8) 24.1 3.90 

Der Acetylgehalt des Glykopeptids (gef. CH3CO = 9.07%; mit Toluolsulfonsaure 
bestimmt) ist hoher als er sich fur 4 N-Acetyl-hexosamin + 4 N-Acetyl-neuramin- 
siiure berechnet (ber. CH3CO = 7.2 %). Vermutlich liegen die Sialinsaurereste teil- 
weise als 0-Acetyl-Verbindungen vor; vielleicht gingen 0-Acetyl-Gruppen bei der 
Isolierung verloren. Fur das Vorliegen von N-Glykolyl-Gruppen hat die chromato- 
graphische Untersiichung der enzymatisch und durch verd. Saure abgespalknen 
Sialinsaure keinen Anhaltspunkt gegeben. 

Die Bestimmung der Aminosauren (Tab. 2) verdanken wir Herrn Doz. Dr. G. BRAU- 
N E ~ R ,  Miinchen. 

6 )  J. ROE, J. biol. Chemistry 212, 335 [19551. 
7) N. F. BOAS, J. biol. Chemistry 204, 553 119531. 
8) I. WERNER und L. ODIN, Acta SOC. med. Upsaliensis [N. F.] 57,230 [1952]; C. 1953,6072. 
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Tab. 2. Bestimmung der Aminosauren im Glykopeptid 

Aminosaure Mole/Mol Aminosaure Mole/Mol 

Alanin 1.96 Prolin 2.87 
Valin 1.77 Asparaginsaure 1.95 
Isoleucin 1.89 Glutaminsaure 3.2 
Serin 2.19 Lysin 1.03 
Threonin 3.93 

Mit krist. Carboxypeptidaseg) lie13 sich aus dem Glykopeptid keine Aminosiiure 
abspalten. Danach scheint die C-terminale Aminosaure als Amid vorzuliegen oder 
an Zucker gebunden zu sein. Als N-terminale Aminosaure fand G.BRAUNITZER 
Glutaminsaure (1 Rest; bestimmt mit Phenylisothiocyanat 10)). Mit 2.4-Dinitro-fluor- 
benzol11) haben wir nur ~-[2.4-Dinitro-phenyl]-lysin erhalten, das nicht von einer 
endstandigen Aminosiiure stammt. 

Durch Neuraminidase (RDE) wird, ebenso wie durch 0.1 n HCI bei 80°, alle Sialin- 
saure leicht in Freiheit gesetzt (bestimmt mit Thiobarbitursaure). Bei Ungerer Ein- 
wirkung von O.ln HCI bei 80' tritt Galaktose auf. Das sialinsaurehaltige und das 
nach RDEEinwirkung sialinsaure-freie Glykopeptid reagieren nicht rnit Anilin- 
hydrogenphthalat. 

Von Trypsin und von a-Chymotrypsin wird das Glykopeptid nicht angegriffen. 
Anhaltspunkte hinsichtlich der Verknupfungsweise der Bausteine haben sich aus 

der Acetolyse und der Bestimmung der freien Sauregruppen ergeben. Nach verschie- 
den langen Acetolysen liekn sich (neben N-Acetyl-glucosamin, N-Acetyl-galaktosa- 
min, Galaktose und einern schnell wandernden Chromogen, das mit Ehrlich-Aldehyd 
schon in der Kalte Rotfiirbung gab) nur 3 Bruchstucke chromatographisch nach- 
weisen (Tab. 3). 

Tab. 3. Oligosaccharide, die bei der Acetolyse auftreten 

Spalt- RLaCtOSC Ehrlich-Reakt. Morgan- Thiobar- 
stuck in F-N *) direkt, warm Elson biturslure 

- I 0.70 ++ 
I1 1 .o ++ - 

- ++ 111 1.20 - 
*) F-N = FlscHm-NEsn-Gomisch [Pyridin/Eiscssig/Essigeslcr/Wasser (5: 1 :5: 3)l. 

Diese orientierenden Feststellungen sprechen dafiir, daB nur 2 Disaccharide auf- 
treten (I1 und III) und 1 Trisaccharid (I), dem die Struktur Sialindure < Galak- 
tose < Hexosamin < zukommen diirfte **). 

9 )  Nach H. FRAENKELCONRAT, J. 1. HARRIS und A. L. LEVY, Methods biochem. Analysis 2, 

10) Nach P. EDMAN, Acta chem. scand. 4, 277, 283 [1950]. 
11) Nach H. FRAENKEL-CONRAT, J. I. HARRIS und A. L. LEVY, Methods biochem. Analysis 2, 

**) Unter den angewandten Bedingungen der Chromatographie war nicht zu erwarten, daD 

359 [19551. 

359 [1955]. 

die glucosamin- und galaktosaminhaltigen Oligosaccharide getrennt werden. 
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Die Zahl der freien sauren Gruppen im Glykopeptid, bestimmt durch das Bindungs- 
vermogen fur Safraninlu, betragt 4 (Tab. 4). Nach der Bausteinanalyse hatte man 
jedoch 9 freie Carboxylgruppen erwarten konnen (3 Glutaminsiiure-, 2 Asparagin- 
saure- und 4 Sialinsaure-Reste). Dem N-Gehalt nach ist es unwahrscheinlich, daI3 
die 5 ,,fehlenden" Carboxylgruppen alle als Amid (-CONHz) vorliegen. Naherlie- 
gend ist die Vorstellung, daI3 4 der fehlenden Carboxylgruppen je 2 Glutaminsaure- 
und Asparaginsaure-Resten des Peptids entsprechen (die endstiindige Glutaminsaure 
kann als Glutamin vorliegen). Das bedeutet, daD die durch Acetolyse nachgewiesenen 
4 Trisaccharid-Einheiten bei esterartiger Bindung an 4 Carboxylgruppen der Mono- 
aminodicarbonsauren das Carboxyl-Defizit genau zu decken vermogen. Man kommt 
so zu etwa folgender Vorstellung uber den Bau des Glykopeptids (Sial = Sialinsaure, 
Gal = Galaktose, N-Ac-hex = N-Acetyl-hexosamin) : 

Sial Sial Sial Sial 
I I 

Gal Gal 
I I 

Gal G a1 
I I I I 

N-Ac-hex N-Ac-hex N-Ac-hex N-Ac-hex 
1 I I NH2-Glu. . . dlu . . . . Asp . . . . Glu . . . . Asp . . . . 

Es sei erwahnt, daI3 auch im Submaxillaris-Mucoidl3) und in Ovalbumin14) eine 
esterartige Bindung von Kohlenhydrat an Glutaminsaure- bzw. Asparaginsaure- 
Reste angenommen wird. 

Das reine Glykopeptid des Kuh-Colostrums fiihrt nicht zur Bildung von Anti- 
korpern. Wenn man die rohe ,,Glykoproteid-Fraktion" Kaninchen injiziert (je 2 ccm 
2-proz. Losung zweimal pro Woche, 4 Wochen lang ; Agar-Diffusions-Test 159, so 
erhalt man glykoproteid-prazipitierende Antisera, die jedoch mit dem reinen Glyko- 
peptid keine Flockung geben. Die immunchemische Reinheitsprufung ist empfindlich 
und wertvoll. 

M- bzw. N-Blutgruppenaktivitat16) zeigte das Glykopeptid nichtln. Es lien auch 
keine gonadotrope Aktivitat erkennen18). 

Dem DEUTSCHEN AKADEMiscHm AUSTAUSCHDIENST danken wir fur die Gewahrung eines 
Stipendiums. 

12) Nach H. FRAENKEL-CONRAT und M. COOPER, J. biol. Chemistry 154, 239 [1944]. 
13)  E. R. B. GRAHAM und A. GOTTSCHALK, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 38, 513 

[1960]; W. H. MURPHY und A. GOTTSCHALK, ebenda 52, 349 [1961]. 
14) F. R. JEVONS, Nature [London] 181, 1346 [1958]; P. JOHANSEN, R. D. MARSHALL und 

A. NEUBERGER, ebenda 181, 1345 [1958]; L. W. CUNNINGHAM, B. J. NUENKE und R. B. 
NUENKE, Biochim. biophysica Acta [Amsterda~n] 26, 660 [1957J. 

15)  8. OUCHTERLONY, Acta pathol. microbiol. scand. 25, 186 [1948]. 
16) G. F. SPRINGER und N. J. ANSELL, Proc. nat. Acad. Sci. USA 44, 182 [1958]; E. KLENK 

17) Herrn G. F. SPRINGER, Philadelphia, sind wir fur die Prufung verschiedener Fraktionen 

1s) Herrn Doz. Dr. K. WALTER, Medizin. Klinik der Univ. Heidelberg, sei fur die Priifung 

und G .  UHLENBRUCK, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 319, 151 [1960]. 

sehr dankbar. 

aufrichtig gedankt. 
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B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Isolierung des Glykopeptids: 101 frisches Colostrum wurden 1 Stde. in der Stock-Zentrifuge 
(3000 U/Min.) zentrifugiert. Man lieD uber Nacht bei 4" stehen und hob die Fettschicht ab. 
Zur mittleren, waBr. Schicht wurde unter Riihren Eisessig zugetropft, bis pH 4.6. Nach einigen 
Stdn. bei 4' zentrifugierte man vom ausgefallenen Casein ab. Die Uberstehende m u n g  wurde 
4 Tage gegen flieOendes Wasser dialysiert. Im Cellophan-Schlauch fie1 ein Niederschlag aus ; 
er wurde abzentrifugiert und verworfen. Die Lasung wurde dann auf 2 I eingeengt und auf 
0-4" gekiihlt. 1 I Aceton, auf -10' vorgekilhlt. wurde unter kraftigem Riihren zugetropft. 
Nach einem Tag bei 4" wurde abzentrifugiert. Der uberstehenden Lasung wurde noch 1 I 
vorgekuhltes Aceton unter Ruhren zugegeben. Nach einem Tag wurde die ,,Glykoproteid- 
Fraktion" in wenig Wasser gelbst und gefriergetrocknet. Ausb. 19.7 g *). 

10 g der ,,Glykoproteid-Fraktion" wurden mit 500 ccm dest. Wasser geschuttelt. Die ab- 
zentrifugierte Llisung wurde bei 0-5' nach und nach mit 180 g Ammoniumsulfat (2.73 m) 
unter Riihren versetzt. Nach 24 Stdn. bei 4" wurde die Fallung abgetrennt (Fallung A). Die 
Uberstehende Losung w d e  auf pH 4.9 gebracht (Fallung B). Die Lbsung wurde dann auf 
pH 3.6 gebracht (Flllung C). SchlieDlich wurde mit Ammoniumsulfat gesattigt (Fallung D). 
Der Sialinsauregehalt der vier Fraktionen wurde nach Dialyse gegen dest. Wasser und Gefrier- 
trocknung bestimmt: A (3.01 g) 2.06%, B (261 mg) 11.51%. C (427 mg) 8.28%, D (743 mg) 
15.68 %. 

Durch Wiederholung der (NH4)2S04-Fiillung wurde das Glykopeptid der Fraktion D 
weiter gereinigt. 

Zu einer I-proz. Losung des durch zweimalige Umfallung mit Ammoniumsulfat gewonne- 
nen Glykopeptids wurde das gleiche Volumen k h a n o l  gegeben. Nach einem Tag bei 0-4" 
wurde abzentrifugiert und der Lbsung eine 2 n Bariumacetat-Lbsung zugetropft bis sich kein 
Niederschlag mehr bildete. Nach 2 Tagen bei 4" wurde der Niederschlag abzentrifugiert 
und verworfen. Die Uberstehende Losung wurde dann mit dem 5fachen Vol. khan01 ver- 
setzt. Man lieB 2 Tage stehen. Die FIllung wurde in wenig Wasser aufgenommen und gegen 
dest. Wasser dialysiert. Der Schlauchinhalt wurde sodann eingeengt und gefriergetrocknet. 
Das so gewonnene Glykopeptid war im Papierpherogramm einheitlich (Anfarbung mit 
EHRLlcH-Reagenz, Ninhydrin und Perjodat/Benzidin). Es sedimentierte auch einheitlich in 
der Ultrazentrifuge. Die freie Saure wurde wie folgt dargestellt: Eine Lbsung des Sakes lieR 
man durch einen sauren Austauscher laufen (Amberlite IR 120, He-Form). Im Durchlauf 
befand sich das Glykopeptid als freie Saure. Die stark saure Lbsung wurde sofort eingefroren 
und gefriergetrocknet. 

Anmerkungen: DaD das Glykopeptid nicht erst durch Saureeinwirkung (bei der Casein-F11- 
lung) entsteht, sondern ein natives Produkt darstellt, ergibt sich daraus, daD man es auch 
erhllt, wenn entrahmtes Colostrum durch Zugabe von Aceton (1/2 Vol.) von Casein befreit 
und weiter wie oben aufgearbeitet wird. - Auch aus der ,,Glykoproteid-Fraktion" lieB sich 
das Glykopeptid ohne Anwendung saurer Bedingungen rein gewinnen. Eine I-proz. Lasung 
der Fraktion wurde mit Ammoniumsulfat halbgesattigt. Die FBllung wurde abzentrifugiert 
und die Uberstehende Lbsung dann mit Ammoniumsulfat geslttigt. Das Prbipitat enthielt 
das Glykopeptid neben anderen EiweiBkBrpern. Durch Umfallung rnit khan01 in Gegen- 
wart von Barium-Ionen (vgl. oben) erhielt man aus 13.6 g ,,Glykoproteid-Fraktion" auf 
diese Weise 333 mg Glykopeptid. Die nach den beiden Verfahren erhaltenen Produkte waren 
elektrophoretisch sowie in ihrer Zusammensetzung identisch. 

. 

*) Die Iiberstehende Losung gab mit weiteren 3 I Aceton noch 3.5 g FBllung (nicht n%her 
untersuchte, auch Mannose enthaltende Glykopeptide). 
Chemische Berichte Jahrg. 96 45 
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Die Elektrophorese wurde in der Hochspannungsapparatur von WIEUND und PFLEIDERER 
auf MACHEREY-NAGEL-Papier Nr. 21 3 a u s g e f ~ t .  Als Puffer wurden verwendet : 

pH 6.5 PyridinlEisessiglWasser (10 : 0.4 : 90) 
pH 3.6 Pyridin/Eisessig/Wasser (1 : 10: 89) 
pH 1.9 Eisessig/Ameisensaure/Wasser (15 : 5 : 80) 

Bei 1000--1500 Volt lieO man ca. 2 Stdn. laufen. Die Anfarbung erfolgte rnit Ninhydrin, 
EHRLIcH-Reagenz und rnit Perjodat/Benzidin. In allen drei Puffern envies sich das Glyko- 
peptid als einheitlich. 

Sedimentation: In der Ultrazentrifuge wurde eine 1-proz. wa5rige Losung des Glyko- 
peptids untersucht. Es sedimentierte einheitlich: S y t  = 1.28 f 0.09. 

Viskositat: Angewandt wurde ein OsTwALD-Viskometer. Die DurcMuO-Zeiten bei 20' 
betrugen: 88 Sek. (2-proz. Losung), 79 Sek. (I-proz. Lasung), 72 Sek. (dest. Wasser). 

Abspaltung der Sialinsaure: a) 1.07 mg Glykopeptid + 0.2 ccm ('/lo Ampulle) receptor 
destroying enzyme (Behring-Werke, Marburg) +0.5 ccm 0.1 n CaCI2 ad 5 ccm bei 37". - 
b) 1.07 mg Glykopeptid +0.5 ccm 1 n HCI ad 5 ccm bei 80". - In 1-ccm-Proben wurde die 
gebildete freie Sialinsuure mit Thiobarbiturslure 19) bestimmt. 

a) Enzymatische Hydrolyse 

Zeit Absorption Zeit Absorption 

b) Saure- Hydrolyse 
_. 

30 Min. 0.124 30 Min. 0.057 
60 Min. 0. I59 60 Min. 0.119 

180 Min. 0.162 150 Min. 0.183 
8 Stdn. 0.186 180 Min. 0.183 

Die Bestimmung der freien Sauregruppen 12) erfolgte rnit Safranin, extra G (SCHERING- 
KAHLBAUM, Berlin) bei pH 10. 

Tab. 4. Bindung von Safranin durch das Glykopeptid 

g Farbstoff Mole Farbstoff 
Farbstoff gebunden durch gebunden durch 
gebunden 4782 g 1 Mol Glykopeptid 

Glykopeptid Glykopeptid 

I .74 mg 0.565 mg 
0.500 

1.76 0.567 
0.565 
0.500 

1550 
1372 
1539 
1532 
1410 

4.36 
3.86 
4.3 
4.3 
3.97 

Acetolyse: 50 mg Glykopeptid, 50 ccm Eisessig, 50 ccm Acetanhjdrid und 4 ccm konz. 
Schwefelsaure wurden geschuttelt, bis alles geloist war (ca. 12 Stdn.). Nach 4 Tagen bei Raum- 
temperatur wurde die Hiilfte des Ansatzes auf etwa 100 g Eis gegossen. Nach einigen Stdn. 
extrahierte man mit Chloroform. Dabei gingen die acetylierten Zucker ins Chloroform, 
w&hrend die Aminosauren in der wSiOr. Phase blieben. Das Chloroform wurde mit NazS04 
getrocknet und verdampft. Dann wurde 6 Stdn. bei Raumtemperatur mit methanol. Ammo- 
niak entacetyliert 20). Das Methanol wurde eingedampft. Nach wiederholtem Abdarnpfen 
rnit Methanol chromatographierte man den Ruckstand auf Papier in FISCHER-NEBEL-Ge- 
misch. Die zweite Halfte des Ansatzes wurde nach 30 Tagen in gleicher Weise aufgearbeitet 
und papierchromatographiert. Die beiden Halften lieferten dasselbe Ergebnis (Tab. 3). 

19) L. WARREN, J. biol. Chemistry 234, 1971 [1959]. 
20) R. KUHN und W. KIRSCHENLOHR, Chcm. Ber. 87,384 [1954]. 




