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157. Untersuchungen iiber Getreideschleimstoffe
VI. Abbau eines Glycoproteins mit proteolytischen Enzymen?)
von W, Kiindig und N, Neukom
(9. V. 63)

Friihere Versuche an den wasserldslichen Schleimstoffen des Weizenmehls haben
gezeigt, dass sich diese durch Chromatographie an Diithylaminodthyl-Cellulose
(DEAE-Cellulose) in ein reines Arabinoxylan (Hauptfraktion) und 4 Glycoprotein-
fraktionen zerlegen liessen?). Die Schleimstoffe des Weizenmehls bilden bei Zugabe
von Spuren eines Oxydationsmittels bekanntlich ein Gel3). Es konnte gezeigt werden,
dass an dieser Gelierung nur die Glycoproteinfraktion-2 beteiligt ist. Uber die Reak-
tionen, die sich bei dieser oxydativen Gelierung abspielen, konnten noch keine genauen
Angaben gemacht werden, es erscheint lediglich wahrscheinlich, dass daran Poly-
phenole beteiligt sind?%). Im folgenden sollen einige weitere Versuche beschrieben wer-
den, die zur Ermittlung der Struktur des Glycoproteins-2 unternommen worden sind.

Zunichst wurde die Einwirkung von reinen proteolytischen Enzymen auf dieses
Glycoprotein untersucht. Nach Einwirkung von kristallinem Chymotrypsin und Ab-
trennung der nichtabgebauten Polysaccharide (durch Alkoholfillung) konnten zwei
freie Aminosiuren, Tryptophan und Tyrosin, papierchromatographisch nachgewiesen
werden ®). Das Chymotrypsinhydrolysat wurde an Dowex 50 (H) chromatographiert.
Mit 0,01 NaH,PO, wurde eine kohlehydrat- und ninhydrinpositive Substanz eluiert,
in welcher sich nach der Hydrolyse nur Galaktose und Arabinose (keine Xylose) als
Kohlehydratkomponenten nachweisen liessen. Tyrosin wurde mit 0,2M und Trypto-
phan mit 0,3M Phosphatpuiffer eluiert. Mit der letzteren Puiferkonzentration liess
sich zusdtzlich eine noch nicht identifizierte ninhydrinpositive, wohl auch nicht weiter
spaltbare Substanz eluieren. Neben diesen 3 monomeren Abbauprodukten wurde eine
Reihe von Oligopeptiden festgestellt, die nicht ndher untersucht wurden. Da Chymo-
trypsin nur Peptidbindungen spaltet, an welchen aromatische Aminosduren beteiligt
sind %), sind wahrscheinlich das Tyrosin und das Tryptophan in den Peptidketten
N-endstdndig angeordnet. Die Bestimmung der N-endstindigen Aminosduren im
Glycoprotein-2 nach SANGER?) bestitigte diese Annahme. — Neben Tyrosin und
Tryptophan konnte nach dieser Methode diinnschichtchromatographisch®) auch
noch Alanin identifiziert werden.

Die Hydrolyse des Glycoproteins-2 mit Trypsin ergab #hnliche Resultate wie mit
Chymotrypsin, mit der Ausnahme, dass hier keine freien Aminosduren nachgewiesen
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werden konnten: es wurde auch hier eine alkohollsliche, ninhydrinpositive Kompo-
nente abgespalten, welche nach der Hydrolyse Galaktose und Arabinose ergab.

Schliesslich wurde das Glycoprotein-2 noch mit PRONASE-P, einer sehr aggressiven
Protease aus Streptomyces griseus?®), abgebaut. Im Atherextrakt des Hydrolysates
fand sich interessanterweise 3-Hydroxyanthranylsdure. Diese Substanz konnte aber
auch in den PronaseE-Hydrolysaten von anderen Proteinen (Serumalbumin und
Weizenkieber) nachgewiesen werden und stammt daher offenbar aus dem Enzym und
nicht aus dem Substrat. Wird ProNASE allein inkubiert, so entsteht merkwiirdiger-
weise keine 3-Hydroxyanthranylsiure, diese wird offenbar nur wahrend des Protein-
abbaus gebildet. Im Butanolextrakt des PRONASE-Abbaus liessen sich alle im Glyco-
protein-2 vorkommenden Aminosiuren?) durch zweidimensionale Diinnschicht-
chromatographie1?) nachweisen. Die Aufspaltung zu den Aminosiuren ist aber nicht
vollstindig, wie die nachtrigliche Hydrolyse mit Siure zeigte!!). Auch durch den
PronNasE-Abbau wird wieder ein dhnliches alkoholldsliches Glycopeptid abgespalten.

Die alkoholunlésliche Komponente — Polysaccharide —des PRONASE-Abbaus wurde
an einer DEAE-Cellulose-Kolonne (Boratform) chromatographiert. Alle Polysaccha-
ride wurden bereits mit Wasser eluiert, im Gegensatz zum intakten Glycoprotein-2,
welches sich erst mit 0,01m Na-Borat eluieren ldsst. Im Hydrolysat des mit Wasser
eluierten Polysaccharides liessen sich nur Xylose und Arabinose nachweisen.

Der Polysaccharidanteil des Glycoproteins-2 besteht bekanntlich aus Xylose,
Arabinose und Galaktose?). Da durch die Einwirkung der reinen proteolytischen
Enzyme immer ein Galaktose enthaltendes Glycopeptid von der Arabinoxylankette
abgespalten wird, muss angenommen werden, dass im Glycoprotein-2 zwei iiber eine
Peptidbriicke verbundene Kohlehydratanteile vorhanden sind.

Das UV.-Spektrum des Arabinoxylans, das durch ProNAsE-Abbau von Glyco-
protein-2 erhalten wird, zeigt immer noch das friiher beschriebene Maximum bei
320 my mit der Rotverschiebung in NaOH oder Na-Borat, wihrend das Proteinmaxi-
mum bei 275 mu erwartungsgemiss fast vollig verschwunden ist. Die Gruppierung,
die fiir die Absorption bei 320 myu verantwortlich ist (wahrscheinlich eine aromatische
Dihydroxyverbindung), wird also durch proteolytische Enzyme nicht abgespalten.
Es muss daher angenommen werden, dass diese Verbindung direkt an die Arabino-
xylankette des Glycoproteins-2 gebunden ist. Interessanterweise tritt nach Zugabe
von H,0, zum Arabinoxylan (aus Glycoprotein-2 durch ProNasSE-Abbau) keine Ver-
inderung des Maximums bei 320mu ein. Wird die Losung des Glycoproteins-2 dagegen
vor dem Abbau mit ProNASE mit H,O, geliert und dann mit PRoNASE behandelt, so
14sst sich im alkoholfdllbaren Arabinoxylan das erwdhnte Maximum nicht mehr nach-
weisen. Offenbar tritt die Oxydation primir an einer anderen Stelle ein, wobei dann
erst nachtriglich eine Kupplung mit der bei 320 myu absorbierenden Gruppierung ein-
tritt. — Dass die Polypeptidanteile des Glycoproteins-2 fiir die oxydative Gelierung
wesentlich sind und am Aufbau der Gelstruktur beteiligt sind, konnte durch die Ver-
fliissigung des Gels durch PRONASE gezeigt werden. Einwirkung von PRONASE vor der
Zugabe von Oxydationsmitteln verhindert entsprechend eine Gelierung.
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Experimentelles. — Die Isolierung des Glycoproteins-2 aus den Schleimstoffen des Weizen-
mehls durch priaparative Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Cellulose wurde bereits be-
schrieben?).

Abbau des Glycoproteins-2 mit Chymotrypsin und Trypsin: Eine Lésung von 200 mg Glyco-
protein-2 in 20 ml Wasser wurde mit 20 ml Borat-HCl-Puffer pH 7,8 [47,1% (v/v) 0,1n HCl+
52,9%, (vfv) 0,2M Na-Borat] und darauf mit 10 mg Chymotrypsin oder Trypsin (x-Chymotrypsin
und Trypsin krist., fiir analytische Zwecke, C. F. BSHRINGER & SOHNE, Mannheim, Deutschland)
versetzt. Zur Stabilisierung des Trypsins wurde 1M CaCl,-Losung bis zu einer Konzentration von
0,01M zugegeben®), Dann wurde die Losung 24 Std. bei 40° inkubiert. Zur Kontrolle der Auto-
lyse der Enzyme wurde die gleiche Reaktionsldsung ohne Glycoprotein mit je 20 mg Chymotrypsin
oder Trypsin inkubiert. Nach der Inkubation wurde mit dem 3-fachen Volumen Alkohol versetzt
und iiber Nacht im Kiihlschrank stehengelassen, um die nicht abgebauten Polysaccharide und
das Enzym auszuféllen. Nach Filtration durch eine G-4-Glasfilternutsche wurde das Filtrat im
Vakuum eingedampft und der Riickstand in Wasser oder 10-proz. Isopropanol aufgenommen.

Die papierchromatographische Untersuchung der Abbauprodukte des Chymotrypsin- und
Trypsinhydrolysates des Glycoproteins-2 erfolgte auf WuaTMAN Nr.1 Papier. Laufmittel:
a) »-Butanol-Eisessig-Wasser = 12:3:5; b) #-Butanol-Methylidthylketon-Ammoniak-Wasser =
5:3:1:1. Die Chromatogramme wurden mit 0,2-proz. Ninhydrin in Aceton, diazotierter Sulfanil-
sdure oder EHRLICH'S Reagens entwickelt. Im Chymotrypsinhydrolysat konnte neben Tyrosin
und Tryptophan ein weiterer, nicht identifizierter Fleck mit einem Rf-Wert von 0,82 (Laufmittel a)
festgestellt werden, der sich nur mit Ninhydrin anfiarbte.

Zur siulenchromatographischen Untersuchung wurde die wisserige Losung der Abbau-
produkte des Chymotrypsin- und Trypsinabbaus des Glycoproteins-2 auf eine Dowex-50-(H)-
Kolonne gegeben. Die Elution erfolgte stufenweise, mit Wasser, 0,01 NaH,PO,, 0,1m Na-Phos-
phat-Puffer pH 6, 0,2m Na-Phosphat-Puffer pH 7 und 0,3m Na,HPO,. In den Eluaten wurde die
Konzentration der Aminosauren und Peptide mit dem modifizierten Ninhydrintest nach Rosgn13),
die Konzentration der Kohlehydrate mit dem modifizierten Anthrontest nach BArLv™) bestimmt.

Abbau des Glycoproteins-2 mit PRoNASE-P. 200 mg des Glycoproteins-2 wurden in 20 ml
Wasser gelost und mit 20 ml 0,1 Na-Phosphat-Puffer pH 7,3 versetzt. Nach Zugabe von 10 mg
Pronase P, B-grade (CaLirorNIa Corp. BiocHEM. REs., Los Angeles, USA) wurde 24 Std. bei
40° inkubiert. Das ausgeflockte Enzym wurde abfiltriert, das pH des Filtrates auf 3 eingestellt
und die Losung 6 Std. im KUTSCHER-STEUDEL-Apparat mit peroxidfreiem Ather extrahiert. Im
Atherextrakt konnte papierchromatographisch 3-Hydroxyanthranylsiure nachgewiesen werden.
Nach der Atherextraktion wurde das pH der Losung auf 6 eingestellt, die Lésung zweimal mit
n-Butanol extrahiert und darauf mit dem 3-fachen Volumen Alkohol versetzt. Der n-Butanol-
extrakt wurde im Vakuum eingedampft und der Riickstand zur Bestimmung der Aminosiduren
mittels Diinnschichtchromatographie) in 10-proz. Isopropanol aufgenommen.

Die alkoholfillbaren Polysaccharide wurden durch Filtration durch eine G-4-Glasfilternutsche
von den alkoholléslichen Substanzen abgetrennt und auf der Nutsche wieder in Wasser gelost.
Diese Losung wurde 24 Std. gegen destilliertes Wasser dialysiert, im Vakuum etwas konzentriert
und darauf auf eine DEAE-Cellulose-Kolonne in Borat-Form gegeben?).

UV .-Absorptionsspekiren: In 0,5-proz. wisserigen Losungen in 1 cm Quarzkiivetten mit einem
Beckman DU Spektrophotometer aufgenommen.

Bestimmung der N-endstindigen Aminosduren: 10 ml einer 1-proz. Lésung des Glycoproteins-2
wurden mit 10 ml 4-proz. NaHCO, versetzt. Nach Zugabe von 0,5 ml Fluordinitrobenzol gelsst
in 5 ml Alkohol wurde die Reaktionslésung 2 Std.im Dunkeln geschiittelt. Nach dieser Umsetzung
wurde mit dem 4-fachen Volumen Alkohol versetzt und iiber Nacht im Kiihlschrank stehen-
gelassen. Das ausgeflockte Glycoprotein wurde darauf abzentrifugiert. Durch Hydrolyse (18 Std.
bei 85°) mit 28 HCl konnte der grdsste Teil der Polysaccharide abgebaut werden, wobei die
DNP-Derivate der Peptidanteile als unlésliches Sediment zuriickblieben. Dieses wurde von der
iiberstehenden Losung abgetrennt und in einem zugeschmolzenen Glasrohr mit 65 HCI 10 Std.
bei 135° hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde darauf 3-mal mit peroxidfreiem Ather extrahiert,
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nachher neutralisiert und 3-mal mit »#-Butanol extrahiert. Der Atherextrakt wurde darauf im
Vakuum zur Trockene eingedampft und der Riickstand zur Entfernung des Dinitrophenols 2-mal
sublimiert. Die DNP-Aminosduren wurden mittels Diinnschichtchromatographie nach BRENNER
et al.) bestimmt. Die als Testsubstanzen verwendeten DNP-Aminosiuren wurden nach SANGER?)
und der modifizierten Methode nach IsaErwooDp & CRUICKSHANK!) dargestellt.

Der Firma GEBRUDER BUHLER, Uzwil, danken wir fiir die grossziigige finanzielle Unter-
stiitzung dieser Arbeit.

SUMMARY

The principal glycoprotein fraction of the water soluble wheat flour pentosans
has been degraded by pure chymotrypsin, trypsin and ProNAsE. In all cases an
alcohol soluble glycopeptide containing galactose and arabinose {but no xylose) was
obtained in addition to an alcohol insoluble arabinoxylan fraction. Chymotrypsin also
produced free tyrosin and tryptophan which are thought to be N-terminal amino acid
residues. In the hydrolysate obtained with PRoNASE P all of the common amino acids
were found. It was noticed that during degradation of proteins by PRoNASE 3-hydroxy-

ilic acid is f . . . -
anthranilic acid is formed Agrikulturchemisches Institut der

Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich
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158. Uber den Einbau des Kohlenstoffs der Glucose in die Harnséure
bei Drosophila melanogaster
Vorlaufige Mitteilung
von O, Brenner-Holzach und F. Leuthardt
(20. V. 63)

Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die Pterinsynthese bei Drosophila
melanogaster haben wir den Einbau des aus Glucose stammenden Kohlenstoffs in die
Harnsiure untersucht. Wie schon frither mitgeteilt wurde?), erhilt man bei Verfiitte-
rung von in C1 und C6 markierter Glucose an Drosophila melanogaster mit der C6-
markierten Verbindung eine Harnsdure mit héherer spezifischer Aktivitit als mit der
Cl-markierten Glucose. Wir dusserten die Vermutung, dass das C6 der Glucose in
spezifischer Weise zur Harnsiduresynthese verwendet wird. Da dafiir in erster Linie
die C-Atome 2 und 8 in Frage kommen (C-Atome 4 und 5 stammen aus Glykokoll,
C6 aus CO,), muss das C6 der Glucose offenbar besonders leicht in aktiviertes Formiat
itbergehen. Darauf weisen auch unsere Versuche mit Pterinen hin?), bei denen sich mit
Glucose-[6-14C] im Isoxanthopterin eine unerwartet hohe spezifische Aktivitdt nach-
weisen liess, die sich wahrscheinlich zum gréssten Teil im C2 findet. Auch WEYGAND
et al.?) haben bei Verabreichung von Glucose-[6-11C] an Kohlweisslingspuppen beim
Leucopterin eine hohe Konzentration des Isotops im C2 gefunden.
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