G. LossE u. R. BorM, Versuche zur pribiologischen Entstehung von Polypeptiden 69

Modellversuche zur prdabiologischen Entstehung von Poly-
peptiden

Von G. LossE und R. Bé6am

Inhaltstibersicht

Im Hinblick auf die pridbiologische Bildung der Proteine wird die Polymerisation
der niederen «-Aminonitrile an Bleicherde untersucht sowie am Polyglycin eine Reihe von
einfachen Modellreaktionen zur Einfithrung von Aminosiureseitenketten in Polyglycin-
reste gepriift. Weiter wird die prinzipielle Moglichkeit von Umamidierungen zwischen Poly-
glycin und Aminosduren in einfachen Reaktionsmischungen unter Mitwirkung organischer
Sduren und Basen gezeigt.

Uber die pribiologische Bildung der biochemischen grundlegenden Ver-
bindunggsklassen Peptide, Saccharide und Nucleinsduren bestehen heute feste,
auch experimentell begriindete Vorstellungen1-¢).

Fiir Polypeptide nimmt Fox*%) als priméres Bildungsprinzip die ther-
mische Polykondensation der Monomeren unter Mitwirkung saurer und
basischer Aminosduren an. ScHrAMM?) zeigte, dafl als Kondensationsmittel
fir den statistischen Aufbau von Polypeptiden Polyphosphorsidureester
wirksam ist.

AxaBOR1®)®) fordert aus energetischen Griinden fiir die prébiologische
Bildung der Proteine eine Polymerisation der niederen «x-Aminonitrile,
speziell des Glycinnitrils und anschlieBende Alkylierungs- sowie Transpepti-
dierungsreaktionen der gebildeten Polyaminosduren. Durch Aufbau niederer
Glycinpeptide aus Aminoacetonitril an Kaolin konnte der experimentelle
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Beweis dieser Vorstellung erbracht und durch Umsetzung der Methylen-
gruppen solcher Glycinpeptide mit Formaldehyd und Acetaldehyd zu Seryl-
bzw. Threonylpeptiden die Moglichkeit zur nachtriaglichen Einfiihrung von
Aminosdureseitenketten gezeigt werden.

Aufbauend auf dieser Vorstellung und eigenen fritheren Versuchen??)
haben wir uns jetzt ausfithrlicher mit der Polymerisation verschiedener
x-Aminonitrile an anorganischen Trégern und im préparativen MaBstab be-
schaftigt. Dabei wurde versucht, weitere experimentelle Stiitzen fiir Seiten-
kettenbildung an Glycinpeptiden sowie fiir die Moglichkeit von Transpepti-
dierungsreaktionen unter pribiologischen Bedingungen zu erbringen.

A. Polymerisation von « -Aminoniirilen an Bleicherde

Zu den Polymerisationsversuchen haben wir Glycin-, Alanin-, Valin- und
Leuzinnitril im Mischungsverhéltnis Nitril- Bleicherde = 1:2 am Trager ad-
sorbiert, anschlieend 50 Stunden auf 80 °C (Glycinnitril 50 °C) erhitzt und
die primir gebildeten Polyamidine durch bstiindiges Behandeln mit Wasser
bei 50 °C in die Polyaminoséduren iibergefithrt. Tabelle 1 zeigt die erhaltenen
Ausbeuten an Polyaminoséuren sowie ihre nach der DNP-Methode bestimm-
ten Molgewichte. Wegen der Unldslichkeit des Polyglycing erfolgte seine
Molgewichtsbestimmung direkt am Triger. Um bei den anderen, wasserlos-
lichen Polyaminosduren zu vergleichbaren Resultaten zu gelangen, wurden
diese aus der wilBrigen Losung des Reaktionsansatzes wieder quantitativ
auf den Tréger niedergeschlagen und analog verfahren.

Tabelle 1
Bildung von Polyaminosduren aus a-Amino-
nitriten an Bleicherde

Aus Nitril gew. Ausbeute Peptid- i Mittleres
Polyaminoséure (% bez. | N-Gehalt des Molgewicht
auf Nitril) | Téagers (%)
Polyglycin 90 9,4 15500
Polyalanin 50—60 2,4 3500
Polyvalin 5 2,2 400
Polyleuzin 5 2,3 550

Die Versuchsreihe zeigt hinsichtlich der Polymerisationstdhigkeit eine
deutliche Bevorzugung des Glycinnitrils, welches nach AxaBori®)®) die
Schliisselverbindung fiir die urzeitliche Bildung der Peptide und Proteine
darstellt. Demgegeniiber betragen die mittleren Polymerisationsgrade von
Valinnitril und Leuzinnitril nur etwa 3—6. Das Papierchromatogramm dieser

10) G. LossE u. K. ANDERS, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 823, 111 (1961).
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Polyaminosiuren weist in Ubereinstimmung hiermit 5 bzw. 4 ninhydrin-
positive Komponenten auf, unter denen jeweils das Monomere und Dipeptid
identifiziert wurde.

B. Modellversuche zur Seitenkettenbildung
Hydroxyaminosiuren

Fiir die Umsetzungen zu Hydroxyaminosdure-Seitenketten setzten wir
ein nach AKABORI®) aus dem N-Carboxyanhydrid hergestelltes und an Bleich-
erde adsorbiertes Polyglycin, dessen Molgewichtsbestimmung am Trager
den Wert 3500 lieferte (NCA-Polyglycin) wie auch das aus Glycinnitril in
Gegenwart von Bleicherde gebildete Polymere (Nitril-Polyglycin, Tab. 1)
ein. Tabelle 2 zeigt die aus jeweils 1 g des mit Polyverbindung beladenen
Trigers und 30proz. Formalinlosung bzw. 20proz. wiBriger Acetaldehydls-
sung in Gegenwart von 1 m Mol Base bei 50 Stunden und 70 °C resultieren-
den, durch quantitative Papierchromatographie!) erhaltenen Ergebnisse.

Tabelle 2
Serin-bzw. Threoninbildungaus P olyglycin
|
Serin/Glycin Molverhéltnis Threonin/Glycin
Base in NCA/Polyglycin Serin/Glycin in NCA-Polyglycin
TEY in Nitril-Polyglycin ovey

Tridthylamin — — -
Dicyandiamid 0,17 — -
Dicyandiamid

10 mMol 0,32 — —
NaHCO, 0,03 — -
K,CO, 0,20 0,23 | 0,03
Ca0 0,18 0,16 —
NaOH 0,15 - 7 —

Ohne Basenzusatz oder bei Einsatz von trigerfreiem Polyglycin konnte
keine Bildung der Hydroxyaminosiuren nachgewiesen werden.

Die Zeitabhingigkeit der Serinausbeute am NCA-Polyglycin mit 1 mMol
CaO unter sonst gleichen Standardbedingungen weist Tabelle 3 aus.

Tabelle 3

Zeitabhangigkeit der Serinausbeunte

Daver(Stdn) | 2 | 6 | 12 | 48 | 96
Serin/Glycin 0,04 0,07 0,11 0,18 0,22
(Molverhiltnis)

1) C. BarsIrort, Mikrochemica Acta (Wien) 1965, 652.
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Cystein und Cystin

Fir die mogliche Umwandlung von Serylresten in Cysteinreste unter
préabiologischen Bedingungen durch Mitwirkung von SH—-Ionen existieren bis
jetzt keine sicheren préiparativen Beweise!~®). In diesbeziiglichen Vorver-
suchen haben wir zunéichst DL-Serin bzw. DL-Serinanhydrid 24 Stunden
in gesittigter Na,S-Lisung auf 100 °C erhitzt und konnten hierbei Anteile
von 0,03—0,049%, an Cystein nachweisen. Die quantitative Bestimmung
des Cysteins neben viel Serin erfolgte nach Entfernung anderer Schwefel-
verbindungen polarographisch?) direkt in den Reaktionslésungen bzw. ihren
Hydrolysaten. Analoge Versuche mit DL-Serin bzw. DL-Serinanhydrid
unter Zusatz der doppelten Menge K,CO, oder Na,S in geschmolzenem
Schwefel zeigten beziiglich des Temperatur- und Zeiteinflusses der Cystein-
bildung die in Tab 4 verzeichneten Ergebnisse.

Tabelle 4
Cysteinbildung aus Serin mit Sulfid

Dauer (Min) | | 5 | 10 | =20 30 60
) | [
125° I 0,04 |
Ausheute an 150° i 016 | 030 | 060 | 091 1,98
Cystein 200° | i 1,90 |

Ohne Zusitze oder mit solchen, die in der Schwefelsdure keine Sulfid-
ionen liefern, entsteht kein Cystein. Zur Ubertragung dieser Ergebnisse auf
die Polyverbindung haben wir 1 g mit NCA-Polyglycin beladener Bleicherde
unter verschiedenen Bedingungen mit Formalinldsung und tiberschiissigem
Natriumsulfid umgesetzt. Die halbquantitative Bestimmung des Cysteins
in den stark gefarbten Hydrolysaten ergab im Bereich von 50 Stunden und
Temperaturen von 80°C einen in Cysteinreste umgewandelten Anteil von
etwa 0,59, der Glycinreste. Daneben waren gréBere Anteile Serin nachweis-
bar.

Homologe des Glycins

Zur Demonstration einer mdglichen Bildung von Seitenketten alipha-
tischer Aminosduren durch Alkylierung von Glycin-CH,-Gruppen mit Ole-
finen dienten uns als Grundlage Versuche von Erap13). In Abidnderung die-
ser Arbeitsweise versuchten wir jedoch weigehend einfache, den urzeitlichen
Verhéltnissen nahekommenden Bedingungen einzuhalten. Dazu wurden die
in Tab. b wiedergegebenen Verbindungen in 0,1—0,5 g-Ansétzen in Wasser/

12) M. BrezixA u. P. ZumaX, Die Polarographie in der Medizin, Biochemie und Phar-
matie, Akad. Verlagsges. Leipzig 1956.

13) D. ErAD u. J. SiNNREICH, Chem. Commun. 1965, S. 471; Chem. and Ind. 1966,
1180.
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Alkohol 1:1 mit iiberschiissigem Isobutylen 48 Stunden auf 125 °C in Gegen-
wart von 1 cm® H,0, bzw. 50 mg Dibenzoylperoxid erhitzt.

Zum Nachweis des entstandenen Leuzins wurde mit 6n HCl hydroly-
siert sowie mach papierchromatographischer Trennung und Entwicklung
der Aminodsuren spektralphotometrisch ausgewertet. Ohne Katalysator war
keine Reaktion zu beobachten.

Tabelle 5
Leuzinbildung aus Glycinderivaten mit
Isobutylen
Eingesetztes Ausbeute
Glycginderivat Katalysator an Leuzin
Glycin Peroxid 0,5%
Glycinanhydrid Peroxid 2,09,
Glycinanhydrid H,0, (3proz.) 4,5%
Glycinanhydrid H,0, (30proz.) 8,19,
NCA-Polyglycin Peroxid 1,39%
(tragerfrei)
NCA-Polyglycin H,0, (80proz.) 8,0%
(tragerfrei) I

C. Transpeptidierungen

Nach der Theorie von AxaBOR1%)?) werden unter priabiologischen Bedin-
gungen durch Reaktionen am Polyglycin zunéchst verschiedenartige Poly-
aminosduren gebildet, die dann durch Transpeptidierungsreaktionen in
peptidartige Stoffe itlbergehen kdnnen. Um den Nachweis fiir unter primiti-
ven Bedingungen mogliche Umamidierungen zu erbringen, wurde von uns
aus dem N-Carboxyanhydrid gewonnenes wasserunlosliches Polyglycin ohne
Triager mit verschiedenen Aminosduren im dquimolaren Verhaltnis in di-
rekter Mischung oder mit diesen als Suspension in verschiedenen hochsieden-
den, inerten, sauren oer basischen Losungsmitteln umgesetzt. Die quanti-
tative Bestimmung der Einbaurate an Fremdaminosdure in Polyglycin er-

Tabelle 6
Einbau von Aminosduren in
Polyglycin (Mischung)

Einbaurate

Aminosiiure (% bez. auf

Polyglycin)
DIL.-Alanin 11,5
DL-Aminobutters. 12,5
DL-Valin 8,56
DlL-Leuzin 9,0
DL-Isoleuzin 10,5
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folge nach vollstindiger extraktiver Entfernung nicht chemisch gebundener
Anteile der Aminoséure aus der Polyverbindung und anschlieBender Total-
hydrolyse.

Tab. 6 zeigt die Ergebnisse bei 24 Stunden und 180°C in direkter Mi-
schung, Tab. 7 die bei 6 Stunden und 180 °C in verschiedenen hochsiedenden
Losungsmitteln.

Tabelle 7

Einbau von Alanin in Poly-
glvein (Suspension)

Einbaurate

. . an Alanin

Losungsmittel (% bez. auf

Polyglycin)
Glykol 3,5
Dekalin 3,8
Chinolin 4,4
m-Kresol 5,1

Aus Tab. 8 geht hervor, daB hierbei bereits schwache Sauren katalytisch
wirksam sind. Es wurden 0,1 g NCA-Polyglycin und 0,1 g Alanin in Deka-
lin 6 Stunden in Gegenwart von 1 mMol Carbonséure auf 180 °C erhitzt.

Tabelle 8
EinfluBl von Sduren auf den
Einbau des Alaninsin Poly-

glycin
Einbaurate
Katalvsator an Alanin
atalysa (% bez. auf
Polyglycin)
ohne 3,8
Bernsteinsiure 4,8
Oxalsidure 5,7

Die Versuche zeigen prinzipiell, daB die nach der Vorstellung von Axa-
BORI gebildeten Polyaminosiduren nicht nur durch gegenseitige Transpep-
tidierung, sondern auch durch zusétzlichen Einbau monomerer Aminoséu-
ren in peptidartige Stoffe iibergehen konnen. Fiir monomere Aminosduren
konnten zahlreiche primére Entstehungsmoglichkeiten experimentell be-
wiesen werden—¢). Es ist anzunehmen, daB sich die prébiologische Bildung
der Peptide und Proteine nicht nur auf einem einzigen der eingangs er-
wihnten Wege, sondern durch Ineinandergreifen einer grofleren Anzahl von
primaren Aufbaureaktionen vollzogen hat.
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Beschreibung der Versuche
1. Polymerisation der x-Aminonitrile

14 g handelsiiblicher, mit HCl ausgekochter, dann neutralgewaschener und bei 100°C
getrockneter Bleicherde werden mit 7 g x-Aminonitril vermischt, so daB das Nitril véllig
adsorbiert ist und im geschlossenen Rohr 50 Stunden auf 80°C (Glycinnitril auf 50°C)
erhitzt.

Zur Uberfithrung des gebildeten Polyamidins in die Polyaminosiure wird mit 150 cm3
Wasser 5 Stunden auf 50°C erhitzt. Durch Eindampfen der wifrigen Suspension im
Vakuum wird der gebildete Ammoniak quantitativ vertrieben und alle peptidartigen
Bestandteile quantitativ auf den Triger zuriickiberfiithrt. Die Molgewichtsbestimmungen
der Polyaminosiure erfolgten direkt am Triger.

2. Herstellung von Polyglycin und Polyalanin iiber die N-Carboxyanhydride
(NCA-Polyaminosduren)

Glycin-N-carboxyanhydridi4) und DL-Alanin-N-carboxyanhydrid!s) werden nach
1. ¢.14) in die Polyaminosiure iibergefithrt. Uber das N-Carboxyanhydrid gewonnenes und
an Bleicherde adsorbiertes Polyglycin wurde nach 1. ¢.8) hergestellt.

3. Molekulargewichtshestimmungen

0,05 g Polyaminosiure oder 0,2 g Triger mit bekanntem, aus der Elementaranalyse
(s. Tab. 1) resultierenden Polyaminosiuregehalt werden mit 0,8 g 2, 4-Dinitrofluorbenzol
in 20 cm® Athanol und 20 cm3 40proz. wiBriger Natriumcarbonatlésung 6 Stunden bei
Raumtemperatur geschiittelt. Die alkalische Losung wird viermal mit 50 cm® Ather aus-
geschiittelt, der wiBrige Teil mit dem gleichen Volumen konz. HCl angeséuert und 6 Stun-
den am RiickfluB erhitzt. Nach dem Eindampfen im Vakuum wird auf 10 em?® aufgefillt
und ein aliquoter Teil aufsteigend in Pyridin/Isoamylalkohol/ln Ammoniak = 3/7/10
chromatographiert. Die abgetrennten N-(2,4-Dinitrophenyl)-Aminoséduren werden mit
5 cm3 lproz. wiBriger Bicarbonatlésung 15 Minuten bei 55°C extrahiert und spektral-
photometrisch bei 360 nm vermessen. Zu Kontrolle werden bekannte Mengen Dinitro-
phenylderivat mitchromatographiert (Ergebnisse Tab. 1).

4. Serin- und Threoninhildung

a) 1g NCA- oder Nitril-Polyglycin auf Bleicherde werden mit 10 em?® 30proz. For-
malin bzw. 10 cm® 20proz. wilriger Acetaldehydlésung und 1 mMol Katalysator im ge-
schlossenen Rohr 50 Stunden auf 70°C erhitzt.

b) Je 1 g NCA-Polyglycin auf Bleicherde werden mit 10 cm?® 30proz. Formalin und
1 mMol CaO 2, 6, 12, 48 und 96 Stunden auf 70°C erhitzt.

Nach dem Filtrieren wird mit {iberschiissigem 2n Ba(OH), 6 Stunden bei 100°C
hydrolysiert und nach anschlieBender Neutralisation mit 2n H,SO, in der eingeengten
wiBrigen Lésung der gebildete Anteil an Hydroxyaminosiure nach BarBIrRoLi!) durch
quantitative Papierchromatographie im Laufmittelsystem Pyridin/Wasser = 100/35 und
Picolin/Wasser = 3/1 bestimmt (Ergebnisse Tab. 2 u. 8).

5. Cysteinbildung

a) In wiBriger Losung

0,1 g DL-Serin oder DL-Serinanhydrid (Schmp. 234—235°) werden in 5 cm3 gesittigter
Natriumsulfidlésung 24 Stunden auf 100°C erhitzt. Nach quantitativer Entfernung des

1) A, C. FasTHING u. D. CoLEMAN, J. chem. Soc. (London) 1950, 3213.
15) D. BeN-Isual u. E. KaTcHALSKY, J. Amer. chem. Soc. 74, 3688 (1952).
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Schwefelwasserstoffes wird filtriert, eingeengt und die ammoniakalische Lésung polaro-
graphisch in NH,Cl-Puffer unter Zusatz von 0,01 Mol CoCl, bei E = 6 - 10-8 Amp/Skt
polarographiert12?).

b) In Schwefelschmelze

Jeweils 0,05 g DL-Serin bzw. Serinanhydrid werden mit 1,0 g Schwefel 5, 10, 20, 30
und 60 Stunden auf 150°C sowie bei 10 Stunden auch auf 125° und 200°C unter Zusatz
von 0,1 g K,CO; bzw. Na,S erhitzt. Nach Abkiihlen wird die Schmelze zur quantitativen
Entfernung der Sulfidionen mit 40 cm?® verd. HCl ausgekocht, ammoniakalisch gemacht
und polarographisch untersucht (Ergebnisse Tab. 4).

¢) Umsetzung von Polyglycin

Die Suspeunsion von 1g NCA-Polyglycin auf Bleicherde nach AxaBori8) in 10 em?
80proz. Formalinlgsung, welche mit iberschiissigem Na,S versetzt war, wurde 50 Stunden
auf 80°C erhitzt, anschlieBend 6 Stunden bei 100 °C mit HCOOH/HC] = 4:1 hydrolisiert
und nach Aufarbeitung wie unter 5a der Cysteinanteil ermittelt.

6. Leuzinbildung

0,1—0,5 g Glycin, Glycinanhydrid bzw. trigerfreies NCA-Polyglycin werden in 4 cm3
Wasser/Athanol = 1:1 mit iiberschiissigem Isobutylen unter Zusatz von 1cm® 30proz.
H,0, bzw. 0,05 g Dibenzoylperoxid 48 Stunden auf 125°C erhitzt. Nach Verkochen des
Peroxides und Hydrolyse des Peptides mit 6 n HC] bei 100°C sowie Neutralisation wird
das Leuzin durch Rundfilterpapierchromatographie von Glycin (Laufmittel:n-Butanol/
Eisessig/Wasser = 4:1:1, «-Picolin/Wasser = 3:1 und Pyridin/Wasser = 1:3:5) ge-
trennt. Die quantitative Bestimmung des Leuzins wird nach BarBIrori!l) spektralphoto-
metrisch bei 560 nm durchgefihrt.

7. Transpeptidierung
a) Ohne Loésungsmittel

0,1 g trigerfreies NCA-Polyglyecin werden mit 0,1 g DL-x-Aminoséiure vermischt und
24 Stunden auf 180°C erhitzt. AnschlieBend wird die Aminosiure durch 25stiindiges
Extrahieren mit Wasser im Soxhlet-Apparat quantitativ entfernt. Der unlésliche Rick-
stand wird mit 20 cm® 6 n HCl hydrolisiert und nach Abdampfen der Sdure der Rest
in wenig Wasser aufgenommen. Der Nachweis und die quantitative Abtrennung der
eingebauten Aminosédure erfolgen durch quantitative Papierchromatographiel!) im Lauf-
mittelsystem n-Propanol/Wasser = 3:1 und Pyridin/Wasser = 100:35 (Ergebnisse Tab. 6).
b) In Suspensionsmitteln

In je 3 em® Glykol Dekalin, Chinolin oder m-Kresol werden 0,1 g trigerfreies NCA-
Polyglycin und 0,1 g DL-Alanin 6 Stunden auf 180°C erhitzt. Der unlésliche Teil wird
wie unter 7a) beschrieben extrahiert, hydrolysiert und der eingebaute Aminosiureanteil
quantitativ bestimmt (Ergebnisse Tab. 7).
¢) Mit Carbonséuren

In 3 cm?® Dekalin werden 0,1 g NCA-Polyglycin und 0,1 g DL-Alanin mit 1 mMol
Oxal- bzw. Bernsteinsiure 6 Stunden auf 180°C erhitzt. Die Aufarbeitung erfolgt wie
unter 7a) beschrieben (Ergebnisse Tab. 8).
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