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{Jber die Struktur der einfachsten 
Eiweif3korper 

Yon 

E. WALDSCHMmT-LEI~rZ, PRAa 
(Eingeg~ngen am 11. 9, 1935. gorgeleg~ in der Sitzung am 17.10. 1935) 

Die Aufkliirung der Eiweil3sr streben wir mit Hiffe 
des stufenwelsen enzymatischen Abbaus an. Fiir den Erfolg 
dieses Verfahrens ist neben der Anwendung milglichst elnheit- 
licher, gereinig~er Eiweil~kSrper die Verwendung einheitlieher 
enzymatischer Katalysatoren von aussehlaggebender Bedeutung. 
Denn es ist die Aufgabe, den hydrolytisehen Abbau an m(iglichst 
zahlreiehen und definlerten Zwischenstufen festzuhalten, um die 
Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsprodukte zu ermitteln. 
Fiir diese Aufgabe stehen uns heute dank den versehiedenen er- 
folgreieh durchgefiihrten Reinigungsverfahren eine gr(il~ere An- 
zahl ihrer proteoly• Wirkung nach elnheitlieher Enzyme 
zur Verfiigung. Unr den Pro~einasen, den die eigentlichen Ei- 
weil3k~Jrper angreii:enden Proteasen, sind es neben dem Pepsin 1 
und Chymosin ~ das Trypsin s, das Chymotrypsin t u n d  die Prota- 
minase 5 aus Pankreas, s das Papain als Typus der intrazel- 
lulgren Proteinasen; unter den Peptidasen andererseits sind Carboxy- 
polypeptidase 6, Amino-polypeptidase 7 und Dipeptidase s in ein- 
heitlichem Zus~ande zuggng]ich geworden. 

Einem jeden dieser Enzyme kommt, wie man erkannt hat, 
beim Eiweil3abbau eine besondere Aufgabe zu; denn die einzelnen 
Enzyme unterseheiden sieh durch ihre spezifisehe Wirkungsweise. 
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F~ir die eigentlichen Proteinasen geht dies hervor aus der Ver- 
sehiedenartigkeit der Produkte ihrer Einwirkung auf Eiwefl3. 
Indessen l ~ t  sieh bier bisher nur f i i r  elnen einzigen Vertreter, 
die Protaminase aus Pankreas, die Wirkung chemiseh genauer 
definieren. Dieses Enzym ist dadureh ausgezeiehnet, dal3 es nur 
starker basische, argininreiche, aber nieht hoehmolekulare Eiwei~- 
stoffe oder gewisse Abbauprodukte derselben anzugreifen vermag 
und dab seine Wirkung sieh auf die kbspaltung endst~ndiger Argi- 
ninreste mit freiem Carboxyl beschr~nkt. Dagegen ist die spezi- 
fisehe Wirkungsweise der drei oben angefiihrten und am besten 
untersuehten Peptidasen heute ziemlieh weitgehend aufgekl~rt. 
Von den zahlreiehen strukture]len u fiir die Wir- 
kung der einzelnen Peptidasen 9 sei bier nur angefiihrt~ dat~ 
fiir den Angriff der Amino-polypeptidase und der Dipepfidase 
die Gegenwart einer freien Aminogruppe~ fiir den der Carboxy- 
po]ypeptidase eine freie Carboxylgruppe in den Peptiden er- 
forderlich ist; hierbei spaltet die Amino-polypeptidase den die 
freie Aminogruppe, die Carboxy-polypeptidase den die freie Car- 
boxylgruppe tragenden Aminos~urerest ab. Amino-polypeptidase 
vermag nut Tri- und h~here Peptide, Dipeptidase nur Dipeptide 
zu zerlegen, w~hrend man f[ir die Carboxy-polypeptidase sowohl 
die Spaltbarkeit yon Polypeptiden wie yon Dipeptiden beobachtet 
hat. Denn flit die Spa]tbarkeit eines Peptids durch eine der 
Polypeptidasen ist neben den bereits angefiihrten strukturellen 
Voraussetzungen aueh die Natur und die Anordnung der Amino- 
s~uren yon Bedeutung. 

Zu den einfaehsten Eiweil3k~rpern, die wir kennen~ z~hlt 
die Gruppe der Protamine aus den Spermatozoen der :Fisehe; 
ihre Zusammensetzung hat in den bahnbreehenden Arbeiten yon 
A. KossEL~o und seinen Sehfilern eine weltgehende Auf]~l~rung 
erfahren. Die Protamine ersehelnen ~iir eine enzymatisehe 
Fraktionierung in besonderem ]~a~e geeignet) denn sie weisen 
eine einfaehe und g]eichartige Zusammensetzung auf~ die dureh 
eine verhfiltnism~ig geringe Anzahl yon Bausteinen, den iiber- 
wiegenden Arginingehalt einerseits7 die Betei]igung nur weniger 
]Konoaminos~uren andererseits gekennzeichnet ist. Die u 

s ]~. W/~LDSCtt~IDT-LEITZ, Z. angew. Ch. 43 (1930) 377; Physiol. Reviews, 
11 (1931) 358 ; M. B~R~A~N und Mitarbeiter, Kollegium ]932, 751; tfoppe-Seylers 
Z. physiol. Ch. 224 (193~) ]1, 45. 

1o Vgl. A. Koss~L~ Protamine und Histone, Fr. Deuticke, Leipzig und 
Wien 1929. 
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elnes einfacheren strukturellen Aufbaus der Protamlne, auf die 
diese Tatsaehen hlnzuweisen seheinen, hat die bemerkenswerte, 
yon A. KOSSEL 11 ausgesproehene Ansleht gestiitzt, derzufolge ein 
protaminartiger Kern als wesenflicher Bestandteil aller fibrigen 
Proteine angenommen wurde. Der einfaehe und gleichartige Bau 
der Protamine ergibt sich nach Koss~L aus dem fibereinstimmenden 
Verh~ltnis ihres Gehaltes an Diaminosiiuren und Monoamlno- 
s~uren wie 2:1, entsprechend ihrem fiberwlegend basischen 
Charakter. So ergibt die Bausteinanalyse des Clupelns eln Ver- 
h~ltnis von 10 Arginin : 2 Serin: 1 Alanin: 1 Valin: 1 Prolin. 

Die Versuche der ~lteren L~teratur zur partiellen Hydrolyse 
der Protamine sind unbefriedigend geblieben. So hat die Auf- 
spaltung des 1VIolekfils durch Einwirkung verdiinnr S~iure, die 
zur Bildung der sogenannten Protone fiihrt, bisher in keinem Fa]le 
eine sichere Kennzeichnung der Reaktionsprodukte erlaubt. Aueh 
bei den Versuchen zur enzymatisehen Hydrolyse der Protamine 
von M. TAKEl~URA 1~ und F. ROGOZI~SKI~3 sind kelne Zwisehen- 
stufen des hydrolytlsehen Abbaus beobachtet worden; die ange- 
wandten Enzympr~parate waren jedenfalls nicht enzymatisch 
einheitlich. Die Beobaehtung yon A. KOSSEL und A. MATTHmVS~ 
fiber die Bfldung eines Tripeptids bei der Hydrolyse des Stiir- 
protamlns Sturin dutch Trypsin ist vereinzelt geblieben. 

Am Beispiel des Clupeins aus der Heringsmilch, des leieh~est 
zug~ingliehen Protamins, haben wit vor Jahren mit dem Versuch 
begonnen, durch fraktionierte Hydrolyse mit elnheit]iehen Enzymen 
Einb]iek in die Anordnung seiner Baustelne zu gewinnen ~ ~. Eine 
erste Untersuchung fiber den fraktlonlerten enzymatisehen Abbau 
des Chpeins hatte die ~llgemeine Feststellung einer ausschliel3]ieh 
peptldartigen Verkniipfung der Aminos~uren im Molekiil erbracht; 
denn auf jeder einzelnen Stufe des Abbaus beobachtete man die 
Bildung ~quivalenter Mengen yon Amino- und Carboxylgruppen. 
Sie hatte ferner die ~Sgliehkeit ergeben, gewisse Gruppen unter 
den Peptidbindungen im Protamln auf Grund der enzymatischen 
Spaltbarkeit zu unterseheiden, ihre Gliederung naeh Bruehteilen 
yon Dritteln und Ffinfteln der insgesamt spaltbaren, tIierbei hat 

1~ Ber. dtsch, chem. Ges. 34 (1901) 3215, und zwar S. 3235. 
~ Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 63 (1909) 201. 
13 ttoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 79 (1912) 398. 
~4 Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 25 (1898) 190. 
15 E. WALDSCH~IDT-LEITZ~ A. SC~AFFNER und W. GaASSMXNN, IIoppe-Seylers 

Z. physiol. Ch. 156 (1926) 68. 
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es sich als notwendig erwiesen, die Protamine, so wie sic bet 
der Isolierung fiber die Pikrate als Sulfate erhalten werden, 
noeh einer besonderen Reinigung zu unterwerfen; denn die zu- 
ns gewonnenen Prs sind noeh nicht einheitlieh, sie ~ be- 
stehen aus Komponenten yon sehr ~hnlicher Zusammensetzung and 
yon ~Lhnlicher enzymatischer Spaltbarkeit. Fiir die Aufl~sung dieser 
Gemisehe hat sich ein schonendes Verfahren bew~Lhrt, das auf eine Be- 
obaehtung yon A. K0SSEL zuriickgreift16; es beruht auf der Eigen- 
schaft der Protamine, aus konzentrierter w~isseriger L~sung unter Ol- 
bildung sieh abzuscheiden. Der Erfolg der Fraktionierung wird be- 
stimmt durch den Geha]t der Fraktionen an reaktionsfs Amino- 
gruppen, durch den Quotienten N: NH~, die Umscheidung bis zur Kon- 
stanz dieses Quotienten durchgefiihrt. Die Menge der ~lbildenden 
Komponente ist bet den bisher untersuehten Rohprotaminen 
Clupein und Salmin (aus Rheinsalm) die weitaus iiberwiegende. 
Diese sind durch einen sehr hohen Quotienten, die leichter l~s- 
lichen Anteile durch elnen viel niedrigeren gekennzeichnet 
(N:NH~=etwa  1001 bzw.=e twa  30 ffir Rohchpein). 

Fiir die Strukturaufkliirung der Protamine, insbesondere 
fiir die des Clupeins, war entscheidend die Auffindung und An- 
wendung eines besonderen, Protamine spaltenden Enzyms im 
Pankreas, der Protami~ase, deren Angriff sich am Carboxy]ende 
des Molekiils vollzieht 17. Die Einwirkung der Protaminase auf ge- 
reinigtes C]upein und Salmin fiihrt in beiden Fs ausschlie~lich 
zur Abspaltung vonfreiem Arginin; sie komInt nach einem NH~-Zu- 
wachs entsprechend 0"65 c~n~ (Clupein) bzw. 0"50c~ 3 0"2n (Salmin) 
ffir 0"20g der Substrate zum Stillstand. Dem beobachteten Zu- 
wachs freier Aminogruppen entsprieht e]ie ~so]ierbare Menge 
freien Arginins; seine Abtrennung von dem zugleich gebildeten 
h~hermolekularen Spaltprodukte, welches wir als Clupean bzw. 
Salman bezeiehnet haben, gelingt leicht durch Behandlung mit 
verdiinntem ~Iethylalkohol, yon welchem nur das Arginin auf- 
genommen wird. Die Menge des abgespa]tenen Arginins betr~gt 
ein Fi~nftel yore Gesamtarginingehalt des Clu2eins , ein Siebentel 
-con dem des Salmins. 

;3her die Kettenl~Lnge und damit die Molekulargr~Be erlaubt 
neben der relafiven Beteiligung der einzelnen Aminos~urebau- 

~ Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 25 (1898) 165. 
17 E. WALDSCHMIDT-LEITZ~ Fr. ZIEGLEll, A. SCHAFFNER U. L. WEIL, Hoppe- 

Seylers Z. physiol. Ch. 197 (1931) 219. 
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steine der beobachtete Bruchteil des durch Protaminase abspalt- 
baren Arglnlns eine erste Anssage. Unter den Bausteinen trifft 
auf je 2 Molekii]e Arginin jeweils 1 Molekiil ~onoaminos~ure; 
ihre Analyse ergibt ffir das Clupein ein Yerh~ltnis yon 10 
Arglnin : 2 Serin : 1 Alanin : 1 Valin : 1 Frolin, also mlndestens 
15 Aminoss ira Molekiil, entsprechend 14 spaltbaren 
Peptidbindungen. Der bei der vollstKndigen ttydrolyse mit S~ure 
gemessene Gesamtzuwachs freier Aminogruppen entspricht 4"50cm 8 
0"2n fiir 0"20g Clapeinsulfat; der bei der l%otaminasewirkung 
freigelegte Anteil mi~ 0"65cm~ 0"2n bels sleh danach auf ein 
Siebenfel, er betrifft also 2 yon 14 Peptidbindungen im Clupein. 

Aus der Zusammensetzung des Clupeins und dem An~eile 
der Protaminasewirkung an seiner ttydrolyse ergibt sieh danaeh 
ein Mindestmolekulargewicht yon 2021. Fiir die Frage, ob dieser 
Wert die wahre Molekti]grSSe des Protamins darstellt oder ob 
man ein ganzes Vielfaches desselben dafiir anzunehmen hat, ergibt 
slch schon aus den Beobaehfungen yon A. K o s s ~ ' s  und seiner 
Sehule fiber die partielle Hydrolyse mit S~iure zu den sogenannten 
Protonen ein gewisser Anhalt; denn diese Protone stellen Ge- 
misehe yon Tripepgden dar aus je 1 Monoaminosiiure-und 2 Diamino- 
s~ureresfen. Die Aufeinanderfolge von mehr als 2 Argininresten, 
beispielsweise am Carboxylende der Peptidketr wie sie bei der 
Annahme eines Vielfachen des erreehneten Molekulargewlehts 
vorliegen sollte, ist danach sehr unwahrseheinlieh. Die einfache 
MolekiilgriiBe erscheint des wei~eren gestiitz% durch die Moleku]ar- 
gewichtsbestimmung mit der Ultrazentrifuge, welche naeh SWD~RG 
und SJ(iORES fiir die Molekulargewiehte yon Clupein und Salmin 
zu kleinen Werten~ zwischen 1700 und 3000, fiihrt. 

Das nach der A'rgininabspaltung aus Clupein dureh Prota- 
minase verb]eibende einheitliehe Bruehst[ick Clupean haben wlr ~9 
~em wei~eren enzymatischen Abbau unterworfen, ns dec 
l-Iydrolyse durch ak~iviertes T~ypsin, die einheitliche, yon Pepti- 
dasen, Protaminase und yon Chymotrypsin 2o befreite Proteinase 
aus Pankreas, und zwar his zum Stillstand der enzymatischen 
Einwirkung. Hierbei erfolgt d{e Aufliisung yon vier Peptid- 

18 Vgl. dazu A. KossEL, Protamine and Histone, Leipzig and Wien 1929, 
S. 41ff. 

19 E. W~nDSC~M~DT-L~ITZ 11. E. KOFRs Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch., im 
Druck. 

20 E. WALDSCHMn)'r-LEITZ U. S. AKABORI, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 228 
(1934) 2"24. 
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bindungen im Molekiil, es sei denn einem Vielfaehen davon, 
doppelt sou als zuvor durch Protaminase. Unter den gebildeten 
Spaltprodukten finder sieh kein freies oder dureh Arginase spalt- 
bares Arginin. Die Zerlegung des Gemisehes der Spaltprodukte 

�9 gelingt dutch ~ftere Umscheidung aus verdfinntem Alkohol in der 
K~lte, kontrolliert dureh die Bes~immung des Quotienten N:NH~ 
in den einzelnen Fraktionen. Iqaeh der Ab~rennung einer geringen 
Menge noch unangegriffenen Clupeans ergibt die ]~raktionierung 
als Endstufen zwei nieht welter zerlegbare Fraktionen, yore 
konstanten Quotienten=etwa 5 ftir die leiehter l~sliehe,~---etwa 
9 fiir die schwerer 15sliche, in einer Ausbeute yon insgesamt 
27 Prozen~ des Gesamtsticks~offs in der ersteren, 73 Prozent in 
der letzteren. 

Ffir den in der Hauptfraktion gemessenen Quotlen~en 9 er- 
gibt sieh a]s einfachste Erkl~rung das Vorliegen eines Gemisehes 
yon Tripeptiden, bestehend ans je 2 Arginin- und 1 Monoamino- 
s~urereste, analog den KOSSEL scHE~ Protonen. Der Quotient 5 
andererseits in der kleineren Fraktion entspricht dem Werte fiir 
ein Dipeptid aus 1 Arginin- und 1 ]~[onoaminos~urereste bzw. fiir 
ein Gemiseh aus mehreren solchen. Diese einfaehste Annahme 
wird dureh die Analyse best~tigt. In der ,Tripeptid-Fraktion" 
finder man 88 Prozent, in der ,,Dipeptid-Fraktion ~ 79"5 Prozent 
des Gesamtstiekstoffs nach der S~urehydrolyse als Arglninstiek- 
stoff start zu erwartender 88'8 bzw. 80"0 Prozent. Der Quotient 
N:NH~ der ,Tripeptid-Fraktion:' f~llt naeh der Hydrolyse mit 
S~ture auf 3"45 (ffir ein @emiseh aus 6 Arginln+3 Monoamino- 
s~uren, darunter 1 Prolin her. 3"38), der der ,,Dipeptid-Fraktlon" 
auf 2"6 (fiir ein Gemiseh aus 1 Arginin + 1 Monoaminos~ure ber. 
2"5); die ,,Tripeptid-Fraktion" enth~l[ ein Drittel des Monoamino- 
s~urestiekstoffs als Prolln, die ,,Dipeptid-Fraktlon" dagegen kein 
Prolin. 

Die Bausteinanalyse ergibt also ffir die ,Tripeptid-Fraktion" 
das Vorliegen yon mindestens 6 Arginin neben 3 ]~[onoamino- 
s~uren, darunter 1 Prolin, fiir die ,,Dipeptid-Fraktion" 1 Arginin 
auf 1 ~onoaminos~ure, aber kein Prolin. Da bei tier Hydrolyse 
des Clupeans durzh Trypsin 4 Peptidbindungen, wenn night ein 
Vielfaches davon, aufgespalten werden, so hat man unter den 
Spaltprodukten mindestens 5 Bruehstiicke zu erwarten. Die ein- 
fachste Annahme, die das Ergebnis der Bausteinanalyse in den 
beiden Fraktlonen vermittelt, w~re also die elnes Zers des Clu- 
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peans in 3 Trlpepiide und 2 Dipept.lde. Diese Annahme wird durch 
die enzymatische Analyse der Fraktionen votl best~tigt. Da die 
,~Tripeptid-Fraktion:' dureh Amino-polypeptidase niche angegriffen 
wird, kann sie naeh allen Erfahrungen fiber die Spezifit~t dieses 
Enzyms keinen amino-endst~ndigen Monoaminos~urerest enthalten; 
die Aminogruppe wird also in diesen Tripeptiden Argininresten 
angeh~ren. Aber aueh am Carboxylende dieser Peptide finclet sieh 
ein Arglnlnrest; dieser wird durch Carboxy-polypeptidase ab- 
gespalten. Man finder n~mlich in der ,,Tripeptid-Fraktion" die 
H~lfte der vorhandenen Peptidbindungen durch Carboxy-po]y- 
peptidase spaltbar and naeh der Einwirkung dieses Enzyms eine 
genau entspreehende Menge freien, dureh Arginase spaltbaren 
Arginins, n~m]ieh die H~lfte des insgesamt vorhandenen. Naeh 
der Einwirkung der Carboxy-polypeptidase sind andererseits nur 
zwei Drittel der noeh vorhandenen Peptidbindungen, also zwei, 
dureh Dipeptidase zerlegbar; dieses Verhalten wird dadureh er- 
k]~rt, dab eine derse]ben terrier gebundenen :Prolinstiekstoff ent- 
h~ilt, also durch DJpeptidase nieht gespalten wlrd. Die ,,Tripeptid- 
Fraktion" besteht nach a]lem aus einem Gemisehe dreier Tri- 
peptide mit amino- and earboxyl-endst~[ndigem Arginin, yon we]chert 
eines Prolin enth~lt: also aus de.n Bruchstiieken: 

A - - M - - A ,  A - - ~ [ - - A  und A - - P - - A  

(A~Arginin-, P~Prolin-,  M~aliphatischer Monoaminos~urerest). 
Aueh in der ,Dipeptid-Fraktion ~' ist die Reihens der Bau- 

steine durch enzymatisehe Analyse bestimmbar. Dureh Dipeptidase 
werden hier s~mtliche vorhandenen Peptidbindungen gelSst, die 
Fraktion enth~lt also nur Dipeptide. Zufo]ge der Bausteinanalyse 
entf'dllt in tier Fraktion 1 Arginin auf 1 ~[onoaminos[iure, sie 
enth~lt kein l~rolin. Es ergeben sieh also ftir die Zusammen- 
setznng der darln enthaltenen D~peptlde nur die s 
MSgliehkeiten der Verkniipfung: A- -A,  A--M, l g - - A  und M--M, 
das Aminoende jeweils links, das Carboxylende rechts gedaeht. 
Das Ergebnis der Sloaltbarkeit dureh Carboxy-polypeptidase er- 
laubt, zwlsehen diesen MSg]ichkeiten zu entseheiden. Dieses Enzym 
zerlegt nnr die H~lfte der in der Fraktion vorhandenen Peptld- 
bindungen and nach seiner Einwirkung wird eine entspreehende 
Menge, niimlieh die Hglfte des insgesamt vorhandenen Arginins dutch 
Arginase spaltbar, liegt also als freies Arginin vor. Dies ent- 
scheidet zu Gunsten der Zusammensetzung des Gemisehes aus 
g]eiehen Teilen A - - M  und ~[--A, yon welchen nur die letztere 
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Kombination durch Carboxy-polypeptidase zerlegt wird~ denn beim 
Vorliegen eines Gemisches aus gleichen Teilen A - - A  und M--M 
sollte man naeh tier Aufl~sung einer Peptidbindung dnreh Carboxy- 
polypeptidase entweder gar kein oder aber das gesamte vorhandene 
Arginin durch Arginase spaltbav finden. 

Das Gemisch der Spaltprodukte, in welches das Clupean 
bei der Einwirkung des Trypsins zerfgllt, besteht danach aus 
3 Tripeptiden und 2 Dipeptiden der folgenden Zusammensetzung: 

A - - ~ - - A ,  
A - - ~ - - A ,  
A - - P - - A ,  
A--~[ und 
~ A .  

Ihre Verkniipfung zum ~olekiil des Clupeans erfolgt often- 
bar in fo]gender Weise: M - - A ~ z A - - M - - A + A - - M - - A +  
+ A - - P - - A  + A--~I, wobei nur die Ste]lung des prolinhaltigen 
Tripeptidrestes im Molekfil willkiirlich gew~hlt ist. Denn dies 
ist die einzige Art der Yerkniipfung, welche ffir die Angriffs- 
weise des Trypsins ein einheitliches Prinzlp erkennen l~igt: Trypsin 
spaltet da-nach die Peptidbindungen zwischen zwei Argininresten 
im Innern der Peptidkette. Diese Ansicht fiber die Wirkungs- 
weise des a ktivierten Trypsins beim Protaminabbau hat be- 
merkenswerterweise bereits friiher K. LINDERST~6~-LANG 21 aUS 
theoretisehen Betraehtungen fiber das Lelstungsverh~ltnis der 
einze]nen protco]ytischen Enzyme ubge]eitet. 

Diese Feststel]ung fiber die Wirkungsweise des Pankreas- 
trypsins Jst besonders zu beachten; denn es zeigt sieh bier, dal~ 
auch die Spezifit~t einer echten Proteinase ebenso wie die der 
Peptidasen allein durch Natur und Anordnung der Bausteine in 
einem Peptid bestimmt wird, dal3 auch das Trypsin Peptid- 
bindungen in offenen Peptidketten zerlegt ~. Die 5fter diskutierte 
Annahme, der Angriif des Trypsins beziehe sieh auf besondere 
ring!Srmige Strukturen im Eiweit3, wird dadurch fiberfliissig. Die 
Wirkungen der eigentliehen eiweil]spaltenden Enzyme, der Protein- 
asen, bestehen in alien bJsher untersuehten :F~llen in der Spaitung 

21 Ergebn: d. Physiologic 35 (1933) 455. 

** Ygl. damit die Beobachtung yon M. BEnGhAZi, L. Z~aws u. J. S. FRUTO~ 
[Science 81 (1935) 180] fiber die Spaltbarkeit des Carbobenzoxy-glycyl-glutamyl- 
glycinesters dutch Trypsin. 
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yon Peptidbindungen, die des Pepsins ~s, des Trypsins, des 
Chymotrypsins ~4 und des Papains. Auch zeigt die stufenweise 
Hydrolyse hochmolekularer Proteine, so die des Caseins ~s und 
des Histons ~s, durch diese Enzyme das n~m]iche Bild wie die 
der niedermoleku]aren Protamine, die Leistungen der einze]nen 
Enzyme beim Abbau stehen in einfaehen, ganzzahligen Verhglt- 
nissen zueinander, ~thnlieh wie sie auch beim stufenweisen enzy- 
matischen Abbau von Po]ypeptiden auftreten und zu erwarten 
sind. Die ans den Erfahrungen beim Protaminabbau abgeleiteten 
Sehlul]folgerungen fiber die Peptidkettenstruktur dieser KSrper 
hat man also prinziplell auch auf die enzymatiseh spaltbaren 
hiihermolekularen Eiweil3stoffe zu iibertragen; ffir das Vorkommen 
besonderer ringfSrmiger Strukturen in diesen kennen wlr bis 
heute keinen triftigen Anhaltspunkt. 

Aus der Aufteilung der Clupeanspaltprodukte in die beiden 
Fraktionen in dem angeffihrten ]~[engenverhg[tnis und aus ihrer 
Kennzeichnung ergab sieh die oben wiedergegebene l%eihenfolge 
der Bausteine im Clupean, entspreehend dem einfachen, niedrigst- 
mliglichea Mo]ekulargewicht. Erggnzt man sie durch Anreihung 
der dureh Pro~aminase aus Clupein abgespal~enen beiden Arginin- 
reste am Carboxylende, so gelangt man zu der folgenden Formel 
fiir das Clupein: 

• X 
M - - A - - A - - M - - A - - A - - M - - A - - A - - P  - - A - - A - - M - - A - - A ,  
in welcher gleiehs die Stellung des Prolinrestes noeh unsicher 
ist, das Prolin auch elne der beiden anderen, bezeichneten Pl~itze 
einnehmen kann. 

Ein Vielfaehes des der obigen Formel entspreehenden Mole- 
kulargewlchts w~re unvereinbar mit dem festgestellten Verh~ltnis 
yon Tripeptid und Dipeptid unter den tryptischen Spaltprodukten 
des Clupeans und mit der verhgltnism~$igen Leistung des 

22 u z. B. E. WALDSCHMIDT-LI~ITZ U. E. SIMONS~ Hoppe-Seylers Z. physiol. 
Ch. 156 (1926) 114. 

24 Nach noch unverSffentlichten Beobachtungen mit E. GLASE• spaltet 
Chymotrypsin b e i d e r  Einwirkung auf Clupean 2 yon den 4 Arginyl-arginin- 
bindungen, die auch dutch Trypsin zerlegt werden; die rostlichen 2 Bindungen 
bleiben auch nach der Einwirkung des Chymotrypsins spaltbar durch Trypsin. 

~5 E. W~LDSC~mDI'-Lmrz U. E. S~Mo~s, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 156 
(1926) 99. 

26 E. WALDSCnMtDr-L~ITZ U. G. K0~ST~R, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 
171 (1927) 290. 
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Trypsins beim Abbau ~7. Dies gilt z. B. fiir die Annahme der 
doppelten Ket~enl~inge und der abwechselnden Aufeinanderfolge 
yon je 2 ]~[onoaminosiiure- und je r Argininresten im Molekiil; 
die Hydro]yse yon 8 Peptidbindungen in dem einer so]chen Formel 
entspreehenden Clupean wiirde in jedem Fall einen be~r~ehtlichen 
Anteil an hSherem Peptid, wenigs~ens einem Tetrapeptid, ergeben. 
So ist auch eine yon K. FELIX, R. HIROHATA und K. DIRR ~s er- 
~rterte Formel, nach welcher im Clupein Protone der Zusammen- 
setzung M - - A - - A  mit solchen der Zusammensetzung A - - A - - M  
abweehseln sollten, mit unseren Ergebnissen fiber die enzymatisehe 
Spaltbarkeit der isolierten Tri- und Dipeptidfraktionen nieht 
vereinbar. 

Ffir die vollst~ndige Au~"k]~rung der Struktur des Clupeins 
ist noeh die Angabe der Reihenfolge fiir die einzelnen Monoamino- 
s[~urereste im ~[o]ekfil erforderlich. Die ehemisehe Kennzeichnung 
der einzelnen, oben angefiihrten Spaltprodukte und die Ein- 
sehaltung weiterer proteolytiseher Enzyme, so des Chymotrypsins, 
in den Gang der Hydrolyse wird hierfiir fSrderlieh sein; denn 
die Zuhilfenahme der enzymatisehen Analyse hat sieh an diesem 
Beispiel bisher vor allem als nfi~z]ieh erwiesen. Dann ergibt sich 
flit die Forsehung die grUYere Aufgabe eines Vergleichs mit der 
Struktur anderer, sieh daraus ableitender, hShermolekularer Ei- 
weil3kSrper ~9, die Aufgabe der Entwiekhng einer Genealogie ver- 
wandter Eiweit3stoffe auf chemischer Grundlage. 

~7 Die yon K. E. RxsMussE~ und K. L1NDE~STRSM-LA~G [Hoppe-Seylers 
Z. physiol. Ch. 227 (1934) 181] auf Grund der elektrometrischen Titration der 
freien Carboxyle im Clupein ermittelten Werte~ die das doppelte Molekulargewicht~ 
etwa 4000, ergeben, sind m6glicherweise ebenso wie ein yon uns beobachteter 
Schwand freier Aminogruppen im Clupein auf eine verminderte Reaktionsffihig- 
keit der endst~ndigen Gruppen zurQckzuffihren. 

~s Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 218 (1933) 269. 
~ Ygl.. A. KossEL u. E. G. SC~E~CK, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 173 

(1927) 278; E. G. Sc~Esc~ Naturwiss. 18 (1930) 824. 


