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(Eingegangen am 11. 9. 1935, Vorgelegt in der Sitzung am 17, 10. 1935)

Die Aufklirung der EiweiBstruktur streben wir mit Hilfe
des stufenweisen enzymatischen Abbaus an. IFiir den Erfolg
dieses Verfahrens ist neben der Anwendung mdglichst einheit-
licher, gereinigter EiweiBkorper die Verwendung einheitlicher
enzymatischer Katalysatoren von ausschlaggebender Bedeutung.
Denn es ist die Aufgabe, den hydrolytischen Abbau an méglichst
zahlreichen und definierten Zwischenstufen festzuhalten, um die
Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsprodukte zu ermitteln.
Fiir diese Aufgabe stehen uns heute dank den verschiedenen er-
folgreich durchgefiihrten Reinigungsverfahren eine griSere An-
zahl ihrer proteolytischen Wirkung nach einheitlicher Enzyme
zur Verfiigung. Unter den Proteinasen, den die eigentlichen FEi-
weiBkérper angreifenden Proteasen, sind es neben dem Pepsint
und Chymosin? das Trypsin3, das Chymotrypsint und die Prota-
minase® aus Pankreas, ferner das Papain als Typus der intrazel-
Iuldren Proteinasen; unter den Peptidasen andererseits sind Carboxy-
polypeptidase®, Amino-polypeptidase” und Dipeptidase® in ein-
heitlichem Zustande zugiinglich geworden.

Einem jeden dieser Enzyme kommt, wie man erkannt hat,
beim EiweiBabbau eine besondere Aufgabe zu; denn die einzelnen
Enzyme unterscheiden sich durch ihre spezifische Wirkungsweise.

t J. H. Norreror, J. gen. Physiol. 14 (1931) 713.
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Fiir die eigentlichen Proteinasen geht dies hervor aus der Ver-
schiedenartigkeit der Produkte ihrer Einwirkung auf EiweiS.
Indessen liBt sich hier bisher nur fiir einen einzigen Vertreter,
die Protaminase aus Pankreas, die Wirkung chemisch genauer
definieren. Dieses Enzym ist dadurch ausgezeichnet, daf es nur
. stirker basische, argininreiche, aber nicht hochmolekulare Eiweil-
stoffe oder gewisse Abbauprodukte derselben anzugreifen vermag
und daB seine Wirkung sich auf die Abspaltung endstéindiger Argi-
ninreste mit freiem Carboxyl beschridnkt. Dagegen ist die spezi-
fische Wirkungsweise der drei oben angefiihrten und am besten
untersuchten Peptidasen heute ziemlich weitgehend aufgeklirt.
Von den zahlreichen strukturellen Voraussetzungen fiir die Wir-
kung der einzelnen Peptidasen® sei hier nur angefithrt, da8
fiir den Angriff der Amino-polypeptidase und der Dipeptidase
die Gegenwart einer freien Aminogruppe, fiir den der Carboxy-
polypeptidase 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 Aminosiurerest ab. Amino-polypeptidase
vermag nur Tri- und lithere Peptide, Dipeptidase nur Dipeptide
zn zerlegen, wihrend man fiir die Carboxy-polypeptidase sowohl
die Spaltbarkeit von Polypeptiden wie von Dipeptiden beobachtet
hat. Denn fiir die Spaltbarkeit eines Peptids durch eine der
Polypeptidasen ist neben den bereits angefiihrten strukturellen
Voraussetzungen auch die Natur und die Anordnung der Amino-
sduren von Bedeutung. ‘

Zu den einfachsten Eiweifkorpern, die wir kennen, zéhlt
die Gruppe der Protamine aus den Spermatozoen der Fische;
ihre Zusammensetzung hat in den bahnbrechenden Arbeiten von
A. KosseL1® und seinen Schiillern eine weitgehende Aufklirung
erfahren. Die Protamine erscheinen fiir eine enzymatische
Fraktionierung in besonderem MaBe geeignet; denn sie weisen
eine einfache und gleichartige Zusammensetzung auf, die durch
eine verhiiltnism#Big geringe Anzahl von Bausteinen, den iiber-
wiegenden Arginingehalt einerseits, die Beteiligung nur weniger
Monoaminosiduren andererseits gekennzeichnet ist. Die Vorstellung

9 E. Wacpscumor-Lierrz, Z. angew. Ch. 43 (1930) 377; Physiol. Reviews,
11 (1931) 358; M. Brremaxy und Mitarbeiter, Kolleginm 1932, 751; Hoppe-Seylers
Z. physiol. Ch. 224 (1934) 11, 45.

10 Vgl, A, Kosser, Protamine und Histone, Fr. Deuticke, Leipzig und
Wien 1929.
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eines einfacheren strukturellen Aufbaus der Protamine, auf die
diese Tatsachen hinzuweisen scheinen, hat die bemerkenswerte,
von A. KossEL!! ausgesprochene Amnsicht gestiitzt, derzufolge ein
protaminartiger Kern als wesentlicher Bestandteil aller iibrigen
Proteine angenommen wurde. Der einfache und gleichartige Bau
der Protamine ergibt sich nach KossEL aus dem iibereinstimmenden
Verhiltnis ihres Gehaltes an Diaminosiuren und Monoamino-
siuren wie 2:1, entsprechend ihrem iiberwiegend basischen
Charakter. So ergibt die Bausteinanalyse des Clupeins ein Ver-
hiltnis von 10 Arginin:2 Serin:1 Alanin:1 Valin:1 Prolin.

Die Versuche der &lteren Literatur zur partiellen Hydrolyse
der Protamine sind unbefriedigend geblieben. So hat die Auf-
spaltung des Molekiils durch Einwirkung verdiinnter SHure, die
zur Bildung der sogenannten Protone fiihrt, bisher in keinem Falle
eine sichere Kennzeichnung der Reaktionsprodukte erlaubt. Auch
bei den Versuchen zur enzymatischen Hydrolyse der Protamine
von M. TAREMURA!? und F. RocoziNsk1!® sind keine Zwischen-
stufen des hydrolytischen Abbaus beobachtet worden; die ange-
wandten Enzympriparate waren jedenfalls nicht enzymatisch
einheitlich. Die Beobachtung von A. K0SSEL und A. MATTHEWS 1+
iiber die Bildung eines Tripeptids bei der Hydrolyse des Stor-
protamins Sturin durch Trypsin ist vereinzelt geblieben.

Am Beispiel des Clupeins aus der Heringsmilch, des leichtest
zugénglichen Protamins, haben wir vor Jahren mit dem Versuch
begonnen, durch fraktionierte Hydrolyse mit einheitlichen Enzymen
Einblick in die Anordnung seiner Bausteine zu gewinnen!?5, Eine
erste Untersuchung iiber den fraktionierten enzymatischen Abban
des Clupeins hatte die allgemeine Feststellung einer ausschlieBlich
peptidartigen Verkniipfung der Aminoséiuren im Molekiil erbracht;
denn auf jeder einzelnen Stufe des Abbaus beobachtete man die
Bildung dquivalenter Mengen von Amino- und Carboxylgruppen.
Sie hatte ferner die Moglichkeit ergeben, gewisse Gruppen unter
den Peptidbindungen im Protamin auf Grund der enzymatischen
Spaltbarkeit zu unterscheiden, ihre Gliederung nach Bruchteilen
von Dritteln und Fiinfteln der insgesamt spaltbaren. Hierbei hat

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 34 (1901) 3215, und zwar S. 3235.
2 Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 63 (1909) 201.
3 Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 79 (1912) 898.
4 Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 25 (1898) 190.
5 E. Warpscmupr-Letrz, A, Scirrnse und W. Grassmany, Hoppe-Seylers
Z. physiol. Ch. 156 (1926) 68.
2%
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es sich als notwendig erwiesen, die Protamine, so wie sie bei
der Isolierung iiber die Pikrate als Sulfate erhalten werden,
noch einer besonderen Reinigung zu unterwerfen; denn die zu-
niichst gewonnenen Priparate sind noch nicht einheitlich, sie be-
stehen aus Komponenten von sehr #hnlicher Zusammensetzung und
von #hnlicher enzymatischer Spaltbarkeit. Fiir die Auflssung dieser
Gemische hat sich ein schonendes Verfahren bewdhrt, das auf eine Be-
obachtung von A. KossgL zuriickgreift1¢; es beruht auf der Eigen-
schaft der Protamine, aus konzentrierter wisseriger Losung unter Ol-
bildung sich abzuscheiden. Der Erfolg der Fraktionierung wird be-
stimmt durch den Gehalt der Fraktionen an reaktionsféhigen Amino-
gruppen, durch den Quotienten N:NH,, die Umscheidung bis zur Kon-
stanz dieses Quotienten durchgefiihrt. Die Menge der lbildenden
Komponente ist bei den bisher untersuchten Rohprotaminen
Clupein und Salmin (aus Rheinsalm) die weitaus iiberwiegende.
Diese sind durch einen sehr hohen Quotienten, die leichter 1ds-
lichen Anteile durch einen viel niedrigeren gekennzeichnet
(N:NH,=etwa 100, bzw.—etwa 30 fiir Rohelupein).

Fiir die Strukturaufklirung der Protamine, insbesondere
fiir die des Clupeins, war entscheidend die Auffindung und An-
wendung eines besonderen, Protamine spaltenden Enzyms im
Pankreas, der Protaminase, deren Angriff sich am Carboxylende
des Molekiils vollzieht'”. Die Einwirkung der Protaminase auf ge-
reinigtes Clupein und Salmin fithrt in beiden Féllen ausschlieflich
zur Abspaltung von freiem Arginin; sie kommt nach einem NH,-Zu-
wachs entsprechend 065 em? (Clupein) bzw. 050¢m3 0°'2n (Salmin)
fiir 0'20g der Substrate zum Stillstand. Dem beobachteten Zu-
wachs freier Aminogruppen entspricht die isolierbare Menge
freien Arginins; seine Abtrennung von dem zugleich gebildeten
hthermolekularen Spaltprodukte, welches wir als Clupean bzw.
Salman bezeichnet haben, gelingt leicht durch Behandlung mit
verdiinntem Methylalkohol, von welchem nur das Arginin auf-
genommen wird. Die Menge des abgespaitenen Arginins betréigt
ein Finftel vom Gesamtarginingehalt des Clupeins, ein Siebentel
von dem des Salmins.

Uber die Kettenlinge und damit die MolekulargriBe erlaubt
neben der relativen Beteiligung der einzelnen Aminosiurebau-

6 Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 25 (1898) 165.
7 B. Warpscamipr-Lerrz, Fr. Zieeier, A, Sceireser u. L. Wei, Hoppe-
Seylers Z. physiol. Ch. 197 (1931) 219.
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steine der beobachtete Bruchteil des durch Protaminase abspalt-
baren Arginins eine erste Aussage. Unter den Bausteinen trifft
auf je 2 Molekiile Arginin jeweils 1 Molekiil Monoaminoséure;
ihre Analyse ergibt fiir das Clupein ein Verh#ltnis von 10
Arginin:2 Serin:1 Alanin:1 Valin:1 Prolin, also mindestens
15 Aminosiurereste im Molekiil, entsprechend 14 spaltbaren
Peptidbindungen. Der bei der vollstdndigen Hydrolyse mit Sdure
gemessene Gesamtzuwachs freier Aminogruppen entspricht 450 cm?
02n fiir 020g Clupeinsulfat; der bei der Protaminasewirkung
freigelegte Anteil mit 0'65em® 02n belduft sich danach auf ein
Siebentel, er betrifft also 2 von 14 Peptidbindungen im Clupein.

Aus der Zusammensetzung des Clupeins und dem Anteile
der Protaminasewirkung an seiner Hydrolyse ergibt sich danach
ein Mindestmolekulargewicht von 2021. Fiir die Frage, ob dieser
Wert die wahre Molekiilgrofe des Protamins darstellt oder ob
man ein ganzes Vielfaches desselben dafiir anzunehmen hat, ergibt
sich schon aus den Beobachtungen von A. KossEL!® und seiner
Schule iiber die partielle Hydrolyse mit Sdure zu den sogenannten
Protonen ein gewisser Anhalt; denn diese Protone stellen Ge-
mische von Tripeptiden dar aus je 1 Monoaminosiure-und 2 Diamino-
stiureresten. Die Aufeinanderfolge von mehr als 2 Argininresten,
beispielsweise am Carboxylende der Peptidkette, wie sie bei der
Annahme eines Vielfachen des errechneten Molekulargewichts
vorliegen sollte, ist danach sehr unwahrscheinlich. Die einfache
MolekitlgroBe erscheint des weiteren gestiitzt durch die Molekular-
gewichtsbestimmung mit der Ultrazentrifuge, welche nach SVEDBERG
und Ss6GrEN fiir die Molekulargewichte von Clupein und Salmin
zu kleinen Werten, zwischen 1700 und 3000, fiihrt.

Das nach der Argininabspaltung aus Clupein durch Prota-
minase verbleibende einheitliche Bruchstiick Clupean haben wir1®
dem weiteren enzymatischen Abbau unterworfen, nimlich der
Hydrolyse durch aktiviertes Trypsin, die einheitliche, von Pepti-
dasen, Protaminase und von Chymotrypsin20 befreite Proteinase
aus Pankreas, und zwar bis zum Stillstand der enzymatischen
Einwirkung. Hierbei erfolgt die Auflosung von vier Peptid-

8 Vgl. dazn A. Kosser, Protamine und Histone, Leipzig und Wien 1929,
8. 41 ff.

1 E. Warpscammr-Lerrz u. E. Korranvi, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch., im
Druck.

2 E. Watpscamior-Lerrz v, 8. Axasori, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 228
(1934) 224. : '
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bindungen im Molekiill, es sei denn einem Vielfachen davon,
doppelt soviel als zuvor durch Protaminase. Unter den gebildeten
Spaltprodukten findet sich kein freies oder durch Arginase spalt-
bares Arginin. Die Zerlegung des (Gemisches der Spaltprodukte
.gelingt durch 6ftere Umscheidung aus verdiinntem Alkohol in der
Kilte, kontrolliert durch die Bestimmung des Quotienten N:NH,
in den einzelnen Fraktionen. Nach der Abtrennung einer geringen
Menge noch unangegriffenen Clupeans ergibt die Fraktionierung
als Endstufen zwei nicht weiter zerleghare Fraktionen, vom
konstanten Quotienten=etwa 5 fiir die leichter losliche,=etwa
9 fiir die schwerer losliche, in einer Ausbeute von insgesamt
27 Prozent des Gresamtstickstoffs in der ersteren, 73 Prozent in
der letzteren.

Fiir den in der Hauptfraktion gemessenen Quotienten 9 er-
gibt sich als einfachste Erkldrung das Vorliegen eines Gemisches
von Tripeptiden, bestehend aus je 2 Arginin- und 1 Monoamino-
siurereste, analog den KoSSELSCEEN Protonen. Der Quotient
andererseits in der kleineren Fraktion entspricht dem Werte fiir
ein Dipeptid aus 1 Arginin- und 1 Monoaminosdurereste bzw. fiir
ein Gemisch aus mehreren solchen. Diese einfachste Annahme
wird durch die Analyse bestitigt. In der ,Tripeptid-Fraktion®
findet man 88 Prozent, in der ,Dipeptid-Fraktion® 795 Prozent
des Gesamtstickstoffs nach der S#urehydrolyse als Argininstick-
stoff statt zu erwartender 888 bzw. 80°0 Prozent. Der Quotient
N:NH, der ,Tripeptid-Fraktion“ f&llt nach der Hydrolyse mit
Siure auf 3'4d (fiir ein Gemisch aus 6 Arginin+3 Monoamino-
sduren, darunter 1 Prolin ber. 3°38), der der ,Dipeptid-Fraktion“
auf 26 (fiir ein Gemisch aus 1 Arginin + 1 Monoaminosiure ber.
2'5); die ,,Tripeptid-Fraktion“ enthilt ein Drittel des Monoamino-
sdurestickstoffs als Prolin, die ,Dipeptid-Fraktion® dagegen kein
Prolin. \

Die Bausteinanalyse ergibt also fiir die , Tripeptid-Fraktion*“
das Vorliegen von mindestens 6 Arginin neben 3 Monoamino-
siuren, darunter 1 Prolin, fiir die , Dipeptid-Fraktion 1 Arginin
auf 1 Monoaminosiiure, aber kein Prolin. Da bei der Hydrolyse
des Clupeans durch Trypsin 4 Peptidbindungen, wenn nicht ein
Vielfaches davon, aufgespalten werden, so hat man unter den
Spaltprodukten mindestens 5 Bruchstiicke zu erwarten. Die ein-
fachste Annahme, die das Ergebnis der Bausteinanalyse in den
beiden Fraktionen vermittelt, wire also die eines Zerfalls des Clu-
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peans in 3 Tripeptide und 2 Dipeptide. Diese Annahme wird durch
die enzymatische Analyse der Fraktionen voll bestétigt. Da die
yLripeptid-Fraktion® durch Amino-polypeptidase nicht angegriffen
wird, kann sie nach allen Erfahrungen iiber die Spezifitit dieses
Enzyms keinen amino-endstindigen Monoaminoséiurerest enthalten;
die Aminogruppe wird also in diesen Tripeptiden Argininresten
angehéren. Aber auch am Carboxylende dieser Peptide findet sich
ein Argininrest; dieser wird durch Carboxy-polypeptidase ab-
gespalten. Man findet n#mlich in der ,Tripeptid-Fraktion“ die
Hilfte der vorhandenen Peptidbindungen dureh Carboxy-poly-
peptidase spaltbar und nach der Einwirkung dieses Enzyms eine
genau entsprechende Menge freien, durch Arginase spaltbaren
Arginins, ndmlich die H#lfte des insgesamt vorhandenen. Nach
der Einwirkung der Carboxy-polypeptidase sind andererseits nur
zwel Drittel der noch vorhandenen Peptidbindungen, also zwei,
durch Dipeptidase zerlegbar; dieses Verhalten wird dadurch er-
klirt, daf eine derselben tertifir gebundenen Prolinstickstoff ent-
h#lt, also durch Dipeptidase nicht gespalten wird. Die ,Tripeptid-
Fraktion“ besteht nach allem aus einem Gemische dreier Tri-
peptide mit amino- und carboxyl-endstindigem Arginin, von welchen
eines Prolin enthélt, also aus den Bruchstiicken:

A—M—A A—M—A und A—P—A

(A= Arginin-, P="Prolin-, M—aliphatischer Monoaminos#urerest).

Avuch in der ,Dipeptid-Fraktion“ ist die Reihenfolge der Bau-
steine durch enzymatische Analyse bestimmbar. Durch Dipeptidase
werden hier simtliche vorhandenen Peptidbindungen geldst, die
Fraktion enthiilt also nur Dipeptide. Zufolge der Bausteinanalyse
entfillt in der ¥raktion 1 Arginin auf 1 Monoaminosiure, sie
enthilt kein Prolin. Es ergeben sich also fiir die Zusammen-
setzung der darin enthaltenen Dipeptide nur die folgenden
Moglichkeiten der Verkniipfung: A—A, A—M, M—A und M—M,
das Aminocende jeweils links, das Carboxylende rechts gedacht.
Das Ergebnis der Spaltbarkeit durch Carboxy-polypeptidase er-
laubt, zwischen diesen Moglichkeiten zu entscheiden. Dieses Enzym
zerlegt nur die Hilfte der in der Fraktion vorhandenen Peptid-
bindungen und nach seiner Einwirkung wird eine entsprechende
Menge, néimlich die Hilfte des insgesamt vorhandenen Arginins durch
Arginase spaltbar, liegt also als freies Arginin vor. Dies ent-
scheidet zu Gunsten der Zusammensetzung des Gemisches aus
gleichen Teilen A—M und M—A, von 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 nach der Aufldsung einer Peptidbindung durch Carboxy-
polypeptidase entweder gar kein oder aber das gesamte vorhandene
Arginin durch Arginase spaltbar finden.

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

A—M—A,
A—M—A,
A—P—A,
A—M und
M—A.

Ihre Verkniipfung zum Molekiil des Clupeans erfolgt offen-
bar in folgender Weise: M—A +A—-M—A+A—-M A+
+A—P—A+A—M, wobei nur die Stellung des prolinhaltigen
Tripeptidrestes im Molekiil willkiirlich gewiihlt ist. Denn dies
ist die einzige Art der Verkniipfung, welche fiir die Angriffs
weise des Trypsins ein einheitliches Prinzip erkennen 146t: Trypsin
spaltet danach die Peptidbindungen zwischen zwel Argininresten
im Innern der Peptidkette. Diese Ansicht iiber die Wirkungs-
weise des aktivierten Trypsins beim Protaminabbau hat be-
merkenswerterweise bereits frither K. LINDERSTROM-LANG?! aus
theoretischen Betrachtungen tiber das Leistungsverhiltnis der
einzelnen proteolytischen Enzyme abgeleitet.

Diese Feststellung iiber die Wirkungsweise des Pankreas-
trypsins ist besonders zu beachten; denn es zeigt sich hier, daf
auch die Spezifitit einer echten Proteinase ebenso wie die der
Peptidasen allein durch Natur und Anordnung der Bausteine in
einem Peptid bestimmt wird, daB auch das Trypsin Peptid-
bindungen in offenen Peptidketten zerlegt?®. Die tfter diskutierte
Annahme, der Angriff des Trypsins beziehe sich auf besondere
ringtormige Strukturen im EiweiB, wird dadurch tiberfliissig. Die
Wirkungen der eigentlichen eiweispaltenden Enzyme, der Protein-
asen, bestehen in allen bisher untersuchten Fillen in der Spaltung

21 Ergebn. d. Physiologie 35 (1933) 455.

32 Vgl. damit die Beobachtung von M. Beremaxw, L. Zervas u. J. S, FroTon
{Science 81 (1935) 180] ither die Spaltbarkeit des Carbobenzoxy-glyecyl- glutamyl-
glycinesters durch Trypsin.
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von Peptidbindungen, die des Pepsins2, des Trypsins, des
Chymotrypsins?* und des Papains. Auch zeigt die stufenweise
Hydrolyse hochmolekularer Proteine, so die des Caseins? und
des Histons?$, durch diese Enzyme das ndmliche Bild wie die
der niedermolekularen Protamine, die Leistungen der einzelnen
Enzyme beim Abbau stehen in einfachen, ganzzahligen Verh#lt-
pissen zueinander, dhnlich wie sie auch beim stufenweisen enzy-
matischen Abbau von Polypeptiden auftreten und zu erwarten
sind. Die aus den Erfahrungen beim Protaminabbau abgeleiteten
SchluBfolgerungen iiber die Peptidkettenstruktur dieser Korper
hat man also prinzipiell auch auf die enzymatisch spaltbaren
béhermolekularen EiweiBstoffe zu iibertragen; fiir das Vorkommen
besonderer ringformiger Strukturen in diesen kennen wir bis
heute keinen triftigen Anhaltspunkt.

Aus der Aufteilung der Clupeanspaltprodukte in die beiden
Fraktionen in dem angefithrten Mengenverhéltnis und aus ihrer
Kennzeichnung ergab sich die oben wiedergegebene Reihenfolge
der Bausteine im Clupean, entsprechend dem einfachen, niedrigst-
moglichen Molekulargewicht. Erginzt man sie durch Anreihung
der durch Protaminase aus Clupein abgespaltenen beiden Arginin-
reste am Carboxylende, so gelangt man zu der folgenden Formel
Jfiir das Clupein:

X X
M—A—A-M~—-A—-A-—M-A—-A-P-A-A-—M-A-A,
in welcher gleichfalls die Stellung des Prolinrestes noch unsicher

ist, das Prolin auch eine der beiden anderen, bezeichneten Plitze
einnehmen kann.

Ein Vielfaches des der obigen Formel entsprechenden Mole-
kulargewichts wire unvereinbar mit dem festgestellten Verhéiltnis
von Tripeptid und Dipeptid unter den tryptischen Spaltprodukten
des Clupeans und mit der verh#ltnismédBigen Leistung des

2 Vgl. z. B. E. Wavpscnmmpr-Lierrz w. E, Smmons, Hoppe-Seylers Z. physiol.
Ch. 156 (1926) 114.

24 Nach noch unverdffentlichten Beobachtungen mit E. Graser spaltet
Chymotrypsin bei der Einwirkung auf Clupean 2 von den 4 Arginyl-arginin-
bindungen, die auch durch Trypsin zerlegt werden; die restlichen 2 Bindungen
bleiben auch nach der Einwirkung des Chymotrypsins spaltbar durch Trypsin.

%5 B. Warpscamior-Lertz u. E. Sivons, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 156
(1926) 99.

? B, WaLpscammr-Lerrz u. G. Kinstyer, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch.
171 (1927) 290.
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Trypsins beim Abbau?’. Dies gilt z. B. fiir die Annahme der
doppelten Kettenlinge und der abwechselnden Aufeinanderfolge
von je 2 Monoaminosfiure- und je 4 Argirvinresten im Molekiil;
die Hydrolyse von 8 Peptidbindungen in dem einer solchen Formel
entsprechenden Clupean wiirde in jedem Fall einen betréichtlichen
Anteil an hoherem Peptid, wenigstens einem Tetrapeptid, ergeben.
So ist auch eine von K. Frrix, R. HIRoHATA und K. DIRR?® er-
orterte Formel, nach welcher im Clupein Protone der Zusammen-
setzung M— A — A mit solchen der Zusammensetzung A —A —M
abwechseln sollten, mit unseren Ergebnissen iiber die enzymatische
Spaltbarkeit der isolierten Tri- und Dipeptidfraktionen nicht
vereinbar.

Fiir die vollstindige Aufklirung der Struktur des Clupeins
ist noch die Angabe der Reihenfolge fiir die einzelnen Monoamino-
shurereste im Molekiil erforderlich. Die chemische Kennzeichnung
der einzelnen, oben angefiihrten Spaltprodukte und die Ein-
schaltung weiterer proteolytischer Enzyme, so des Chymotrypsins,
in den Gang der Hydrolyse wird hierfiir forderlich sein; denn
die Zuhilfenahme der enzymatischen Analyse hat sich an diesem
Beispiel bisher vor allem als niitzlich erwiesen. Dann ergibt sich
fiir die Forschung die grioBere Aufgabe eines Vergleichs mit der
Struktur anderer, sich daraus ableitender, hohermolekularer Ki-
weiBkorper?9, die Aufgabe der Entwicklung einer (enealogie ver-
wandter Eiweifstoffe auf chemischer Grundlage.

2 Die von K. E. Rasmussex und K. Linorrstrom-Lane [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 moglicherweise ebenso wie ein von uns beobachteter
Schwund freier Aminogruppen im Clupein auf eine verminderte Reaktionsfihig-
keit der endstindigen Gruppen zuriickzufiihren.

28 Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 218 (1933) 269.

29 Vgl. A. Kosser u. E. G. Scmenck, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 173
(1927) 278; E. G. Scurwck, Naturwiss. 18 (1930) 824.



