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DIE BINDUNG DER KOHLENHYDRATKOMPONENTE IK PROTEINEN

B, Michreel, E.-4. Ustnann T u. G. Pielmeier

Aaug dem Vrianisch-Chemischen Institut

der Universitsit Minster (Westf.)

(ieceivei 22. Oktober 1962)

MICHEEL und SUTHAUS ! isolierten aus verschiedenen y-Globu-
linen curch abtau mit Tridthylanin Glykopeptide, cie einen
Gesamtkohlenhyératgehélt big ca. 80 % aufwiesen. Durch Ver-
feinerung des Verfenrens gelanyten MICHEEI und KLOKER 2,

von Rinderserum-y-globulin uausgeriend, zu einem Glykopeptid,
dag nehen der Oligosacchuridkomponente unmd o-Glucosamin
ledigiich GlutamineZure, Asparaginssure, Tyrosin und Thenyl-
alunin ecthielt. Der relstiv hohe Anteil an Asparaginsdure

und eo-Glucosamin legte die Vermutung nake, <ais die Aspara-

gincdurce die Bindung zun uv-Glucosamin-Baustein der Kohlen-
hydratikomponente vermittelt. Solche Vermutungen sind wieder-
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nolt 1445, 2uil Grund uer Lrgebnisee dee euzymatischen
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Abraues von Ovalbupin gefiulert worden. KAV.XSHEVA und Mit-

. 8
arheiter T

ernielten durch enzymatischen Abbau von Ovalbu--
min eine Fraktion, die neben Polysaccharid ausschliellich
asnarazinasiure enthielt. Uber die Art der Binduns konnten

jedoch keimne niheren Angaben gemacht werden.

/ir beschreiben im folgenden den ¢c h em i s ¢ h e n Abbau
von Ovalbumin, Die Anminosiiuren und das Hexosamin werden in
der isolierten Glykopeptid quantitativ mit dem Aminosiure-
inalysetor T nach SisIN und MOORE ° bestimmt. Lm die bei
der Hydro._.yse der Glykopeptide anfallenden Bruchstiicke
identifiz:.eren zu kdnnen, wurden die a- und [i~Pevtide aus
L-Asparaginsiure und bp~-Glucosamin synthetisiert. In Abdnde-

10 beschriebenen

++

rung des :n einer voraufgehenden Arbeit
Verfahrens wurde N-Cbzo-L-asparaginsidure—a-benzylester
(Schmp. 850) nach G.7. YOUKG und Liitarbeitern m durch Hy-
drolyse des Dimerisationsproduktes «,0-£zl-li~-Chzo-8,L-

e o a
asparaginsdure-anhydrid

BZlOOC—CH-CH2—CO—O—CO-CHQ?H—COOEzl

HN-Cbzo HN-Cbzo

in reiner Form gewonnen. Aus 1,3%,4,6-Yetracetyl-i,o-gluco-

gamin 12, N-Cbzo~L-asparaginsiure-a—benzylester und der
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13 urde N~|N-

Chzo-L—asparagyl-a-benzyl-i]-1,3,4,6-tetracetyl-8,o-gluco~

dquimolaren kenge Dicyclohexyl-carbodiimid

samin (I) erhalten.

Ausb. 79 %, Schmp. 211°, [a]§3 =+ 6,6° (¢ = 4, Pyridin).
NARKS und NsUBERGER '4 geben Schmp. 209,5 - 210,5° und
[a;22 =+ 6,3° (c = 1,27, Aceton) an.

C55HzgN,0,, (686,6). Ber.: C 57,70, H 5,58,N 4,08,HzCC0 25,0
Gef.: C 57,89, H.5,52,N 3,99,H5CC0 25,15

I wurde mit Pd0-BaSO, = katalytisch zu N-|.-Asparagyl-B]-

1,3, 4 G~tetracetyl-B,p~glucosamin (II) hydriert ++++.

85 %, Schmp. 203 - 205° (Zers.), Laj3? = + 28,3° (c = 4,
HJasser).
C,gH06l505 (462,4). Ber.: C 46,75, H 5,67, N 6,06

Gef.: C 46,44, H 5,65, N 6,06

Zur Abspaltung der Acetylgruppen wurde II 40 Stdn. mit 2 n
H u04 behandelt, die LOsung mit Ba(Oh)2 auf Py 4-5 gebracht
und nach dem Abfanven und Eindampfen was N~ L—Asparagyl B]-
p—glucosamin als Ba-Komplex isoliert. Dieses Komplexsalz
enthilt auf 2 Moleklile Glykopeptid 1 kolekil BaSO4, was
den Valenzbeziehungen entspricht. Es zeigt im Aminosidure-
Analysator-Diagramm einen einzigen scharfen "Peak" (Elution
nach 190 - 200 Minuten mit Citratpuffer Py = 3,25  0,02),
so daB -eine Transpeptidierung ausgeschlossen werden kann.
Avsh. 87 %, Schmp. 3000 (fortschreitende Zersetzung ab150%.

CoolizgBall 0508 (822,00, por i ¢ 29,22, 1 4,41, if 6,82

Gef.: C 29,52, H 4,67, N 5,76
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Dieses Hydrierungsprodukt ist dem Ampinosédure-Analysa-
tor-Diacramm zufolje einheitlich und frei von seinem

a-Isomeren.
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N-[L-Asparagyl-B j-o-glucosamin und N—{L-Asparagyl-« ]-o—
glucosarin, dars aus N-{L-Asparagyl-a (-1,3,4,6-tetracetyl-

B,p0-glucosanin 10

ebenfalls durch Hydrolyse mit 2 n stO4
dargestel .t wurde, unterschieden sich in ihren Aminosiure-—
Analysator-Diagrammen betr#chtlich. Die a-Verbindung wird

3 Stdn. sniter als die B-Verbindung eluiert. Nachdem so die
beiden N-isparagylderivate des o-Glucosaming in reiner Foui:.:
vekannt waren, wurde aus Hihnereiweifl von hichstens 1 Tag
alten Eiern nach einer von uns modifizierten Vorschrirt

von 00DW0ORTH u. SCHADE 16 ein reines Albumin isoliert und
dieses 'mit Dimethyl-amino-&thanol 17 in i#asser hydrolysiert.
Nach Dialysen und fraktionierten Fdllungen mit Athanol und
Isorropancol wurde ein Glykopeptidgemiseh mit einem Gesamt-—
sgehalt an Kohlenhydrat (Hexosen u. Hexosamin) von 45 % er-—
halten. Dies wurde mit 6 n HC1 (100° 6 3tdn.) hydrolysiert
und das Hrdrolysat nach entsprechender Vorbereitung in
Aminosiure-Analysator untersucht. Lieben geringen Spuren der
irm Alburir enthaltenen Aminosiuren enthielt das Glykopentid

6 Aminosiiren, und zwar in folgendem Verhiltnis:
Glucou-
Leuc., : Al., : Glyc. : Lys. ¢ Glut. : Asp. -t amin

1 s 2 : 2 : 3 : 3 3 s 3

%e geigte sich ferner, dafl vor der Asparaginsiure, der
ersten im Diagramm erscheinenden Aminosiure, ein noher
"Peak" auftritt, der keiner bLekannten, aber auch keiner
eventuell noch unbekannten Aminosiure wegen seiner Lage im
Diasramm zugeordnet werden kann. Es muii sich um ein Peptid
handeln, das bei der Hydrolyse nicht gespalten worden war.
Die leitdifferenz zwischen dem AuTftreten dieses Yeptids una
aer Aspareginsiure betidgt 40 MNinuten. Die beiden rertide
H—[L—AspaIagyl—B]—D—glucosamin und die entsyrechende a-Ver-
“induns erwiesen sich als zehr stabil gegen saure Hydrolyse,
so dall vermutet wurde, daws der unbelannte Feak einem von
ihnern entrpricht. aus einer Iigschung beider Fevtide er-

16 R.C. .oodworth u. 4.L. Schade, arch..ioch.sioph. 82,
78 (1359).
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schien das N-[L-Asparagyl-B)-c-glucosanin naci pena
Seit (190 ¥in.) im Diagramm des Arinos:iure-Analysst
die unberzannse Substanz gus dem ilydrolysat, wihrend
a~-Fentia erst drei Stunden nach den B-Yeptid ersclien. Jetmt
wurden etwa 20 y des synthetischen O-reptids zum lLyoiroly-
sat des Glykovewntids zuzegetzt. In dlesem Dlacramm war uer
entsrrecuende "real" sehr stark vergrolert. .eder am aul-
steigenden noch am absteigenden ast der seinr steilen Ku:ve
war jedoch eine Schulter vorhanden. Beicde Substanzen waren

-

alse id

ntisch. £s gelang daraufhin, aus dem Hydrolysst deg
Glykoproteids mit Hilfe des Analysators das Dipeptid rri-

naretiv zu isolieren,.jedoch bisher nur in Fufferlisunz.

Fach Hntfernung von Brij 35, Thiodiglykol und Phenol aus
den Citratcuffer wurie die Ldsung des Feptids der liyaro-
lyse unterworfen. Die Hestimmung im Aminosdure-—-Analysator

ersah ausschliellich Glucosarin und Asvaraginsiure. Danit

ist bewissen, da’t die Hindung zwiscihien Kohlenunydrst und

Frotein im Albumi: aus Hilhnereiern uber die B-stindi .e
Carboxvl ru pe der Asparagins-ure pepntidartig an einen
c—-Glucosaminrest erfolgt.

?H
A(0H NH
r | T (om) i,
OH 0d HN -——4-C0-CH,-C~CO0H
0 “H

virolvsaten von kohlenhydratreichen Glykopeptiden aus

Rinderserum-y-Globulin und Gelatine 8 wurden die chen

Feale ir Aminosiiure—Anslysctor registriert. Daraus drrf ge-

folcert werden, dak die peptidartice 3Binvung einer $=Cisb-
yxyloruzoe der Asnar: cinsiiure an die uHZ—Gruppe deg o=-Glu-

cosaning allgemeiner in den FProteinen vertresitet i1zt.

1 . . s - . . -
8 Dissertation . Kltdker, Universitit Minster 1961.





