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Zur Analyse von Proteoglykanen

Von M. LrerLANDER und D. DIELENBERG
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Herrn Professor Dr. Dr. Friedrich Timwm in Dankbarkeit und Verehrung gewidmet

Glykosaminoglykane wie Hyaluronsiure-, Chondroitin-4- und -6-sulfat-, Dermatansulfat-, Heparin- und Keratansulfat-Peptide wurden
nach einem einheitlichen Verfahren aus den entsprechenden Bindegeweben isoliert, unter gleichen Bedingungen hydrolysiert, ihre Amino-
sduren, so weit moglich, quantitativ bestimmt und die Ergebnisse unteteinander verglichen. Es gelang, auch nach Anwendung ver-
schiedener Proteasen sowie Alkali, nicht, dic Glykosaminoglykanc vollstindig von ihren Peptid- bzw. Aminosiureresten zu befreien.
— Wihrend der sauren Hydrolyse von Glykosaminoglykanpeptiden traten Aminosiureverluste auf. Testgemische, die aus hochgereinigten
Hyaluronsiuren bzw. Chondroitinsulfaten und Aminosiuren bestanden, wurden sauer hydrolysiert und anschlieBend siulenchromato-
graphisch quantitativ ‘getrennt und analysiert. Auffallende Verluste wurden fiir Arginin, Glutaminsiure, Methionin und Tyrosin re-
gistriert, Cystein war nahezu vollstindig zerstrt worden. — Die bei den Hydrolysen auftretenden schwarzen Riickstinde wurden isoliert
und es konnte gezeigt werden, daB8 die Aminosdurenverluste nicht einfach durch selektive Adsorption an die ,,Huminsubstanz* oder durch
eine chemische Reaktion mit deren Vorliufer erklirt werden kénnen. — Auf den Siulendiagrammen fanden sich neben den iiblichen
Aminosiurenpeaks noch neue, ninhydrinpositive, bei 440 nm und 570 nm registrierte Peaks. Derartige Peaks, die besonders zahlreich im
Trennbereich der basischen Aminosiuren auftraten, wurden auch nach saurer Hydrolyse von Glucosamin sowie Galaktosamin allein
gefunden. Offenbar handelte es sich bei diesen unbekannten Substanzen, zum Teil jedenfalls, um Epimerisierungsprodukte der Hexos-
amine. Die exakte Bestimmung, zumindest der basischen Aminosiuren, wurde hierdurch z. T. empfindlich gestért. Um die Hexosamine
und diese neuen Produkte aus dem Hydrolysat vor der Aminosiurenanalyse zu entfernen, obne dabei die Aminosiuren zu beeinflussen,
wurde versucht, sie mit Acetylaceton in fliichtige Chromogene umzuwandeln, was auch gelang. Nur wurden dabei die Verluste an Amino-
siuren immer dann sehr groB, wenn sich im Testgemisch Neutralzucker undfoder Uronsiuren befanden. Somit scheidet dieses Verfahren
fiir die quantitative Aminosiurenbestimmung saurer Glykosaminoglykan-Peptid-Hydrolysate aus. —

Die Trennbedingungen fiir Hydrolysate von Glykosaminoglykan-Peptiden und kiinstliche Hexosamin-Aminosiuren-Testgemische an
verschiedenen Tonenaustauschern wurden untersucht. Dabei wurde gefunden, daB in Anwesenheit sehr groBer Hexosaminmengen nur
dic Trennung von Nutzen ist, bei der die Hexosamine auf dem Chromatogramm relativ weit hinter den aromatischen Aminosiuten
erscheinen. Trennungen und quantitative Bestimmungen der Aminosiuren-Hexosamin-Hydrolysate nach dem Einsiulenverfahren ge-
langen im Hinblick auf die basischen Aminosiuren nicht. Sollen diese quantitativ analysiert werden, so sind langwicrige Verfahren, wie
man sie zur ‘Trennung sog. physiologischer Gemische verwendet, erforderlich.

The analysis of proteoglycans

Glycosaminoglycans, such as the peptides of hyaluronic acid, chondroitin-4- and -6-sulphate, detmatan sulphate, heparin sulphate and
keratan sulphate were isolated from the appropriate connective tissues by a uniform method, hydrolysed under the same conditions, their
amino acids determined, as far as possible quantitatively, and the results compared. It was not possible to completely free the glycos-
aminoglycans from their peptide or amino acid residues, even with the use of proteases or alkali, whereas the acid hydrolysis of glycosa-
minoglycan peptides resulted in losses of amino acids. Test mixtures, consisting of highly purified hyaluronic acids or chondroitin sul-
phates with amino acids, were hydrolysed with acid and resolved quantitatively and analysed by column chromatography. Marked losses
were noted for arginine, glutamic acid, methionine and tyrosine, and cysteine was almost completely desttoyed. The black residue pro-
duced during the hydrolysis was isolated and it was shown that the loss of amino acids was not simply due to selective adsorption onto
this “humin substance” ot by a chemical reaction with its precursors. The column profile showed new ninhydrin positive peaks registered
at 440 nm and 570 nm, in addition to the usual amino acid peaks. Some peaks were especially numerous in the separation region of the
basic amino acids and these were also found after the acid hydrolysis of glucosamine or galactosamine. Some of these unknown sub-
stances may be epimerisation products of the hexosamines. The exact determination, at least of the basic amino acids, was therefore sub-
ject to a marked interference. In order to remove the hexosamines and these new products from the hydrolysate before the amino acid
analysis and without affecting the amino acids, they were converted into volatile chromogens with acctylacetone. Losses of amino acids
were then still very appreciable if the test mixture contained neutral sugars and/or uronic acids. This method is therefore unsuitable for
the quantitative determination of amino acids in acid hydrolysates of glycosaminoglycan-peptides.

The sepatation conditions for hydrolysates of glycosaminoglycan-peptides and atificial hexosamine-amino acid test mixtures on diﬂ'erer}t
exchangers was investigated. It was found that the separation is only of use when the hexosamines appear relatively late after the aromatic
amino acids. The separation and quantitative determination of the amino-hexosamine hydrolysates by the one column. method was un-
successful with respect to the basic amino acids. Thequantitative analysis of these would involve further time-consuming procedures as
normally used for the resolution of physiological mixtures.

In nativer Form sind die im Bindegewebe vorkommen- bunden. Ob das gleiche auch fiir Hyaluronsiuren gilt,
den Glykosaminoglykane Chondroitin-4- und Chondroi- ist noch nicht endgiiltig geklirt (1).

tin-6-sulfat, Dermatansulfat, die Keratansulfate sowie Zur Strukturaufklirung der genannten Verbindungen
das Heparin kovalent an Protein bzw. Polypeptide ge- ist es notwendig, genaue Uronsiure-, Hexosamin- und
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Tab. 2

2,5-uMol-Aminosdurentestgemisch (eine L6sung, die alle in der Tabelle
aufgefiihrten Aminos#iuren enthilt, und zwar von jeder Aminoséure
2,5 uMol) plus 50 mg des jeweilig aufgefiihrten Glykosaminoglykans
wurden in 50 ml 6N Salzsdure 24 Stdn. unter N, auf 110° erwirmt, die
Lésung im Vakuum schonend eingedampft, der trockene Riickstand
in 5 ml Citratpuffer pH 2,2 aufgenommen und jeweils 1 ml der Amino-~
sdurenanalyse unterzogen. Desgleichen wurde mit den entsprechenden
Glykosaminoglykanen allein verfahren und die erhaltenen Amino-
siurenwerte von der vorher bestimmten abgezogen. Die in der Tabelle
aufgefiihrten Werte stellen_die Ausbeuten in % dar. Der Verlust an
Cystein war gro3

Hyalu- Hyalu-  Chon- Chon-  Mittel-
Aminosédure ron- ron- droitin-  droitin- wert
sdure*  sdure** 4-sulfat 6-sulfat
Lysin 109,4 111,2 105,7 104,9 107,8
Histidin 99,4 103,1 98,9 100,2 100,4
Arginin 87,1 88,7 84,7 83,3 85,9
Asparaginsédure 92,2 93,7 94,8 93,3 93,5
Threonin 98,2 94,9 93,2 94,3 95,1
Serin 97,8 98,2 95,7 94,1 96,4
Glutaminsdure 88,7 87,1 90,9 91,3 89,5
Prolin 97,2 95,9 94,8 95,6 95,8
Glycin 93,6 92,7 92,9 91,9 92,6
Alanin 93,1 94,2 91,4 93,2 92,9
Valin 100,2 102,4 99,2 99,8 100,4
Methionin 81,1 81,9 70,3 67,3 71,7
Isoleucin 96,5 97,1 94,9 95,7 96,0
Leucin 97,6 95,7 95,9 94,8 96,0
Tyrosin 81,1 11,9 75,2 78,1 78,0
Phenylalanin 99,2 104,7 95,8 96,4 99,0

* aus Glaskorper ** aus Nabelschnur

schwarze, in 65 HCI unlsliche ,,Huminsubstanzen* ge-
bildet. Um festzustellen, ob Aminosiuren in nennens-
wertem MaBe von der Huminsubstanz absorbiert wer-
den, haben wir jeweils 30 mg der isolierten ,,Humin-
substanz“ in 3 ml Aminosdurentestgemisch, das je
1,5 uMol der in Tabelle 1 aufgefiihrten Aminosiuren
enthielt, geschiittelt, den Niederschlag scharf abzentri-
fugiert und im Uberstand die Aminosiuren quantitativ
bestimmt. Bis auf Tyrosin und Phenylalanin fanden wir
alle Aminosduren zu 100 4 2%, wieder. Nur die Werte
fir Tyrosin und Phenylalanin lagen um 95 4 39,
bzw. 93 + 4%,

Abbau der Uronsiduren und Huminbildung in
starker Mineralsdure

Wihrend der salzsauren Hydrolyse der Glykosamino-
glykan-Peptide entstanden stets schwarze Niederschlige
in nennenswerter Menge. Glucuronsiure, Galakturon-
siure sowie Furfurol reagierten ihnlich, wenn sie in
6~ HCI unter Riickfluf} erhitzt wurden. In jedem Fall ent-
stand schon nach kurzer Reaktionszeit ein schwarzer
Niederschlag und die Reaktionslosungen waren gelb bis
braun gefirbt. Nach Ausschiitteln mit Xylol konnten in
der abgetrennten organischen Phase mit Anilin und
Eisessig rot gefirbte Losungen erhalten werden. Die
Spektren dieser Lésungen waren gleich und ergaben ein
Absorptionsmaximum bei 530 nm. Offenbar bildeten
sich intermedidr Furfurol oder verwandteVerbindungen,
die sofort weiter abgebaut wurden. ANDERsON und Mit-
arbeiter (5) erhielten bei der Decarboxylierung von
Uronsduren durch Kochen in 19proz. Salzsiure neben
CO, in geringen Mengen noch andere fliichtige Verbin-
dungen wie Furan, Acetaldehyd und Aceton. Unter dem
EinfluB starker Mineralsduren decarboxylieren die Uron-
siuren auch in Glykosaminoglykanen. Dabei sollten
sich intermediir ohne oder unter gleichzeitiger Spaltung
der Glykosidbindungen die den Uronsiuren entspre-
chenden Pentosen bilden, die dann unter dem EinfluB3
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der Mineralsdure in Furfurol und weitere Umwand-
lungsprodukte iibergehen. So einfach scheint der Ab-
bauweg aber nicht zu sein. Es gelang uns nicht, in salz-
sauren Losungen von Glucuronsiure bzw. Galakturon-
sdure (in 2—6n HCI), die unterschiedlich lang auf 110°
erhitzt waren, Pentosen wie Arabinose bzw. Xylose
gaschromatographisch auch nur in Spuren nachzuweisen,
selbst unter Bedingungen nicht, unter denen wir vorher
zugesetzte Pentosen wiederfanden. Ahnliches galt fiir
Hyaluronsiure und Chondroitin-6-sulfat. Bei den schwat-
zen ,,Huminriickstinden handelt es sich aufgrund der
Elementaranalysen (Tab. 3) um praktisch stickstoffreie
Verbindungen, die sich in Natronlauge 16sen und mit
Sdure wieder ausgefillt werden konnen. Dasselbe Ergeb-
nis erhielten wir, wenn die oben genannten Verbindun-
gen in Gegenwart zugesetzter Aminosiuren hydrolysiert
wurden. Es wird demnach praktisch kein Stickstoff aus
den Hexosaminen bzw. Aminosiuren in die Humin-
substanz eingebaut.

Tab. 3

Huminartige Riickstdnde nach 15stiindiger Hydrolyse der aufge-
fithrten Substanzen in 6N HCI bei 110°

Huminriickstand aus C % H % N %
Hyaluronséure 65,2 4,8 0,01
Chondroitin-4-sulfat 64,7 4,4 0,03
Chondroitin-6-sulfat 64,4 4,2 . 0,00
D-Glucuronséure 64,4 4,3 0,00
Furfurol 67,5 4,8 0,00
Epimerisierungen

Neben den tiblichen Aminosiurepeaks treten, wie das
Aminosiurenchromatogramm eines Chondroitin-4-sul-
fat-Peptid-Hydrolysats zeigt (Abb. 1), neue ninhydrin-
positive, bei 440 nm und 570 nm registrierte Peaks auf,
vor allem im Beteich vor der Asparaginsiure, zwischen
Leucin und Tyrosin sowie nach dem Galaktosamin. Der
letzte Peak in Abbildung 1 stellt Ammoniak dar, basi-
sche Aminosiuren werden in diesem Bereich — nach
7—8 Stunden — nicht von der 69/0,9-Beckman-Uni-
chrom-Siule eluiert. Im Bereich der basischen Amino-
siuren traten nach Chromatographie an der 23/0,9-
Beckman-Unichrom-Siule neue ninhydrinpositive Peaks
auf, die zum Teil im Lysin- (Keratansulfat-Hydrolysat)
als anch im Histidinbereich (Hyaluronsiure-Hydrolysat)
lagen. Diese Aminosiuren lieBen sich daher nicht immer
genau bestimmen. Mit den Hydrolysaten der tbrigen
in Tabelle 1 aufgefithrten Glykosaminoglykan-Peptide
erhielten wir auf beiden Siulen dhnliche Trennungen.
Auch auf dem nach dem Biocal-Einsiulenverfahren
erhaltenen Chromatogramm eines Hyaluronsiure-Hydro-
lysates (Abb. 2) fanden wir im Bereich zwischen Glucos-
amin und Ammoniak einige neue ninhydrinpositive
Substanzen; auf dem Chromatogramm eines Chondroi-
tin-4-sulfat-Hydrolysats (Abb. 3) erschienen sie zum Teil
erst hinter dem Ammoniakgipfel. Beim Erhitzen eines
Gemisches aus gleichen Teilen Glucuronsiure und
Glucosamin in 6N HCIl unter Stickstoff auf 110°, ent-
standen neben viel Ammoniak noch andere ninhydrin-
positive Substanzen, deren Lage auf dem Chromato-
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Abb. 4

10 mg reinstes Glucosamin-HCI und 10
m% Glucuronsdure wurden in 50 ml 6N
HCl 24 Stdn. unter Stickstoff in einer
Ampulle auf 110° erhitzt, die Losung
im Vakuum schonend eingedampft, der
Riickstand in 2 ml Citratpuffer aufge-
nommen und 1 ml auf die 0,9/60-cm-
S4ule des BC 200 aufgetragen. Das Dia-
gramm weist am Anfang einen Peak
auf, der sowohl bei 440 nm als auch
570 nm registriert wurde. Zwischendem
Glucosamin- und dem Ammoniakpeak
treten zahlreiche neue ninhydrinposi- L )
tive Substanzen auf, ebenfalls hinter 01 |
dem Ammoniakpeak. Nicht mit Salz- ’ ]
sdure behandeltes Glucosamin-HCl er-
gab nur einen einzelnen, symmetrischen 3
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gramm (Abb. 4) derjenigen der unbekannten ninhydrin-
positiven Substanzen des Hyaluronsiure- bzw. Chon-
droitinschwefelsiure-Hydrolysats entsprach (siche Abb.
2 und 3).

Welcher Art die neugebildeten ninhydrinpositiven Sub-
stanzen sind, wissen wir noch nicht. Da sie aber, jeden-
falls zum Teil, durch Behandlung mit Acetylaceton in
Pyridinpuffer pH 9,5 in Chromogene umgewandelt
werden konnten, ist zu vermuten, dal es sich bei der
einen oder anderen neugebildeten Substanz um einen
von Glucosamin und Galaktosamin verschiedenen Ami-
nozucker handelt. Diese Vermutungen werden durch
einen Befund von Muir (6) unterstiitzt, die in einem
Chondroitinsulfat-Hydrolysat, besonders nach lingerer
Einwirkung von 2—6N Salzsiure, einen neuen Amino-
zucker fand. Nach papierchromatographischer Trennung
von Glucosaminund Galaktosamin ergab dieser durch Ab-
bau mit Ninhydrin eine Pentose, die in ihrem chromato-
graphischen Verhalten nicht von Lyxose unterschieden
werden konnte. Muir schloB daher auf Talosamin, das
Epimere des Galaktosamins. Offenbar hatte wihrend
der Hydrolyse u. a. eine Epimerisierung des Galaktos-
amins stattgefunden.

Entfernung der Hexosamine und ihrer Umwand-
lungsprodukte durch Chromogenbildung mit
Acetylaceton

Die Umwandlungsprodukte der Hexosamine stéren so-
mit, zumindest bei der Aminosiurenchromatographie an
einer einzigen Ionenaustauschersiule (Einsiulenverfah-
ren) die Bestimmung der basischen Aminosiuren, die in
Glykosaminoglykan-Peptid-Hydrolysaten neben grofien
Mengen an Hexosaminen nur in geringer Menge voz-
liegen. Um diesen Schwierigkeiten zu entgehen, stellten
wir uns die Aufgabe, die Hexosamine und ihre Um-
wandlungsprodukte durch Chromogenbildung mit Ace-
tylaceton in flichtige oder nicht mehr mit Ninhydrin
reagierende Derivate umzuwandeln, ohne daB dabei die
Aminosiuren in Mitleidenschaft gezogen wiirden.

Erhitzt man Hexosamine in alkalischem Milieu mit Ace-
tylaceton, so erhilt man Chromogene, die in saurer L5-
sung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd violette bis
purpurrote Firbungen ergeben. Scuross (7) fraktio-

Z. Klin. Chem. u. klin. Biochem. / 10. Jahrg. 1972 / Heft 1

1 1 1 1 1 1
140 160 180 200 220 260
t [Min.)

i
100 120

nierte diese Chromogene und erhielt neben einer Fliissig-
keit mehrere feste Substanzen, die et aber nicht niher
charakterisierte. Aus einem ErsoN-MorGAN-Reaktions-
gemisch (8) destillierten CorNrorTH und FirTH (9)
2-Methyl-pyrrol und isolierten aus dem Riickstand
2-Methyl-3-acetyl-pyrrol. Es war nach diesen Befunden
und nach Arbeiten von Cesst und Piriego (10) anzu-
nehmen, daB auch nach Erhitzen eines Hexosamin-
Aminosiuren-Gemisches mit Acetylaceton in alkali-
schem Milieu die Hexosamine quantitativ in Chromogen
umgewandelt und wenigstens zum Teil abdestilliert
werden konnten. Dariiber hinaus hofften witr, daB die
nichtfliichtigen Chromogene nicht mit Ninhydrin rea-
gieren und somit auch nicht die Bestimmung der
Aminosiuren stéren wiirden.

Aminosiurentestgemische wurden deshalb gemeinsam
mit gréBeren Mengen (etwa 10 uMol) Glucosamin und
Galaktosamin in einem Pyridinpuffer pH 9,5 eine Stunde
lang in Gegenwart von Acetylaceton auf dem Dampfbad
erhitzt und das Reaktionsgemisch anschlieBend im
Vakuum bis zur Trockene eingedampft. Den Riickstand
l6sten wir in Wasser und entnahmen der Losung ali-
quote Teile zur Aminosiurenanalyse. Wir konnten auf
diese Weise die Hexosamine so weit entfernen, dafBl sie
die Bestimmung der Aminosduren nicht mehr stdrten.
Die Umwandlungsprodukte der Hexosamine ergaben
im gesamten Aminosiuren-Diagramm keine storenden
ninhydrinpositiven Peaks, noch gingen sie mit den
Aminosiuren selbst in wesentlichem Umfang auf Kosten
letzterer ein (siehe Tab. 4, Spalte 1).

Um das Verhalten des Hexosamin-Aminosiuren-Gemi-
sches unter den Bedingungen einer salzsiuren Hydrolyse
zu priifen, haben wir das Testgemisch 20 Stunden lang
in 6N HCl auf 110° erhitzt, das ,,Hydrolysat® im Vakuum
zur Trockene eingedampft und den Riickstand mit
Acetylaceton behandelt. Tryptophan wurde zerstort.
Auch Methionin und Cystein untetlagen einem partiellen
Abbau. Cysteinsiure und Methioninsulfon entstanden
nur in geringer Menge. Sie konnten den Verlust an
schwefelhaltigen Aminosiuren nicht ausgleichen. Alle
iibrigen Aminosiuren fanden wir innerhalb der zuge-
lassenen Fehlergrenze quantitativ wieder (Tabelle 4,
Spalte 2). Die Hexosamine waren im Chromatogramm
nicht mehr nachzuweisen. Fiigte man den Aminosiuren-
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Tab. 4

Ubersicht iiber die in Gegenwart von Glucosamin,

Spalte 1:

2,5 uMol Aminosaurentestgemisch (ein Gemisch, das alle in Tabelle 1 aufgefii
und”lo xMol Glucosamin-lg!Cl wurden in 50 ml 6N Salzsdure 24 Stdn. unter

Glucuronsiure bzw. Galaktose durchgefiihrten Aminosiureanalysen (n_= 4) und deren Fehler.
% = wiedergefundene Aminoséduremenge in ug

hrten Aminoséuren enthilt, und zwar von jeder Aminosidure 2,5 zMol)
Stickstoff auf 110° erwdrmt, die Lésung im Vakuum schonend einge-

dampft, der trockene Riickstand in 5 ml Citratpuffer pH 2,2 aufgenommen und jeweils 1 ml der Aminosdurenanalyse unterzogen (Beckman-
¢

Unichirom-Aminosédurenanalysator).

Spalte 2:
,,Ii)-lydro)ysen“ wie unter 1. Nach Eindampfen des Hydrolys:

ats im Vakuum wurde der trockene Riickstand in Pyridinpuffer pH 9,6 mit Acetyl-

aceton behandelt (siehe exp. Teil), das Losungsmittel abdestilliert und der Riickstarid in 5 ml Citratpuffer pH 2,2 aufgenommen. Analyse wie

unter 1.
Spalte 3:

Gemisch wie unter 1, zusétzlich 10 Mol Glucuronsiure. Hydrolyse, Aufarbeitung und Analyse wie unter 1. .

Spalte 4:

Wie unter 3, nur hier wiederum Aufnahme des trockenen Hydrolyseriickstandes in Pyridinpuffer pH 9,5 und anschlieBende Behandlung mit

Acetylaceton. Aufarbeitung und Analyse wie unter 2.
Spalte 5:

Wie unter 3, nur anstelle von 10 Mol Glucuronséure 10 #Mol Galaktose im Testgemisch.

%i?altuen?e:r 5, nur daB der Hydrolysenriickstand vor der Analyse mit Acetylaceton in Pyridinpuffer pH 9,5 behandelt wurde.
1 2 3
Ei?gte-
Aminosédure I?/fe:%?e b s Fehler % X s Fehler % X s Fehler %
(ug .

i 73,1 73,2 1,15 +0,13 71,2 1,11 —2,60 74,1 0,55 +1,37
Histidin 11,6 71,5 0,62 —0,13 76,4 1,17 —1,50 77,9 0,43 40,39
Arginin 87,1 86,3 1,75 —0,92 83,3 1,17 —1,80 85,0 0,67 —8,15
Asparaginsdure 66,5 66,7 1,18 +0,30 66,4 0,47 —0,15 67,6 0,38 +1,65

reonin 59,5 59,3 0,51 ,34 58,1 0,68 —2,35 59,5 0,37 +0
ser 52,5 51,8 0,95 1,33 51,9 0,26 0,95 52,3 0,43 0,38
erin ) ) f] 1y ) > i ) >
Glultaminséure 73,5 74,9 1,24 +1,90 72,8 0,22 —0:95 74,3 0,38 +1,07
Prolin 57,5 58,9 1,01 +2,43 57,6 0,41 +0,17 57,5 0,41 +0
O B A T N A
Alani 44,5 44,9 ) +0, ) X - 4,5 .
Cyas?ilrrxlﬂ . 60,0 46,2 1,05 —23,00 32,8 0,81 :30 40:6 0:47 —32,30
Valin : 58,5 59,2 0,98 41,19 57,5 0,39 —1,70 57,6 0,29 —1,56
Methionin 74,6 60,6 1,68 —18,76 45,2 0,87 —39,41 56,8 0,41 —23,86
Coucin 6 62s  on 0% o om  om &1 om  F29
Leucin 65, s A : y )y 3 —4,
Tyrosin 90,6 90,7 0,81 +0,11 89,6 0:64 —1,00 87,2 0:41_ —3,75
Phenylalanin 82,6 84,4 0,54 +2,17 82,3 0,68 B —0,36 81,6 »,.26 - —1,21
4 5 6
x s Fehler % S s Fehler % X s Fehler %
Lysin 62,1 1,00 —15,05 74,9 0,78 42,60 63,9 0,41 —12,44
Histidin 66,1 1,16 —14,82 76,5 0,49 —142 50,5 0,55 —34,92
Arginin 67,2 2,65 —22.85 84,7 0,52 —2,76 66,6 0,46 —23,53
Asparaginsiure 60,7 0,52 —8,72 66,2 0,39 —0,45 61,1 0,61 —8,01
Sorm a8 0% 8% B8 om hes sos om Te%
erin , ) 1, B , 5 —3,2
Glutaminsaure 62:2 1,09 —15,37 70,8 0,39 —3,67 57,9 0:37 —21,22
Prolin 51,5 1,42 —10,43 56,5. 0,26 —1,74 51,8 0,22 —9,91
gt B oR Thm o ogr o gm s, H2 o gw us
anin X X —8,31 ,1 0,3 —0, ’ y =4
Cystin/2 15,7 3,90 —173,83 33,1 0,59 —46,50 16,0 2,20 —173,30
Valin 52,4 1,62 —10,43 57,1 0,47 —2,39 52,5 0,37 —10,25
Methionin 14,5 2,92 —80,56 18,5 0.56 —15,20 18,4 1,35 —175,32
Isoleucin 59,8 2,02 —8,84 66,5 0,46 +1,37 64,2 0,40 —2,13
Leucin 56,6 1,30 —13,72 65.4 0,38 —0,30 58,9 0,42 —10,21
Tyrosin 76,4 1,29 —15,67 86,8 0,51 —4,20 75,6 0,37 —16,55
Phenylalanin 11,7 0,54 —13,20 19,5 0,49 —3,76 69,5 0,42 —15,86

testgemischen auBer Hexosamin noch Glucuronsiure
zu, so erhielt man nach 20-stiindiger Hydrolyse ebenfalls
bis auf Methionin, Cystein und Tryptophan alle Amino-
sduren quantitativ zuriick (Tabelle 4, Spalte 3). Erst
nach Behandlung solcher ,,Hydrolysate* mit Acetylace-
ton in Pyridinpuffer pH 9,5 traten starke Aminosiuren-
verluste auf (Tabelle 4, Spalte 4). Mit Galaktose anstelle
von Glucuronsiure ergab sich ein hnliches Bild (Tabelle
4, Spalte 5 und 6). Die Hexosamine waren nach der Be-
handlung der Testgemische mit Acetylaceton bei pH
9,5 nicht mehr auf dem Chromatogramm nachweisbar.
Im Zusammenhang mit deén eben genannten Amino-
siurenverlusten sind Befunde von Cgss1 und PrLieGgo (10)
interessant, die Aminosiuren zusammen mit Glucose der
Reaktion mit Acetylaceton in alkalischer Losung unter-
warfen. Sie erhielten in den meisten Fillen nach Zugabe

einer salzsauren Lésung von p-Dimethylaminobenzalde-
hyd purpurrot gefirbte Lésungen mit einem Absorptions-
maximum bei 530 nm. Lysin ergab hierbei den héchsten,
Tryptophan den niedrigsten Wert. Wit konnten dhnliche
Befunde mit Galaktose, Mannose und Glucuronsiure
ertheben. Erhitzen wir die Kohlenhydrate mit den ent-
sprechenden Aminosiuren zuvor einige Stunden in
6~ HCI auf 110° so ergab die im Vakuum schonend
bis zur Trockene eingedampfte Losung einen dunkel-
braunen Riickstand, der, in Wasser gelost, die genannte
Reaktion mit Acetylaceton/p-Dimethylaminobenzalde-
hyd nicht mehr ergab. Es ist demnach nicht méglich,
den Verlust an Aminosiuren nach Behandlung der
Hydrolysate mit Acetylaceton bei pH 9,5 auf die Bildung
Evson-MorGAN-positiver Substanzen zuriickzufithren.
Um aufler an Testgemischen die Methode auch an Natut-
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stoffen zu studieren, haben wir neben Chitin noch die in
Tabelle 1 aufgefiithrten Glykosaminoglykan-Peptide zu-
sammen mit Aminosiurentestgemischen 24 Stunden
lang in 65 HCI unter Stickstoff auf 110° erhitzt, das Hy-
drolysat eingedampft und aliquote Teile direkt bzw. erst
nach Behandlung mit Acetylaceton analysiert. Wie Ta-
belle 5 zeigt, treten groBere Aminosiurenverluste nach
Behandlung mit Acetylaceton in Pyridinpuffer pH 9,5,
bei all den Substanzen auf, die Uronsiure bzw. Galak-
tose enthalten, wihrend die Aminosiduren, die zusammen
mit Chitin hydrolysiert wurden, in annehmbaren Mengen
zuriickerhalten wurden. In Abbildung 5 haben wir die

Tab. 5

Jeweils 50 mg Glykosaminoglykan wurden zusammen mit 5 uMol
Aminosdurentestgemisch (vgl. Tab. 1,1) in 50 ml 6N Salzsdure 24 Stdn.
unter Stickstoff auf 110° erhitzt, das Hydrolysat im Vakuum schonend
zur Trockene eingedampft und der Riickstand in 10 ml Wasser auf-
genommen. Jeweils 4 ml wurden in Kélbchen pipettiert und wiederum
bis zur Trockene eingedampft. Der neue Riickstand wurde zur Ana-
lyse gleich in 5 ml Citratpuffer pH 2,2 aufgenommen, der andere
mit Acetylaceton in Pyridinpuffer pH 9,5 behandelt (vgl. exp. Teil).
Diese Losung wurde ebenfalls im Vakuum bis zur Trockene einge-
dampft und der Riickstand in 5 ml Citratpuffer pH 2,2 zur Analyse
gelést. In den einzelnen Spalten sind die Aminosdureverluste in
Prozent nach Behandlung der lt-_l._};ldiolysate mit Acetylaceton auf-
gefiihr

Hier wurden 25 mg Chitin mit 5 uMol Aminosdurentestgemisch hy-
drolysiert. Aufarbeitung und Analysen wie beschrieben

Chromatogramme der unterschiedlich behandelten Chon-
droitin-4-sulfat/ Aminosiuren-Hydrolysate aufgefiihrt.
Wie man sieht, verschwinden die Hexosamine nach det
Acetylacetonbehandlung vollstindig, auBerdem der in
Abbildung 1 zwischen Leucin und Tyrosin liegende nin-
hydrinpositive, bei 570 nm registierte Gipfel. Dafiir
tritt aber im Bereich zwischen Setin und Glutaminsiure
ein bei 440 nm registrierter Gipfel auf.

Zur Trennung von Hexosaminen und
Aminosiuren an Ionenaustauschersiulen

Vor einigen Jahren gelang es uns (11), unter Verwen-
dung einer Eingradienten-Mikrosiule, Aminosiuren, die
in einem Hyaluronsiure-Hydrolysat in geringer Menge
vorlagen, aufzutrennen und quantitativ zu bestimmen.
Bedingt durch den hohen Glucosamingehalt war es
jedoch nicht méglich, den Wett fiir Leucin und Tyrosin
exakt zu ermitteln, da der zwischen Leucin und Tyrosin
erscheinende Glucosamingipfel die genannten Amino-
sduren teilweise iiberdeckte. AuBerdem war die quanti-
tative Analyse der basischen Aminosiuren aus den oben
genannten Griinden problematisch. Das gleiche galt auch
bei der Analyse dieses Hydrolysats an Amberlite CG 120

Aminosdure H,}',f,'_“' hon-  Chon- Heparin }chfi" Chitin - yund IRC-50 in einer Apparatur nach HanniG (12), sowie
sdure  d-sul-  6sul- sulfat an Aminex-6-Tonenaustauschharz nach dem Einsiulen-
0 502 - o0 ai0s verfahren mit dem Biocal-BC-200 und an PA 28- und
Lysin ,96 6 \ 04 15,30 2,9 .
E}i's':idin 34,84 3838 4167 ggﬁ}g 12,88 31 PA 35-Ionenaustauscherhatzen nach dem Zweisiulen-
rginin 2, S y , 17,91 3,9 : : a H
%;paraginsﬁure gg,(]) g 25,28 32’32 ‘52'22 g;gé 1 0 verfahten mit dem Beckman-Unichrom-Gerit. Da jedoch
reonin X 12 )T 3 i i i
Serin 2805 2283 gzgg 2?:35 1z 35 die Trennfolge der ngos;nunc dagxkdlhrer be(siondcr;n
utaminsiure 3 ' ,23 48 ioni i n es -
Prolin 63,35 5891 86,15 6942 25,80 47 1omthen S.truktur urch —eine  Anderung des p
Glycin 30,88 2589 38,19 12,06 860 3,0 Bereichs zwischen 3,25 und 4,25 nicht stark beeinfluBt
Alanin 27,67 16,20 34,50 155 2,53 1.8 . . 2 . . .
Sy?gnnlz gg% 41351),3:24 Z(;g:la ?2’53 44,65 13,2 wird — was fiir Aminosiuren nicht gilt —, konnten wir
alin R 1 . . . - . 1 N
Methionin ggigg 2116 4156 3(152 sgﬁg 1;;2 die aromatischen Aminosiuren durch zeitliche Anderung
soleucin ,63 i 22,85 46! 1 H i
%eucir_l gg,gg é‘g‘jég ggjgg %é g 10%3 g;g des Pufferwechsels von den Hexosaminen trennen. Dabei
yrosin \ ,0¢ X ) 6, 1 . . . .
Phenylalanin 2675 18/98 20,06 2871  8.95 34 erschienen je nach :Att des Puffem'rechsels die Hexos.amme
Tryptophan - - — — — — entweder vor, zwischen oder hinter den aromatischen
1 B
& o
a w - =
< = £ 2
= > 9 =
c 5 =<
2
z
£
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Aminosduren-Hexosamin-Diagramm eines Chondroitin-4-sulfat/Aminosduren-
Hydrolysats. 50 mg Chondroitin-4-sulfat wurden zusammen mit einem 2,5
uMol-Aminosiuren-Testgemisch (vgl. Tab. 2) in 50 ml 6N HCI unter Stick-
stoff 24 Stdn. auf 110° erhitzt, das Hydrolysat im Vakuum schonend einge-
dampft, der Riickstand mit Acetylaceton in wiBrigem Pyridin behandelt, die
Lésung im Vakuum eingedampft und der Riickstand in 5 ml Citratpuffer
pH 2,2 aufgenommen. Jeweils 1 ml wurde auf die entsprechende Séule des

‘Beckman-Gerédts aufgetragen
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Aminosiuren. Die besten Trennungen, vor allem wenn
groBe Mengen Hexosamine neben geringen Mengen
Aminosiuren vorlagen, waren die, bei denen die Hexos-
amine hinter den aromatischen Aminosiuren erschienen.
Wie die vorliegenden Untersuchungen weiter zeigen,
entstehen bei der Hydrolyse der Glykosaminoglykan-
Peptide aus den Hexosaminen ninhydrinpositive Abbau-
produkte, die die quantitative Bestimmung der basischen
Aminosiuren stéren. Sie kénnen zwar durch Chromo-
genbildung entfernt werden, dadurch tritt aber ein
groBerer Aminosdurenverlust auf. Deshalb versagte in
unserem Fall die Analyse der Glykosaminoglykan-
Peptid-Hydrolysate nach dem substanz- und zeitsparen-
den Einsiulenverfahren ganz. Nur wenn wir nach dem
Zweisiulenverfahren und dann bei den basischen Amino-
siuren unter Verwendung von Methoden, die der Auf-
trennung sogenannter physiologischer Aminosduren-
gemische dienen, arbeiteten, gelang es uns, die basischen
Aminosiuren von den Hexosaminen und ihren Abbau-
produkten so zu trennen, daB} eine quantitative Bestim-
mung der basischen Aminosiuren moglich war. Bei
diesen Verfahren, die im Durchschnitt etwa 6 Stunden
dauverten, kamen die basischen Aminosiuren Lysin,
Histidin, Arginin nach, die Hexosamine vor dem
Ammoniakpeak.

Material und Methoden

Material

L-Aminosiuren, D-Glucosamin-HCI, Galaktosamin-HCI und Glu-
curonsiure waren analysenreine Priparate. — Chitin wurde aus
Krebsschalen nach Hackman (13) dargestellt (Ber. N 6,89 fiir
(CgH3NOg)n (203,2 fisr n = 1); gef. N 6,699,). — Glycosamino-
glykan-Peptide haben wit aus menschlicher Nabelschnur, aus
Rinderglaskorper, Rinder-Tracheaknorpel, Schweinehaut und
Grundhaiknorpel nach Abbau der Gewebe mit Papain (14)
isoliert und im priparativen MaBstab durch Chromatographie
an DEAE-Sephadex- (15) und Ecteola-Cellulose-Siulen (16)
gereinigt. Da so nur eine Trennung in eine Hyaluronsiure-, eine
Chondroitinsulfat/Dermatansulfat/Keratansulfat- und eine He-
patin-Fraktion moglich war, wurden die chromatographisch
abgetrennten Glykosaminoglykan-Peptid-Gemische noch aus
einer Sproz. Calciumacetatldsung in 0,58 Essigsiure dutch Zu-
gabe von Athanol bis zu einer jeweils bestimmten Alkoholkonzen-
tration fraktioniert gefillt (17). Die Dermatansulfatfraktion wurde
anschlieBend noch mit Hyaluronidase (18) behandelt. Zur Rein-
darstellung von Keratansulfat haben wir Rinder-Corneae mit
Papain abgebaut und das Keratansulfat in Anlehnung an eine
Vorschrift von K. MeveR und Mitatbeiter (17) isoliert. Nach
Chromatographie an Ecteola-Cellulose nach Gremwme und
Mitarbeiter (19) ethielten wir 2 Hauptfraktionen I und IL. — Die
Analysen der Glykosaminoglykan-Peptide sind in Tabelle 1 ent-
halten. — Chondroitin-4-sulfat, das laut Tabelle 1 rund 227 uMol
Aminosduren pro Gramm Trockengewicht enthielt, wurde mit
Pronase (20) behandelt, das Enzym mit Trichloressigsiure aus-
gefillt, der Uberstand nach Neutralisation mit NaOH dialysiert,
an DEAE-Sephadex chromatographiert, dialysiert, mit Dowex
X 8 (100—200 mesh, H+-Form) entsalzt und gefriergetrocknet.
Die Analysen ergaben: Gesamtmenge an Aminosiuren 116 uMol/g
Trockengewicht; Aminosiurengesamtstickstoff 0,18%; Gesamt-
stickstoff 3,069, ; Gesamtschwefel 5,99% ; Acetylgruppen 12,509
Uronsiure 37,8%; Hexosamin 36,4%,. 1 g dieser Substanz wurde
in das Kaliumsalz iiberfithtt, in 500 ml 0,58 KOH gelést und
24 Stdn. bei 4° aufbewahrt. Nach Neutralisation mit Eisessig,
Dialyse gegen dest. Wasser und Entsalzen mit Dowex X 8 wurde
die Lésung gefriergetrocknet. Wir erhielten ein farbloses Produkt,

das sich nach einigen Tagen, auch im Exsikkator iiber P,Oy, gelb

firbte, Analysen: Gesamtmenge an Aminosduren 77 uMol/g
Trockengewicht; Aminosiurengesamtstickstoff 0,11%; Gesamt-
stickstoff 2,91% ; Gesamtschwefel 6,19%; Acetylgrippen 11,989%;
Utonsiure 38,19, Hexosamin 37,1%,.

Methoden

C, H, N und S wurden wie 1. c. (11) beschrieben quantitativ be-
stimmt, N auBerdem noch mit Hilfe der Ultramikro-KjeLDAHL-
Nesster-Methode (21), die Acetylgruppen nach L. c. (22), Uron-
siuren pach 1. c. (23), Hexosen nach 1. c. (24). Die quantitativen
Hexosaminanalysen wurden nach Cesst und Pirreco (10) sowie
mit Hilfe der Ionenaustauscherchromatographie durchgefithrt.
Dazu wurden stets etwa 10 mg des jeweiligen Glykosamino-
glykan-Peptids in 50 ml 4—6N, frisch dest. Salzsiure 5—8 Stdn.
unter Stickstoff in zugeschmolzenen Ampullen auf 110° erwirmt,
das Hydrolysat schonend im Vakuum eingedampft, der Riick-
stand in den entsprechenden Puffern gelést und aliquote Teile
zutr quantitativen Analyse verwandt. Zur quantitativen Analyse
der Aminosiuren wurden jeweils etwa 50 mg des Glykosamino-
glykan-Peptids in 50 ml 6n HCI unter den eben genanaten Be-
dingungen 24 Stdn. hydrolysiert und aufgearbeitet. Die Hexos-
amin- und Aminosiurenanalysen wurden mit Hilfe eines auto-
matischen BIOCAL-Aminosiurenanalysators BC 200 (Baujahr
1968) an einer 0,9/60 cm-Siule mit BIORAD-Aminex A 6-
Tonenaustauscherharz getrennt und mit Ninhydrin nach 1. c. (25)
quantitativ bestimmt. Das Pufferprogramm lief in der Reihen-
folge:

a) Citratpuffer pH 3,25 4 0,02, der noch 49, Athanol enthielt
(0. bis 62. Minute);

b) Citratpuffer pH 4,24 4- 0,02 (62. bis 125. Minute);
c) Citratpuffer pH 6,45 4 0,02 (125. bis 235. Minute).

Die Natriumkonzentration aller Puffer war 0,2N, die Durch-
fluBgeschwindigkeit der Puffer betrug 90 ml/Std., die des Nin-
hydrinreagenzes 45 ml/Std. Als Waschnatronlauge wurde eine
0,4n Losung (von der 235. bis zur 260. Minute) verwandt. Die
Sdulentemperatur betrug 53°. Die Trennung und quantitative
Bestimmung eines Aminosiuren-Hexosamin-Gemisches dauerte
hiernach etwa 4 Stdn. Leider war die quantitative Bestimmung
der basischen Aminosiuren in Glykosaminoglykan-Peptid-
Hydrolysaten nach dem Einsiulenverfahren nicht méglich. Die
Trennung der basischen Aminosiuren, der Hexosamine und
ihrer Abbauprodukte war unter folgenden Bedingungen méglich:

a) 0,9/40 cm Siule; Harzh6he 25 cm; Harz Bio Rad Aminex A 5;
Elutionsmittel Natriumcitratpuffer pH 4,26 4 0,02, 0,38x Nat+
(0. bis 185. Minute, T = 30°); Natriumcitratpuffer pH 5,28 - 0,02,
0,35n Nat* (185. bis 330. Minute, T = 55°); 0,2n NaOH (330. bis
350. Minute, T = 55°); Natriumcitratpuffer pH 4,26 wie oben
(350. bis 380. Minute, T = 30°); DurchfluBgeschwindigkeit der
Puffer 60 ml/Std., des Ninhydrins 30 ml/Std.

b) 0,9/40 cm Siule; Harzhdhe 25 cm; Harz Bio Rad Aminex 6;
Elutionsmittel Natriumcitratpuffer pH 4,30 4 0,02, 0,3y Na+,
T = 50°; DurchfluBgeschwindigkeit des Puffers 68 ml/Std., Nin-
hydrin 34 ml/Std. Dauer der beiden Analysen jeweils 5—6 Stdn,
Nach etwa 5 Stdn. erschien der Atgininpeak.

Zur Trenniung der sauren und neutralen Aminosiuren sowie der
Hexosamine mit dem Beckman-Aminosiurenanalysator Unichrom
(Baujahr 1967) wutrde in einer 0,9/69 cm Siule Ionenaustauscher-
harz vom Typ PA 28 in einer Fiillhthe von 56 cm benutzt. Die
Puffer waren in der 0. bis 85. Minute 0,25 Natriumcitratpuffer
pH 3,28 4- 0,02, in der 85. bis 240. Minute 0,2n Natriumcitrat-
puffer pH 4,25 4- 0,02. Zur Trennung der basischen Amino-
siuren und Hexosamine wurde eine 0,9/23 cm Siule verwandt,
die das Harz PA 35 in einer Hhe von 20 cm enthielt. 0,35~
Natriumcitratpuffer pH 5,28 4- 0,02 wurde als Elutionsmittel
verwandt. Die DurchfluBgeschwindigkeit beider Puffer betrug
68 ml/Std., die des Ninhydrins 34 ml/Std., die Siulentemperatur
betrug 55°. Eine vollstindige Analyse an beiden Siulen dauerte
insgesamt 7--8 Stdn. Hydroxyprolinanalysen wurden in einem
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dquivalenten Teil dés jeweiligen Hydrolysats nach STEGEMANN
(26) dutchgefithtt. Zum Nachweis von Pentosen wurde die
Glykosaminoglykan-Peptid-Hydrolysate schonend im Vakuum
eingedampft und nach Km und Mitarbeiter (27) aufgearbeitet.
Die Neutralzucker wurden nach SweeLy und Mitarbeiter (28) in
die Trimethylsilylderivate umgewandelt und gaschromatogra-
phisch nachgewiesen.

Chromogenbildung und Aminosiurenanalysen:

a) Acetylaceton-Reagenz: 1ml frisch dest. Acetylaceton (Kp.
138—140°) wurde in 100 ml Pyridin/Wasser (9:1) geldst. Der
pH-Wert betrug 9,5. Die Lésung wurde vor jedem Versuch
frisch hergestellt.

b) Dutchfithrung: Jeweils 50 mg der in Tabelle 3 aufgefiihrten
Glykosaminoglykane wurden in 50 ml 6x HCl 24 Stdo. unter

Stickstoff in abgeschmolzenen Ampullen auf 110° erhitzt, das
Hydrolysat im Vakuum schonend zur Trockene eingedampft
und der Riickstand in 10 ml Wasser aufgenommen. Jeweils 4 ml
wurden in Kélbchen pipettiert und bis zur Trockene im Vakuum
eingedampft. Den einen Riickstand nahm man gleich zur Amino-
siurenanalyse in 5ml Citratpuffer pH 2,20 auf, den anderen
loste man in 40 ml Acetylacetonreagenz (entsprechend 20 ml
Acetylacetonreagenz pro uMol Aminosiurentestgemisch; dieses
Gemisch enthielt von jeder der in Tabelle 3 aufgefithrten Amino-
sdure 1 uMol). Diese Losung wurde 60 Min. auf dem siedenden
Wasserbad erhitzt, im Vakuum schonend eingedampft, der trok-
kene Riickstand in Wasser geldst, noch einmal im Vakuum bis
zur Trockene eingedampft, der Riickstand in 5ml Citratpuffer
pH 2,20 gelost und aliquote Teile zur Aminosiutrenanalyse ent-
nommen.
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