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N-(4-Dimethylamino-3,5-dinitrophenyl)-maleinimid wurde an
die Sulfhydrylgruppe des Tabakmosaikvirus-Proteins wéhrend
dessen Spaltung mit Pepsin addiert. Drei durch das gelbe
Reagens markierte Cysteinylpeptide wurden aus dem Hydrolysat
isoliert und ngher untersucht. Die ermittelte Aminoséuresequenz,
CySH-Thr-Asp(NHy)-Ala-Leu-Gly-Asp(NHs)-Glu(NHz), stimmt
mit jener uUberein, die kiirzlich von A. Tsugita u.a.t fir die
Aminosdurereste 27 bis 34 der Polypeptidkette des Tabakmosaik-
virus-Proteins angegeben worden ist.

Wie in einer fritheren Arbeit! gezeigt worden ist, vereinigt sich N-(4-
Dimethylamino-3,5-dinitrophenyl)-maleinimid (DDPM) in neutraler oder
saurer Losung mit der Sulthydrylgruppe sowohl freien als auch peptid-
gebundenen Cysteins. Bei der enzymatischen Hydrolyse cysteinhéltiger,
mit DDPM behandelter Proteine bleibt das gelbe Reagens mit den Sulf-
hydrylgruppen verbunden; es erleichtert durch diese Markierung die Auf-
findung, Reinigung und Charakterisierung cysteinhéltiger Spaltprodukte.
Als erstes Beispiel einer Anwendung des DDPM ist die Isolierung und
Untersuchung eines aus Serumalbumin gewonnenen cysteinhéltigen Nons-
peptids beschrieben worden?.

Fiir eine weitere Erprobung des Reagens erschien das Protein des Ta-
bakmosaikvirus (TMV) aus zwei Griinden interessant. Erstens ist der in
jeder Untereinheit der Proteinkomponente des Virus vorkommende
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Cysteinrest durch eine ,maskierte” Sulthydrylgruppe ausgezeichnet;
diese ist im nativen Protein den meisten Reagentien {z. B. Nitroprussid,
Jodacetat, p-Chlormercuribenzoat, Sauerstoff) unzuginglich und geht
bei der Denaturierung durch Autoxydation rasch verloren® Zweitens ist
die Aminosduresequenz des TMV-Proteins von zwei Arbeitsgruppen
wohl bereits genau untersucht und in grofen Ziigen iibereinstimmend
formuliert worden?: 4, doch unterscheiden sich deren Ergebnisse in einigen
Einzelheiten, unter anderem auch hinsichtlich der Bausteinanordnung in
unmittelbarer Nachbarschaft des Cysteinrestes.

Experimenteller Teil

DDFPM wurde auf die frither beschriebene Weise! synthetisiert; bei der
Umkristallisation bewéhrte sich die Verwendung von Eisessig als Losungs-
mittel® besser als die verdiinnten Athanols.

TMV wurde uns in freundlicher Weise von Herrn Dr. H. G. Wittmann
zur Verfiigung gestellt. Zur Darstellung der nucleinséurefreien Proteinkom-
ponente diente die von H. Fraenkel-Conrat® eingefiihrte Spaltung mit 67proz.
Essigsaure.

Pepsin war ein krist. Prdparat der Worthington Biochemical Corp.,
Freehold, N. J. Carboxypeptidase stammte von der Firma Light & Co,. Ltd.,
Colnbrook (Bucks) England. Bacillus-subtilis-Proteinase? (Nagase & Co., Ltd.,
Osaka, Japan) war ein Geschenk von Herrn Prof. K. Okunuks.

Talcum wurde durch 2stdg. Erwédrmen mit einer Mischung gleicher Teile
von 2n HCl und Athanol und durch griindliches Waschen mit Wasser ge-
reinigt.

Verdauwung des TMYV-Proteins mit Pepsin in Gegenwart von DDPM

80 ml einer durch Zugabe von HCI auf pH 1,8 gebrachten lproz. Lésung
von TMV-Protein wurden mit 40 mg DDPM (in 4 ml Methylcellosolve ge-
16st) und mit 8 mg Pepsin (in 4 ml 0,01 m HCI geldst) versetzt. Wihrend
der 24stdg. Inkubation bei 37° wurde der pH-Wert mehrmals mit 1 n HCI
auf 1,8 nachgestellt, Nachdem die gelbe Ldsung von nicht umgesetztem
Reagens durch 4maliges Ausschiitteln mit Ather befreit worden war, wurde
sie bei Zimmertemp. im Vak. zur Trockene gebracht und der Riickstand
in Wasser gelost. Beim Filtrieren dieser Ldsung durch eine mit Talcum
beschickte Chromatographiersdule (d = 1cm, A = 15 cm) blieb der gréBte
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Teil der gelben Anteile am Taloum haften und konnte anschlieBend mit
50proz. Athanol, das 29, Kisessig enthielt, elulert werden. Der durch Ein-
dampfen des Eluats erhaltene Riuckstand wog 45 mg.

Fraktionierung und Charakterisierung S-substituierter Cysteinylpeptide

Fir eine papierelektrophoretische Auftrennung der im Eluat enthaltenen
Peptide wurde jeweils 1/10 der zur Verfugung stehenden Menge eingesetzt.
Bei mehrstiindigern Lauf auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043a bei pH 2
trennten sich voneinander drei annihernd gleich kriftig gelb gefirbte Banden
(Abb. 1), von denen zwei, I und II, eine positive Ninhydrinreaktion gaben,
I1I hingegen nicht. I war durch ein gleich schnell wanderndes farbloses,
ninhydrin-positives Peptid verunreinigt, von dem es vor weiteren Unter-
suchungen, am besten durch Papierelektrophorese bei pH 4,7, befreit werden
muBte.
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Abb. (. Papierelektrophoretische Trennung gelb markierter Cysteinylpeptide, die aus 7'M V-Protein
bei dem Abbau mit Pepsin in Gegenwart von DDPM erhalten worden sind (Essigsdure-Ameisen-
sdure-Puffer, pH 2, 4 Stdn., 12 V/em, 8 mA)

Bei 15stdg. Hydrolyse mit 6 n HCl, der 19 Thioglykolséiure zugesetzt
war, lieferten die drei gelben Peptide die gleichen Bausteine: Leucin, Alanin,
Threonin, Glykokoll, Glutaminsiure, Asparaginsiure und 2-Amino-2-carboxy-
dthyl-mercaptobernsteinsdure; die letztgenannte, bel saurer Hydrolyse von
Cystein, an dessen SH-Gruppe DDPM addiert worden ist, entstehende
Aminotricarbonsiure? 148t sich durch Papierelektrophorese bei pH 4,7 leicht
von Glutamin- und Asparaginsidure trennen und identifizieren, da sie hierbei
1,2mal rascher zur Anode wandert als Asparaginsdure. Die Peptide I, I1
und 117 unterscheiden sich voneinander nicht durch verschiedene Zusammen-
setzung oder Struktur ihrer Polypeptidkette, sondern hinsichtlich der Natur
des gelben Substituenten. Wurde I bei pH 7,5 gehalten, so wandelte es sich
in 77 und I7I um; daraus 188t sich auf das Verhiltnis, in dem die Peptide
chemisch zueinander stehen, ruckschlieBen.

Wahrend aus IIT durch Behandlung mit 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol und
anschlieBende Hydrolyse keine Dinitrophenyl-(DNP-)Aminoséure gewonnen
werden konnte, lieferten sowohl I als auch II eine dtherlosliche gelbe Ver-
bindung, die, bei pH 4,7 elektrophoretisch untersucht, rascher zur Anode
wanderte als DNP-Asparaginsiure und der die Struktur einer 2-(DNP-
Amino)-2-carboxyéthyl-mercaptobernsteinsdure zugeschrieben wurde. Bei
Inkubation von IIT mit 30 yg DFP-vorbehandelter Carboxypeptidase in
0,3 ml 0,15 m Ammonacetatlosung bei pH 8 wurden Glutamin und Asparagin
(neben geringeren Mengen von Glykokoll, Alanin und Leucin) in Freiheit

esetzt.
¢ Nach Spaltung von I7 mit 0,3 mg B. subtilis-Proteinase (in 0,1 n Ammon-
acetatlosung, pH 8, 15 Std., 37°) und anschliefiender elektrophoretischer
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Auftrennung des Hydrolysats bei pH 2 (Abb. 2) traten hauptsichlich drei
Spaltprodukte auf. 14 war gelb gefirbt, reagierte mit Ninhydrin unter
Violettfarbung und gab bei saurer Hydrolyse 2-Amino-2-carboxyéthyl-
mercaptobernsteinsdure, Threonin und Asparaginsdure. Dinitrophenylierung
mit nachfolgender Hydrolyse lieferte das gleiche DNP-Derivat, das auch
aus II erhalten worden war. Carboxypeptidase 19ste vom C-terminalen Ende
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Abb. 2. Papierclekirophorese der Peptidmischung, die bei der Verdauung des gelb markierten
Cysteinylpeptids 1T mit B.subtilis-Proteinase entstanden ist (Bssigsfure-Ameisensiure-Puffer, pH 2,
3 Stdn., 12 V/cm, 8 mA)

des Peptids I 4 Asparagin ab. Bei partisllem hydrolytischen Abbau (konz.
HCl, 42 Stdn., 37°) entstand eine betrichtliche Menge des Dipeptids Thr-
Asp, dessen N-terminaler Aminosaurerest mit Hilfe der DNP-Methode
identifiziert wurde. Das Peptid 2 gab mit Ninhydrin eine gelbe, in Viclett
umschlagende Férbung. Es wanderte bei neutralem pH im elektrischen
Felde nicht. Saure Hydrolyse lieferte Glykokoll, Asparagin- und Glutamin-
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Abb. 3. Papierelektrophorese der Peptidmischung, die bei der Verdauung des gelb markierten
Cysteinylpeptids IIT mit B.subtilis-Proteinase entstanden ist (vgl. Abb. 2)

siiure. Die N-terminale Stellung von Glykokoll wurde mit der DN P-Methode,
die C-terminale von Glutamin durch Behandlung von 2 mit Carboxypeptidase
ermittelt, wobei freies Glutamin und das Dipeptid Gly-Asp(NHos) entstanden.
Das Peptid 3 schlieBlich erwies sich als ein einfaches Dipeptid, Ala-Leu.

Bei Behandlung des gelb-markierten Peptids II/I mit der B. subtilis-
Proteinase entstanden ebenfalls drei Spaltprodukte (Abb. 3), von denen
zwel mit 2 und 3 identisch waren; das dritte, I B, unterschied sich von 1 4
dadurch, daf8 es keine freie x-Aminogruppe besafl und aus diesem Grunde
im elektrischen Felde bei pH 2 nicht wanderte. Spaltung von I mit der bak-
teriellen Proteinase lieferte vier Peptide: 1 A, 1 B, 2 und 3.

Ergebnisse und Diskussion

DDPM zeichnet sich vor anderen Sulfhydryl-Reagentien dadurch aus,
daBl es auch in saurer Ldsung mit Thiolgruppen reagiertl 5. Da es iberdies
die proteolytische Aktivitit von Pepsin nicht beeintrichtigt, konnte es an
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die ,,maskierte* SH-Gruppe des 7'M V-Proteins? wihrend dessen bei pH 1,8
vorgenommener Verdauung mit Pepsin addiert werden.

Aus der Verdauungsmischung lieen sich drei gelbe Peptide isolieren
(Abb.1), die hinsichtlich ihrer Aminosiduresequenz sich voneinander nicht
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unterschieden. Ihr Auftreten ist dadurch zu erkliren, daf das zunichst
durch Addition von DDPM an die SH-Gruppe eines Cysteinpeptids ent-
stehende Anlagerungsprodukt I einerseits durch hydrolytische Auf-
spaltung des Succinimidringes in ein Succinamidsiurederivat 17, anderer-
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seits durch intramolekulare Transacylierung?: 8 in ein Thiazanderivat 171
iibergehen kann. Mit dieser Erklidrung steht im Einklang, daff 11 und 117
sauerere Eigenschaften besitzen als I und dall 777 im Gegensatz zu I und
17 einer freien o-Aminogruppe entbehrt.

Die geringe Stabilitdt des Succinimid-Ringsystems, die zum Auftreten
mehrerer gelber Derivate eines und desselben Cysteinylpeptids fithrt, ist ein
ernster Nachteil und stellt eine breitere Anwendung des DDPIM fiir strukturelle
Untersuchungen an SH-Proteinen in Frage.

Bei der Spaltung der gelben Peptide 7, I7 und I11 mit B. subtilis-Pro-
teinase (Abb.2 und 3) entstanden gelbe Derivate des Tripeptids CySH-
Thr-Asp-(NHs) (1.4 und IB), ferner das Dipeptid Ala-Leu (3) und das
Tripeptid Gly-Asp(NHz)-Glu(NHj) (2). Da in den gelben Peptiden Cystein,
wie mit Hilfe der DN P-Technik ermittelt wurde, den N-terminalen Amino-
siurerest stellt und da Carboxypeptidase vom C-terminalen Ende Glutamin
und Asparagin abspaltete, lassen sich die drei Bruchstiicke zur Okfa-
peptid-Sequenz

CySH-Thr-Asp(NHs)-Ala-Leu-Gly- Asp(NH,)-Glu(NHs)

zusammensetzen. Dieses Ergebnis bestdtigt die Richtigkeit der von T'sugita
u. a.* fiir die Aminosdurereste 27 bis 34 der Polypeptidkette des TM V-
Proteins angegebenen Anordnung; die ein wenig abweichende Formu-
lierang Anderers u. a.?, -[CySH, Thr]-Asp-Leu-Ala-Leu-Gly-Asp(NHj)-
Glu(NHo,)-, bedarf offenbar einer geringfiigigen Korrektur.

Herrn Dr. H. G. Wittmann dankt der Verfasser fiir die Uberlassung
von Tabakmosaikvirus, Herrn Prof. K. Okunuki fiir Proben kristallisierter
Bacillus-subtilis-Proteinase. Besonderer Dank gilt der Rockefeller Foun-
dation fiir ibre wertvolle Unterstittzung.
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4600 (1960).



