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N-(4-Dimethylamino-3,5-dinitrophenyl)-maleinimid wurde an 
die Sulfhydrylgruppe des Tabakmosaikvirus-Proteins w/ihrend 
dessen SpMtung mit Pepsin addiert. Drei dureh das gelbe 
I~eagens markierte Cysteinylpeptide wurden aus dem I-Iydrolysat 
isoliert nnd n~her untersueht. Die ermittelte Aminosguresequenz, 
CySI-I-Thr - Asp (NH2)-Ala-Leu-GIy-Asp(NI-Iz)-Glu(NH2), stimmt 
mit jener iiberein, die kiirzlieh yon A. T_sugita u. a. 4 f/it die 
Aminos~urereste 27 his 34 der Polypeptidkette des Tabakmosaik- 
virus-Proteins angegeben worden ist. 

Wie in einer friiheren Arbeit 1 gezeigt worden ist, vereinigt sieh N-(4- 
Dimethylamino-3,5-dinitrophenyl)-mMeinimid (DDPM) in neutraler oder 
saurer L6sung mit der Sulfhydrylgruppe sowohl freien als aueh peptid- 
gebundenen Cysteins. Bei der enzymatisehen Hydrolyse eysteinh/iltiger, 
mit D D P M  behandelter Proteine bleibt das gelbe Reagens mit den Sulf- 
hydrylgruppen verbunden; es erleiehtert dureh diese Markierung dis Auf- 
findung, Reinigung und Charakterisiernng eysteinhgltiger SpMtprodukte. 
Als erstes t/eispiel einer Anwendung des D D P M  ist die Isolierung und 
Untersuehung eines aus Serumalbumin gewonnenen eysteinhs Nono,- 
peptids besehrieben worden 1. 

Fiir eine weitere Erprobung des t~eagens ersehien das Protein des Ta- 
bakmosaikvirus (TMV)  aus zwei Grfinden interessant. Erstens ist der in 
jeder Untereinheit der Proteinkomponente des Virus vorkommende 

1 A. Witter und H. Tuppy, Biochem. Biophys. Acta 45, 429 (1960). 
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Cyste inres t  durch  eine , ,m~skier te"  Su l fhydry lg ruppe  ausgezeichnet ;  
diese is t  im na t iven  Pro te in  den meis ten  Reagen t i en  (z. B. Ni t ropruss id ,  
J o d a c e t a t ,  p -Chlormercur ibenzoat ,  Sauerstoff)  unzug~inglich und  geht  
bei der  Dena tu r i e rung  dureh  A u t o x y d a t i o n  raseh ver loren 2. Zwei tens  ist  
die Aminosgmresequenz des T M V - P r o t e i n s  yon  zwei Arbe i t sg ruppen  
wohl  berei ts  genau un te r sueh t  und  in groBen Zfigen i ibe re ins t immend  
formnl ie r t  worden s, 4, doch untersehe iden  sich deren Ergebnisse  in einigen 
Einzelhei ten,  un te r  anderem auch hinsicht l ich der  Baus t e inanordnung  in 
unmi t t e l ba r e r  Naehba r scha f t  des Cysteinrestes.  

Experimenteller Teil 

D D P M  wurde  auf die frtiher beschriebcne ~Veise 1 synthetisiert ;  bei der 
Umkristal l isat ion bew~hrte sich die Verwendung yon Eisessig als LSstmgs- 
mittel  5 besser als die verdtinnten Athanols. 

T M  V wurde uns in freundlicher ~Veise yon I-Ierrn Dr. H. G. Wi t tmann  
zur Verfiigung gestellt. Zur Darstellung der nucleins~urefreien Proteinkom- 
ponente diente die von H. Fraenkel-Con~'at 6 eingeffihrte Spaltung mit  67proz. 
Essigsi~ttre. 

Pepsin war ein krist. Pr~para~ der Worthington Biochemical Corp., 
Freehold, :N. J. Carboxypeptidase stammte yon der Firma Light & Co,. Ltd., 
Colnbrook (Bucks) England. BaeiIlus-subtilis-Proteinase 7 (Nagase & Co., Ltd.,  
Osaka, Japan)  war ein Gescheuk yon Herrn  Prof. K.  Okunuki.  

Ta lcum wurde durch 2stdg. Erw/~rmen mit  einer Mischung gleicher Teile 
yon 2 n HC1 und Nthanol und durch griindliches Waschen mit  Wasser ge- 
reinigt. 

Verdauung des T M V - P r o t e i n s  m it Pepsin  in Gegenwart von D D P M  

80 ml einer durch Zugabe yon I-IC1 auf pH 1,8 gebrachten lproz. L6sung 
yon T M V - P r o t e i n  wurden mi t  40 mg D D P M  (in 4 ml Methylcellosolve ge- 
16st) und mi t  8 mg Pepsin (in 4 mt 0,01 m HC1 gel6st) versetzt. W/~h~nd 
der 24stdg. Inkubat ion  bei 37 ~ wurde der pH-VVert mehrmals mit  1 n HC1 
auf 1,8 nachgestellt.  Nachdem die gelbe L6sung von nicht umgesetztem 
Reagens dutch 4maliges Aussehtitteln mi t  J~ther befreit  worden war, wurde 
sie bei Zimmertemp. im Vak. zur Troekene gebracht  und der Ri ickstand 
in Wasser gel6st. Beim Fil t r ieren dieser L6sung dutch eine mit  Talcum 
besehiekte Chromatographiers~ule (d = 1 cm, h = 15 cm) blieb der gr613te 

2 H.  Fraen/cel-Conrat, in ,Sulfur  in Proteins",  Academic Press 1959, 
p. 339. 

a 2". A .  Anderer, H.  Uhlig, E.  Weber und G. Sehramm, :Nature [London] 
180, 922 (1960); F . A .  Anderer, E.  Weber und H. Uhlig, Z. :Naturforsch. 15b, 
79 (1960). 

4 A .  Tsugita, D . T .  Gish, J .  Young, H.  Fraen~el-Conrat, C . A .  Knight  
und W. M.  Stanley, Proc. Nat.  Acad. Sci. U. S. 46, 1463 (1960). 

5 R.  W.  Burley und T. Haylett, Chemistry & Indus t ry  1959, 1285. 
8 H.  Fraenkel-Conrat, Virology 4, 1 (1957). 
7 K .  Okunuki ,  H.  Matsubara, S. N ish imura  und JR. Hagihara, J. Biochem. 

[Japan] 43, 857 (1956). 
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TeiI der gelben Anteile am Talcum haften und konnte ansehliegend mit  
50proz. 24thanol, das 2~o Eisessig enthielt, eluiert werden. Der dureh :Ein- 
damlofen des Eluats erhaltene t~iiekstand wog 45 mg. 

Frakt ion ierung  und  Charalcterisierung S-subst i tuierter Cysteinylpept ide 

Fiir eine papierelektrophoretisehe Auftrennung der im Eluat enthaltenen 
Peptide win'de jeweils i/i0 der zur Verfiigung stehenden Menge eingesetzt. 
Bei mehrsttindigem Lauf auf Sehleieher & Sehiill-Papier Nr. 2043a bei pH 2 
trermten sieh voneinmader drei anni-ihernd gleich kr&ftig gelb gefi~rbte Banden 
(Abb. 1), yon denen zwei, I und I I ,  eine positive Ninhydrinreaktion gaben, 
I I 1  hingegen nieht. I war dm.ch ein gleich schnell wanderndes farbloses, 
ninhydrin-pesitives Peptid verunreinigt, yon dem es vor weiteren I~nter- 
suehungen, am besten dutch Papierelektrophorese bei p i t  4,7, befreit werden 
mugte. 

22" 27 Z 7d ~'/77 

Abb, i. Papierelektrophoretisehe Trennung gelb markierter Cysteinylpeptide, die aus TMV.Protein 
bei dem Abbau mi~ Pepsin in Gegenwart yon DDPM erhal~etl wordea sind (Essigs/htre-Ameisen- 

siiure-Puffer, pit 2, 4 Stdn., l.g V/era, 8 mA) 

Bei 15stdg. liydrolyse mit 6n HCI, der I% Thioglykols•ure zugesetzt 
war, ]ieferten die drei gelben Peptide die gleiehen Bausteine: Leucin, Alanin, 
Threonin, Glykokoll, Glutamins~ure, Asparagins~ure und 2-Amino-2-carboxy- 
~ithyl-mereaptobernsteinsiiure; die letztgenannte, bei saurer l-Iydrolyse yon 
Cystein, an dessen SIK-Gruppe DDPM addiert worden ist, entstehende 
Aminotricarbons/~ure I li~gt sieh dureh Papierelektrophorese bei pI-I 4,7 leicht 
yon Glutamin- und Asparagins/~ure trennen und identifizieren, da sie hierbei 
l,'2mal rascher zur Anode wandert als Asparaginsiiure. Die Peptide I, If 
und 11/unterscheiden sich voneinander nicht durch verschiedene Zusammen- 
setzung oder Struktur ihrer Polypeptidkette, sondern hinsiehtiieh der Igatur 
des gelbe~1 Substiibuenten. ~u I bei l~K 7,5 gehalten, so wandelte es Sieh 
in I I  and I I 1  urn; daraus Ig13b sich aaf alas Verhgltnis, in dem die Peptide 
ehemiseh zueinander stehen, riieksehlieBen. 

W•hrend aus H I  dureh Behandlung mit  1-Fluor-2,4-dinitrobenzol und 
ansehliegende Hydrolyse keine Dinitrophenyl-(DNP-)Aminos~ure gewonnen 
werden konnte, lieferten sowohl f als aueh 11 eine ~therl6sliehe gelbe Ver- 
bindung, die, bei pH 4,7 elektrophoretiseh untersueht, raseher zur Anode 
wanderte als DNP-Asparagins~iure und der die Struktur einer 2 - ( D N P -  
Amino)-2-earboxy~thyl-mereaptobernsteins~iure zugesehrieben wurde. Bei 
Inkubation yon 1 I f  mit 30 izg DFP-vorbehandel ter  Carboxypeptidase in 
0, 3 ml 0,15 ni AmmonaeetatlOsung bei p i t  8 warden Glutamin und Asloaragin 
(neben geringeren Mengen yon Glykokoll, Alanin und Leuein) in F)eiheit  
gesetet. 

Naeh Spaltung yon I I m i t  0,3 mg B. subtilis-Proteinase (in 0,1 n Ammon- 
acetatldsung, p i t  8, 15 Std., 37 ~ und ansehliegender elektrophoretiseher 
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Auftrennung dos Hydrolysats bei pH 2 (Abb. 2) t raten haupts/iehlich drei 
Spaltprodukte auf. 1 A war gelb gefi~rbt, reagierte mit  Ninhydrin unter  
Violettf~rbung mid gab bei saurer Hydrolyse 2-Amino-2-earboxy~thyl- 
mereaptobernsteins~ure, Threonin und Asparagins/iure. Dinitrophenylierung 
mit  naehfoIgender ttydrolyse lieferte das gleiehe DNP-Derivat, das aueh 
aus I I  erhalten worden war. Carboxypeptidase 15ste vom C-terminalen Ende 

,%4 s 3 " 70 c,'~ 

Abb. 2. Papierelektrophorese der :Peptidmischung, die bei der Verdauung des gelb markierten 
Cyste~nyIpeptids I I  mi~ B.subtitis-Proteinase en~standea ist  (Essigs~ure-Ameisen$~ure-Puffer, pK "2, 

3 Stdm, 12 u  8 mA) 

des Peptids 1 A Asparagin ab. Bei partiellem hydrolytisehen Abbau (konz. 
ttC1, 42 Stdn., 37 ~ entstand eine betraehtliehe Menge des 1)ipeptids Thr- 
Asp, dessen N-terminaler Aminos/iurerest mi~ t{ilfe der DNB-Methode 
identifiziert wurde. Das Pepgid 2 gab rail Ninhydrin eine gelbe, in Violett 
umschIagende Farbung. Es wanderte bei neutralem pH im eIektrischen 
Felde nicht. Saure I-Iydrolyse lieferte Glykokoll, Asparagin- und Glutamin- 

M 
IB z 3 5"/7? 

Abb. 3. Papiere]ektrophorese der Peptidmischung, die bei der Verdauung des gelb markierten 
Cysteinylpeptids I I I  mit  ]~.subtilis-Proteinase entstanden ist (vgl. Abb. 2) 

si~ure. Die N-i~erminale S~ellung yon Glykokoll wurde mi~ der DNP-Methode, 
die C-terminale yon Glutamin dureh Behandlung yon 2 mit  Carboxypeptictase 
ermitbett, wobei freies Glutamin mad das Dipep~id Gly-Asp(NI:I2) entstanden. 
Das Peptid 3 schlieglich erwies sich als ein einfa, ehes Dipeptid, AIa-Leu. 

Bei Behandlung des gelb-markierten Peptids I I I  mit der B. subtilis- 
Proteinase entstanden ebenfalls drei Spal~produkte (Abb. 3), von denen 
zwei mit  2 mad 3 identiseh waren; das dritte, i B, untersehied sieh yon 1 A 
dadureh, dab es keine h-eie u-Aminogruppe besal3 und aus diesem Grunde 
im elektrisehen Felde bei p i t  2 nicht wanderte. SpMtung yon I rail der bak- 
teriellen Proteinase lieferte vier Peptide: 1A,  1 B, 2 und 3. 

Ergebnisse und  Diskussion 

DDPM zeichnet sich vor anderen Sulfhydryl-l~eagentien dadurch aus, 
dal3 es aueh in sa~Lrer L6sung mi~ Thiolgruppen reagiert i, 5. Da es /iberdies 
die proteolytisehe Aktivit~t yon Pepsin nieht beeintr/~ehtigt, konnte es an 

66* 
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die ,,maskierte" SH-Gruppe des T M V - P r o t e i n s  2 wghrend dessen bei pK 1,8 
vorgenommener Verdauung mit Pepsin addiert werden. 

Aus der Verdaaungsmischung lieften sich drei gelbe Peptide isolieren 
(Abb. 1), die hinsicht]ich ihrer Aminosauresequenz sich voneinander nicht 
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unterschieden. Ihr Auftreten iat dadnrch zu erkl~ren, daft das zun~chst 
durch Additiotl yon D D P M  an die Stt-Gruppe eines Cysteinpeptids ent- 
sSehende Anlagerungaprodukt I einerseits durch hydrolytische Auf- 
spaltung des Succiaimidringes in ein Succinamids~urederivat I I ,  anderer- 



H. 5/1961] Aminos-~uresequenz im Protein des Tabakmosaikvirus 997 

seits durch intramolekulare Transacylierung 1, s in ein Thiazanderivat I I I  
iibergehen kann. Mif dieser Erkl~rung steht ira Einklang, dag I I  und I I I  
sauerere Eigenschaften besitzen als I und dab H !  im Gegensatz zn I und 
H einer freien ~-Aminogruppe en~behrt. 

Die geringe Stabilitgt des Sueeinimid-Ringsystems, die zum Auf~reten 
mehrerer gelber Derivate eines und desselben Cysteinylpeptids fiihrt, ist ein 
ernster Naehteil und s~ellt eine breitere Anwendung des DDPM f/Jr strukturelle 
Untersuehungen an SI-I-Proteinen in Frage. 

Bei der Spaltung der gelben Peptide I , / / u n d  I I I  mit B. subtilis-Pro- 
teinase (Abb. 2 und 3) entstanden gelbe Derivate des Tripeptids CySK- 
Thr-Asp-(NK2) (1A und /B) ,  ferner das Dipeptid Ala-Leu (3) und das 
Tripeptid Gly-Asp(NI-I~)-GIu(NH2) (2). Da in den gelben Peptiden Cystein, 
wie mit Hilfe der DNP-Teehnik  ermittelt wurde, den N-terminalelt Amino- 
s~urerest steltt und da Carboxypeptidase yore C-~erminalen Ende Glutamin 
und Asparagin abspaI~ete, lassen sieh die drei Bruehstiieke zur Okta- 
peptid-Sequenz 

CySK-Thr-Asp(NK2)-Ala-Leu-Gly-Asp(NI-I2)-Glu(NI-I2) 

zusammensetzen. Dieses Ergebnis bes~gtig~ die I~iehtigkei~ der yon Tsugita 
u. a. ~ fiir die Aminos~urereste 27 bis 34 der Polypeptidkette des T M V .  
Proteins angegebenen Anordnung; die ein wenig abweichende Formu- 
lierung Anderers u. a. a, -[CySI-[, Thr]-Asp-Leu-Ala-Leu-Gly-Asp(NI-I2)- 
Glu(NI-I2)-, bedarf offenbar einer geringftigigen Korrek~ur. 

I terrn Dr. H. G. Wittman~ dankt der Verfasser ftir die ~berlassung 
von Tabakmosaikvirus, I-Ierrn Prof. K. Okunuki fiir Proben kristallisierter 
Baeillus-subtilis-Proteinase. Besonderer Dank gilt der Rodcefeller Foun- 
dation fiir ihre wertvolle Unterstii~zung. 

s D. G. Nmgth, A. Nagamatsu und J. S. JNruton, J. Amer. Chem. Soe. 82, 
4600 (1960). 


