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Die primire Proteinstruktur von Stammen des Tabakmosaikvirus

Aminosduresequenzen des Proteins des Tabakmosaikvirusstammes dahlemense

Teil IT (Position 1—41 und 135—158)

Von B. Wirtmann-Liesorp und H. G. WitTmanN

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biologie, Abt. Melchers, Tiibingen
(Z. Naturforschg. 18 b, 1032—1049 [1963] ; eingegangen am 25. Juli 1963)

The amino acid sequence of dahlemense, a naturally occuring strain of tobacco mosaic virus.
has been determined and compared with that of the strain vulgare (Fig. 7). In this communication
the experimental details are given for the elucidation of the amino acid sequences within two tryptic

peptides with 65 amino acids.

Verzeichnis der Abkiirzungen : Fiir die Amino-
sduren wurden die von Braxp und EpsarL (Ann. Rev. Bio-
chem. 16, 224 [1947]) angegebenen Abkiirzungen ver-
wendet.

TMV: Tabakmosaikvirus, DNP: 2.4-Dinitrophenyl, Tris:
2-Amino-2-oxymethylpropandiol-(1.3), Pyr: Pyridin, Pic:
a-Picolin, Lut: Lutidin, Col: sym. Collidin, AcOH: Eis-
essig, BEW: Butanol/Eisessig/Wasser (3:1:1), Pyr-System
A: Pyridin/i-Amylalkohol/Wasser/Ameisensiure, 50:40:
40:0,6. Fermente: Chy Chymotrypsin, Sub Subtilisin,
C-ase Carboxypeptidase.

Folgende Symbole wurden zur Charakterisierung der Pep-
tide verwendet: V vulgare Protein, D dahlemense-Protein,
T tryptisches Peptid, C chymotryptisches Partialpeptid, S
Subtilisin-Partialpeptid.

Die romischen Zahlen geben die Reihenfolge der trypti-
schen Peptide in der TMV-Kette, beginnend am N-termina-
len Peptidende, an.

Die arabischen Zahlen entsprechen der Reihenfolge der
Partialpeptide bei ihrer Elution von der Austauschersdule.
Die in Klammern gesetzten Zahlen, die jedem Peptid an-
gefiigt sind, bedeuten die Positionsnummern des betreffen-
den Peptides in der Polypeptidkette des ungespaltenen
Virusproteins.

In der ersten Mitteilung ! dieser Reihe wurde die Se-
quenzanalyse von acht tryptischen Peptiden im Protein-
anteil des Tabakmosaikvirus-Stammes dahlemense be-
schrieben. Aus dem Vergleich der vollstaindigen Amino-
sduresequenzen der beiden TMV-Stimme vulgare und
dahlemense lassen sich, wie im Teil III im einzelnen
diskutiert wird, Riickschliisse auf die Struktur der Pro-
teinuntereinheiten im TMV-Stabchen und auf Probleme
des genetischen Codes ziehen.

In der vorliegenden Arbeit ist die Sequenzanalyse
der restlichen zwei tryptischen Peptide DT; (Position
1—41) und DT x1+x11, (Position 135 —158) beschrie-
ben.

1 B. Wrrrmany-Liesorn u. H. G. Wirrmaxx, Hoppe-Seyler’s Z.
physiol. Chem., im Druck.

2 G. MeLcuErs, Biol. Zbl. 60, 527 [1940].

V. Ruprorr u. G. Brauvsirzer, Hoppe-Seyler’s Z. physiol.

Chem. 323, 129 [1961].

Material und Methoden

Die Methoden zur Vermehrung und Reinigung des
TMV-Stamms dahlemense ®>, die Darstellung seines
Proteins und dessen tryptische Hydrolyse wurden be-
reits ausfiihrlich in Teil I beschrieben. Desgleichen kann
an dieser Stelle auf die eingehende Schilderung der
Fraktionierung der tryptischen dahlemense-Peptide
nach der Methode von RubrLorr und Braunirzer 3, ihre
Reinigung und Charakterisierung verzichtet werden, da
sie in der voraufgegangenen Mitteilung beschrieben
wurden.

Das unlosliche Peptid DTt (1 —41) wurde durch An-
sduern des tryptischen Hydrolysats ausgefillt, also in
dhnlicher Weise isoliert, wie dies fiir das homologe
vulgare-Peptid VT1 (1 —41) beschrieben wurde 4. We-
gen des etwas verschiedenen isoelektrischen Punktes
beider Peptide erfolgte die Fallung bei py 4,2 statt bei
pu 4.7. Die weitere Reinigung dieses Peptides iiber
Sephadex G 25 wird nachfolgend bei der Beschreibung
der Sequenzanalyse erldutert.

Zur Ermittlung der Sequenz der hier zu beschreiben-
den Peptide wurden im allgemeinen dhnliche Methoden
wie bei den bereits beschriebenen Sequenzstudien der
tibrigen tryptischen Peptide verwendet. So wurden
beide Peptide zunichst fermentativ in Partialpeptide
zerlegt, die iiber Dowex 1 x 2 fraktioniert wurden, und
die nach Reinigung durch Epmax-Abbau 5 und DNP-
Methode 3" oder durch Kombination beider Methoden
in ihrer N-terminalen Aminosdurefolge festgelegt wur-
den. Die C-terminalen Sequenzen wurden schrittweise
mit Carboxypeptidase abgespalten. Groflere Partial-
peptide wurden mit Subtilisin weiter zerlegt. Die ver-
wendeten Enzympriparate und die Durchfithrung der
Versuche zur Sequenzanalyse wurden ebenfalls in

Teil I beschrieben.

4+ D. T. Gisu. L. K. Ramacuaxorax u. W. M. Staxiey, Arch.
Biochem. Biophysics 78, 433 [1958].
%2 4. b Niheres siehe Teil I.
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Die Ermittlung der Aminosdurefolge des Peptides
DT; wurde nach gleichem Prinzip vorgenommen wie
dies bei der Sequenzanalyse zahlreicher Mutanten des
TMYV ¢ zur Anwendung kam, deren Unterschiede in der
Aminosdure-Zusammensetzung im Vergleich zu vulgare
im homologen Peptid lokalisiert worden ist7. Zur Zer-
legung des betreffenden Peptides (1 —41) dieser Mu-
tanten in Teilbereiche, deren Aminosdurefolge nach den
iiblichen Analysenmethoden ermittelt werden konnte,
muflten folgende Gesichtspunkte beriicksichtigt werden:
1. Es standen nur sehr begrenzte Mengen jeder
Mutante zur Verfiigung; zudem muflte das ausgefillte
Rohpeptid noch einer zusitzlichen Reinigung unterwor-
fen werden, wodurch erhebliche Ausbeuteverluste auf-
traten. Deshalb sollten die aus diesem Peptid darge-
stellten Partialpeptide alle nach einem Verfahren in
einem Arbeitsgang mit moglichst vergleichbaren Aus-
beuten isoliert werden. 2. Wegen der Grofle des Pep-
tides durfte keine Spaltung in viele unterschiedliche
Teilbereiche erfolgen, um deren Reindarstellung nicht
unnétig zu erschweren. Die Zahl der Nebenspaltstellen
sollte moglichst gering gehalten werden. 3. An den iso-
lierten Partialpeptiden muf3te zugleich eine Bestimmung
der Sdureamidverteilung moglich sein.

Die vielfach angewendete Methode, cysteinhaltige
Peptide nach Oxydation mit Perameisensédure ® in ihrer
Sequenz aufzukldren, konnte wegen des im Peptid DTy
enthaltenen Tryptophanrestes nicht angewendet werden,
da Tryptophan hierbei ganz oder teilweise zerstort wird.
Die Spaltung des Peptides mit ungeschiitztem Sulf-
hydrylrest macht die Isolierung der cysteinhaltigen Par-
tialpeptide sehr schwierig, wie aus den Untersuchungen
am entsprechenden wvulgare-Peptid ? hervorgeht; auch
war man gezwungen, das Peptid zur enzymatischen
Hydrolyse zundchst in Ameisensdure zu 16sen. Der Ab-
bau mit Bromsuccinimid ' war beim TMV nicht er-
folgreich °.

Das gereinigte Peptid sowohl der TMV-Mutanten als
auch des dahlemense-Proteins wurde daher zunichst
nach der Methode von Anrinsen und Haser ' mit Jod-
acetamid in sein S-Carbamidomethyl-Derivat tiberfiihrt.
Das alkylierte Peptid wurde dann gegen pm 4,7 dialy-
siert, wobei es ausfiel. Nach Zentrifugation wurde es
mit Wasser aufgenommen, bei py 7,8 gelost und mit
Chymotrypsin bei diesem py-Wert gespalten. Anschlie-
end wurden die Partialpeptide sdulenchromatogra-
phisch tiber Dowex 1 x2 fraktioniert, da bei Verwen-
dung von Dowex 50 wegen der Isoleucin-, Phenylalanin-
und Tryptophanreste im Peptid die Isolierung aller
Partialpeptide nach unserer Erfahrung nicht zu erwar-
ten war. Wegen der anschlieBenden Fraktionierung
iiber Dowex 1 wurde die Umsetzung des Cystein-Restes
mit Jodacetamid der mit Jodessigsdure vorgezogen, um
so die Einfiihrung einer zusitzlichen sauren Gruppe zu
vermeiden.

¢ H. G. Wirtmany, Z. f. Vererbungslehre 93, 490 [1962].

7 B. Wrrtmans-Liesorp, in Vorbereitung.

8 C. H. W. Higs, J. biol. Chemistry 219, 611 [1956].

9 F. A. A~perer, E. WeBer u. H. Unig, Z. Naturforschg.
15b, 79 [1960].
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Bei dieser Darstellung der chymotryptischen Par-
tialpeptide aus dem Peptid (1 —41) wurden bei den
verschiedenen untersuchen Mutanten meistens die glei-
chen Teilbereiche erhalten: (Hauptspaltstellen: Posi-
tion 2/3; 10/11; 13/14; 17/18; 23/24; 27/28; 31/32;
35/36; 38/39.) Das entsprechende dahlemense-Pep-
tid wurde ebenfalls in diese Teilbereiche zerlegt.
Wegen der unterschiedlichen Sequenz erfolgte die Spal-
tung der Peptidbindung jedoch nicht zwischen Position
23 und 24, sondern zwischen 24/25. Die Reindarstellung
von DTy bereitete wegen der im Vergleich zum vulgare
ungiinstigeren Sequenz mit drei weiteren Serin-Resten
bei dahlemense mehr Schwierigkeiten als bei den mei-
sten untersuchten Mutanten. Dasselbe gilt fiir die Rein-
darstellung der Partialpeptide. Zudem konnte das Auf-
treten von Nebenspaltstellen bei dem dahlemense-Pep-
tid (1 —41) nicht vollig vermieden werden, wodurch die
Zahl der zu trennenden Partialpeptide sich vergrof3erte.
Als optimale Zeit fiir die enzymatische Spaltung mit
Chymotrypsin (verwendete Préparate: 1. a-Chymotryp-
sin CDC nach Tonenaustausch-Chromatographie, der Fa.
Worthington, Freehold, New Jersey, 2. a-Chymotryp-
sin CDJ, 3-mal krist.,, der Fa. Worthington) wurden
4 Stdn. ermittelt, da nach kiirzeren Zeiten zu grofle
Spaltprodukte auftraten, die schlecht an Austauschern
zu isolieren waren, und ldngere Zeiten die Zahl der
Nebenprodukte vergroflerte. Mit Chymotrypsin-Pripa-
rat 1 (CDC) wurde DT im wesentlichen nur an den
Hauptspaltstellen hydrolysiert, so dal bei den Wieder-
holungen der Spaltung dieses Enzympriparat bevor-
zugt wurde.

Die Zuordnung der erhaltenen Partialpeptide zu dem
tryptischen Gesamtpeptid erfolgte im Falle des Peptides
DT x1+x11) durch Vergleich der Chymotrypsin-Peptide
mit den nach Subtilisin-Spaltung erhaltenen Partialpep-
tiden. Im Falle des Peptides DT geniigte ein Vergleich
der mit den verschiedenen Chymotrypsin-Priparaten
isolierten Chymotrypsin-Peptide.

Ergebnisse

Sequenzanalyse von DT (1-41)

Darstellung von DTy : Das Rohpeptid (aus 3 bis
4 g Virus) wurde durch Titration des tryptischen
Hydrolysats (in etwa 1,5-proz. Losung) auf pg 4,2
ausgeféllt und dreimal umgefdllt. AnschlieBend
wurde es sofort bei py 7.8 mit Wasser in Losung ge-
bracht und tber Sephadex G-25 gereinigt (vgl.
Abb. 1). Dazu wurde die Gesamtmenge in 12 bis
15 Tln. a 5 ml auf eine mit 1% Pyridin — 1% Colli-
din — Essigsdure (pg 7.,5) 4quilibrierte Séule

10 1., K. Ramacuaxoran u. B. Witkor, J. Amer. chem. Soc. 81,
4028 [1959].

1 C. B. Axrinsex u. E. Hager, J. biol. Chemistry 236, 1361
[1961].
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(1.5 c¢m-150 cm) aufgetragen. Die Elution erfolgte
mit der gleichen Pufferlosung, wobei Fraktionen zu
8 ml aufgefangen wurden. Nach alkalischer Nin-
hydrinreaktion wurden die dem ersten Gipfel ent-
sprechenden Fraktionen (die Fraktionen der abfal-
lenden Schulter des Hauptgipfels wurden verwor-
fen) aus allen Ldufen vereinigt. Das auf diese
Weise weitgehend gereinigte Peptid DT; wurde meh-
rere Male mit Wasser im Rotationsverdampfer ein-
geengt, bei py 7,5 gelost und in zwei Portionen
eingefroren aufbewahrt. Jede Portion wurde fiir sich
alkyliert und mit Chymotrypsin gespalten.
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Abb. 1. Reinigung des Rohpeptids DT iiber Sephadex G-25.
Darstellung des Peptides vgl. Text. Sdule 1,5cm-150 cm,
Zimmertemperatur. Pufferlosung: 1% Pyr-1% Col-Acetat, py
7,5. DurchfluBgeschwindigkeit: 4 Fraktionen a 8 ml/Stde.,

Extinktion bei 570 mu nach alkalischer Hydrolyse und Nin-
hydrinreaktion (0,5 ml je Fraktion).

Stabilisierung der Cystein-SH-Gruppe: Um die
wihrend der Gewinnung des Peptides moglicher-
weise entstandenen S — S-Bindungen zu reduzieren,
wurde DT} vor der Alkylierung mit Athylmercaptan
behandelt. Dazu wurde das der Hilfte der Gesamt-
menge (s.o.) entsprechende Material nach der Se-
phadex-Reinigung in 8-m. Harnstoff bei p;; 8.6 ge-
lost und unter Stickstoff mit 0,25 ml Athylmercap-
tan (3.4 mMol pro ~ 0.05 mMol Peptid) 4 Stdn. bei
Zimmertemperatur behandelt. Der py-Wert der Lo-
sung wurde durch Trimethylamin eingestellt und im
Autotitrator konstant gehalten. Anschlieflend wurde
die Reduktionsmischung mit 80 ml 0.5-m. Trispuf-
ferlosung (py 8.6) verdiinnt und mit 1.8 g in 40 ml

B. WITTMANN-LIEBOLD UND H. G. WITTMANN

Trispuffer gelostem Jodacetamid (2,8-facher Uber-
schuB} bezogen auf Athylmercaptan) versetzt (End-
losung: 3-m. Harnstoff). Nach 20 min wurde das
restliche Reagenz mit 6 ml Athylmercaptan (8,2-
facher Uberschuf} bezogen auf Jodacetamid) umge-
setzt und nach 15—20 min die alkylierte Peptid-
losung gegen 0.02-m. Natriumacetatpuffer py 4,6
dialysiert (4-mal 5[ Dialysepuffer), wobei das Peptid
ausfiel. Es wurde abzentrifugiert (45 min bei 1500
U/min) und anschlieflend sofort mit Wasser bei py
7.8 gelost.

Chymotrypsinspaltung : Die erhaltene Losung des
alkylierten DT; wurde auf ein Endvolumen von
100 ml gebracht, mit 2.5 mg Chymotrypsin (Prapa-
rat 1) bei py 7.8 4 Stdn. bei 36 “C gespalten und
das Hydrolysat abzentrifugiert. Das Sediment wurde
nochmals mit Chymotrypsin 4 Stdn. nachgespalten
und erneut abzentrifugiert. Die vereinigten Uber-
stinde wurden eingeengt und bei py 9.4 auf eine
Dowex 1 < 2-Austauschersdule aufgetragen. Die
chromatographische Fraktionierung der chymotrypti-
schen Peptide ist in Abb. 2 wiedergegeben. Gipfel 1
wurde nochmals tiber Dowex 1 %2 rechromatogra-
phiert (Pufferlésung: Gradient mit 17 1% Pyr-1%
Col-Acetat, pg 9 und 1% Pyr-1% Col-Acetat, py 8,4),
wobei eine Auftrennung der beiden basischen Pep-
tide C; und C, erreicht wurde. Diese und die iibri-
gen Partialpeptide wurden papierchromatographisch
(Pyr-System A) gereinigt und auf enthaltenes Arg.
Try und Tyr durch Sprihaktion geprift (exp.
Durchfithrung vgl. Teil I). Die Reindarstellung der
Partialpeptide C5_,, und C;_,, (25/26 —35) (vgl.
nachstehende Aufstellung) war schwierig, da sie pa-
pierchromatographisch nicht voneinander getrennt
werden konnten. Eine Trennung dieser Peptide von
Cg(3 —10) wurde sdulenchromatographisch vorge-
nommen (Dowex 12, Siule 50-1,5cm, Puffer-
losungen: 1. 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat, py 7.5,
2. 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat. py 7.2, 3. Gra-
dient mit 500 ml py 7.2-Puffer und 0,075-n. AcOH,
4. Gradient mit 0.3-n. AcOH). Auf diese Weise
konnte zwar eine ausreichende Menge an reinem Cg
erhalten werden, doch war die Trennung der er-
wihnten cysteinhaltigen Peptide nicht zufriedenstel-
lend. Daher wurde auf deren Reindarstellung ver-
zichtet und statt dessen mit dem papierchromatogra-
phisch gereinigten Material eine Subtilisinnachspal-
tung vorgenommen (vgl. Aufstellung). Chymotryp-
sinpeptid Cy5_» (18 —24) wurde ebenfalls sdulen-
chromatographisch iiber Dowex 1 % 2 vom gleichzei-
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Abb. 2. Chromatographische Fraktionierung der chymotrypti-
schen Partialpeptide aus DTy (1—41) iiber Dowex 1 x 2. Dar-
stellung: DT von 3 g dahlemense, 3-mal umgefillt; Reini-
gung iiber Sephadex G-25 (vgl. Text, 12 Chargen), Reduk-
tion mit Mercaptodthanol und Alkylierung mit Jodacetamid
(in 2 Portionen) (vgl. Text). Chymotrypsinspaltung: Jede
Portion mit 2,5 mg Chymotrypsin, bei pg 7,8 4 Stdn., 36 °C.
Sdule: 150-1,5 cm, Zimmertemperatur. DurchfluBgeschwin-
digkeit: 4 Fraktionen & 8 ml/Stunde. Extinktion bei 570 mu
nach alkalischer Hydrolyse und Ninhydrinfarbung (0,5 ml je
Fraktion). 1. Pufferlésung: 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat, pg
7,5, 2. Pufferlosung: 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat, pg 7,2,
3. Pufferlosung: Gradient mit 1000 ml pyg 7,2-Puffer und
0,3-n. AcOH, 4. Pufferlosung: Gradient mit 1,0-n. AcOH,
5. Pufferlosung: Gradient mit 2,0-n. AcOH, 6. Pufferlosung:
2,0-n. AcOH direkt.

tig in der Fraktion enthaltenen Peptid C;5_; (14 bis
17) getrennt (Sédule 40-1,2 cm, Zimmertemperatur,
Durchfluigeschwindigkeit 4 Fraktionen a 6 ml/Stde.,
Extinktion bei 570 mu nach alkalischer Hydrolyse
und Ninhydrinreaktion von 0,6 ml je Fraktion, Puf-
ferlosungen: 1. 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat, py
7.2, 2. Gradient mit 500 ml py 7,2-Puffer und 2%
Pic-1% Lut-Acetat, py 4).

Die quantitative Analyse aller Partialpeptide er-
folgte nach der Methode von Spackman, Stein
und Mo ore wie in Teil I beschrieben. Die erhalte-
nen Analysenwerte der Chymotrypsinpeptide sind
zusammen mit den Analysen der Restpeptide nach
Edman-Abbau in Tab. 1 zusammengestellt. Da-

Gipfel 1 enthielt Peptid C1 (36—41) und C2 (39—41) ; Gip-
fel 2 und 3 enthielten Peptid C3 (36 —38) ; Gipfel 4 enthielt
Peptid C3 und C4-1 (32—35); Gipfel 5 enthielt Peptid
Cs-1, C4-2 (32—38), C5-1 (25—27) und C5-2a+Cs5-2p
(25/27—35) ; Gipfel 6 enthielt Peptid C5-25 und C5-2p und
C¢ (3—10) ; Gipfel 7 enthielt Peptid C¢ , C7-1 (11—13) und

7-2 (11—12); Gipfel 8 enthielt Peptid Cg_14 (28—35),
Cs—_1p (29/30—35), Cg-_1¢ (30—35) und Cg_2 (28—31);
Gipfel 9 enthielt Peptid Cyg (1—2) ; Gipfel 10, 11 und 12 ent-
hielten Peptid C12-1 (14—17) und Ci2-2 (18—24); Gipfel
13 enthielt Peptid C12_1, Ci2-2, C13-1 (18—19) und Ci4-3
(11—17) ; Gipfel 14 enthielt Peptid C12-1, C14-2 (13—17)

und Ci4-3; Gipfel 15 enthielt Peptid C15 (1—10).

durch ergibt sich folgende Aufstellung, wobei die
Saureamidverteilung unberiicksichtigt bleibt, die erst
am Ende zusammenfassend diskutiert wird. (Alle
Partialpeptide wurden in 4 verschiedenen Saulen-
chromatogrammen nach wiederholter Alkylierung
und Chymotrypsinspaltung in gleicher Zusammen-
setzung isoliert; die in Tab. 1 angefiihrten Doppel-

analysen entstammen verschiedenen S&ulenldufen) :

C, Position 36 —41: (Thry, Gluy, Ala;, Arg,)

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :

1. Stufe: Abspaltung von 41% Glu (bzw. nach
Rechrochamotraphie des Restpeptids im Pyr-
System A 91%).

2. Stufe: Abspaltung von 70% Thr.

Teilsequenz: Glu-Thr-(Glu,, Ala,)-Arg;.



| Total- |
hydrolyse
Position Peptid- - Edman-Abbau 6-n. HCI,
bezeichnung ’H Reinigung 110°¢,
20 Stdn. |
1 Mol Asp | Thr Ser | Glu | Pro | Gly | Ala | Val | Ileu Leu | Tyr? Phe Cys? Tey* Arg*?
| - o o I S | L
L =2 Cy | 5,8 “ = 1 1
L [ ]
3-10 Cy 6,6 6,5 R (Pyr A) 0.08 = | LO0 3.02 1.00 | 1.04 — - 0.95 - — 1.00 - - —
! | : |
1. Stufe u. R (Pyr A) 0.10 — | 0.89 | 1.98 | 1.03 | 0.88 ‘ = = | = 0.79 | = = 1.00 = - -
2. Stufe (keine R) 0.10 — 0.68 | 1.98  1.09 | 0.96 | — — - 0.20 | - = 1.00 — - -
3. Stufe u. R (Pyr A) | 0.06 — | 0.48 | 1.66  1.01 | 0.79 | g - 0.29 | - - 1.00 -
0.05 = 0.40 ‘ 1.71 | 1.05 | 0.98 ‘ 2 = = 0.22 = 0.92 - -
4. Stufe (keine R) 0.05 - 0.34 |~1.7 | 1.09 | 0.98 | - - - 0.19 | — — | 0.92 - — -
5. Stufe (keine R) 0.06 - |~0.4 | 138 | 1.05 i 0.88 | — = 0.16 | - - | 1.00 =
6. Stufe (keine R) 0.05 - |~0.4 | 1.52 | 1.08 | 0.66 | S - 0.15 | - | 0.93 —_
R (Dowex 1< 2) ‘ ‘
1. Stufe u. R (Pyr A) | | |
2. Stufe 0.08 1 0.87 | 2.00 | 1.00 | 0.97 - = i 0.19 0.98 - =
3. Stufe (keine R) 0.08 0.55  1.83 | 1.04 | 0.99 = | = = 0.14 - = ‘ 0.97 5 -
4. Stufe (keine R) 0.18 0.49 | 167 | 1.08  0.83 | — I - 0.16 - - 0.92 - = —
0.13 = 0.50 | 1.93 | 1.06 | 1.04 ‘ == = 0.14 = = 0.95 =
5. Stufe (keine R) 0.20 - 0.49 | 1.68 | 1.06 @ 0-78 | — - - 0.14 | - - 0.95 ~
6. Stufe (keine R) 0.19 = 0.49 | 1.64  1.05 0.3 — = 0.14 - 0.95 = -
1-=10 Cis 3,3—2,5 - 0.28 0.85  3.76 | 0.98  1.03 - . 1.02 | = 1.02 ~ | o
- 0.09 0.77 | 3.92 | 1.00 | 1.1 = - = | = | + 1.00 = ‘
1 4 1 1 — - | = | 1 1 - -
11—-12 Cr—y 6,0 5,8 = 0.05 - - —~ - - | 0.88 . - — 1.00
= 0.08 - = = — 1 0.65 - - 1.00 - —
1113 G 6,058 . 0.03 = | = | = = = = |er| — 1.00 - 100 | - -
- 0.08 = 5 = =2 g =S = 0.75 | = 1.06 = 1.00 i = -
0 B - |
14=17 | Ou 4,6-3,1 : 0.13 = - 148 | R K 1] - - - - - | + -
18 17 Ciims 3,1 - 005 | — — | 1.64 \ - - ‘ 100 0.85 ‘ +
| 1. Stufe 0.07 1.92 - — 1.00 0.28 |
2. Stufe 0.06 = 0,70 2 - 1.00 = 0.31 = | —_ ‘
11—17 Cras 32 26 | - 029 | R T - - 1.86 1.00 - 0.94 | =
1. Stufe 0.10 - | 1.93 1.00 1.03 - 0.54 - |
2. Stufe 0.13 . 1.94 = 1.15 1.00 = 0.45 -
3. Stufe 0.11 - 1.83 1.00 0,60 0.36
1819 Cis=1 3,2—-2,6 0.07 1.00 1.00 - -~ - =
0.06 | 1.00 - 0.89 - - -
1. Stufe 0.07 1.00 - 0.54
0.15 1.00 £ = = 0.47 = - —
18—24 | Cu-s 4,6—4,5 | R (Siule) 0.05 100 - — 102 0.87 - 091 0.93 | 2.00 : = — - -
| L. Stufe u. R (Pyr A) 0.05 0.79 | 0.97 088~ 050 — | 079 | 1.99 | —~ ‘ -
| 2. Stufe 0.22 0-81 - - 0.95 | 0.79 — | 0.54 = 0.91 | 2.00 — . 2 - ! ~
| 3. Stufe 0.29 0-69 \ - | = 1.03 | 0.32 0.46 - | 091 2.00 = - =

Tab. 1 a.
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. hydrolyse

Position Peptid- ‘ pu' | Edman-Abbau : 6.1);'0}!((‘ L
' bezeichnung/ ‘ Reinigung 20 St(ll;. ‘ | ‘ | |
‘ uMol | Asp | Thr | Ser  Glu  Pro  Gly | Ala Val Ileu Leu Tyr? Phe ('ys? Try? ‘ Arg’
2527 Cs- 6.6—64 | = 012 088 - — | - e - = 058
‘ | L Stufeu. R (PyrA) | 004 | 025 } L — | - Loo | — . . 0.81 E
| | | -
28 —31 Cg—2 6,4 1 = 0.05 — 041 2.06 ‘ = | = 1.00 — -
| 1
28 —35 Cg-1a 6,4—6,2 | = 0.03 1 1,10 0.41 | 2.00 | 1.05 1.09 0.94 0.89
0.22 100 0.55  1.92  0.96 1.04 1.00 0.95 2
29/30—35 ‘ Cs1b 6,4-62 | — 0.10 1.04 - 1.32 | 1.02 = 0.81 1.00 0.88
0.12 1.00 = 1.41 1.03 0.97 0.99 0.98
1. Stufe 0.16 1.00 1.04 1.09 - 1.01 | - 0.97 0.97
3035 Ca-1e 6,462 | . | 0.06 lmo\ — LI2 089 — 0.1 ~ e 115 =
r -~ 1 == ¥ I ses = 1
32—-35 | (4 6.5 0.28 | 0.97 = 1.03 0.92 — = = 1.03
| = 0.46 | 1.04 | - | 112 0.88 | ~ 1.00
! 1. Stufe [ 041 Joes| —  — o091 — | 039 - - 1.03 ‘
\ | 2. Stufe | 051 ;0&5‘ - | - |112| — |o038 - - 1.00
| = I B 7\ T B )
25—35 Cy-2a 6,6 6,4 0.06 1.47 ’ 0.89  1.68  1.09 - | 1.18 - | 0.82 ~ 1.01 0.87 0.56
0.03 1.55 | 0.79 | 1.92 | 1.14 1.32 = ’ 1.00 1.00 0.89 0.68
2 1 2 1 - 1 = 1 o 1 1 1
i 7
26— 35 U5 b | 6,6-64 | 0.07 1.07 | 0.71 | 1.91 1 0.93 - 1.10 - ’ 0.58 ‘ — ’ 1.00 - 0.77 0.24
| 1 2 1 = = | 1 ~ ‘ 1 - 1 =
18—-35 Cie-1 | 8,2—2,7 — 0.06 | 2.09 ‘ 0.99 | 1.97  1.81 “ 1.10 | 1.10 | 0.78 | 1.02 0.89 2.66 — 0.82 0.61 =
| (23 |1 |2 |2 |1 | (1 | 13 1
| | | T | | I |
14—-35 Cig-2 3,2—2,7 - 0.08 | 2 1.17 | 3.45 ‘ 1.93 | 0.93 1.02 | 1.08 " 1.56 | 0.88 | 3.00 - 0.93 0.37 +
0.03 | 2. 0.98  2.26 | 2.08 | 1.25 | 1.00 | 1.02 | 1.80 1.06 | 2.93 0.96 0.65 t
(40 Stdn.) | 3 1 (2 |1 1 1 2 1 \ 3 - 1 1 1
3638 Cs 6.8 6.6 - 031 | — |1.00| — |1.88| — | — - - -
R (Pyr A) 0.22 - 00 - 2.04 | — - — - - =
1. Stufe 0.31 - 1.00 — 141 = - - - —
2. Stufe 0.07 = 0.65 - | 1.66 - il - — -
32388 Cyg 6.6 | 013 1.00 | Loz\ — 301 — 1031} - - 1.02
-
3941 'y 8.2 = - = = 1 j| == 1 = = +
R (Pyr A) u. 1. Stufe 0.03 - - - 0 - | - 1.00 - - - - t
3641 C; 8,2 - 0.31 - L - 299 — | — 100 — - - - +
0.52 = 0.97 = 2.83 = ‘ - | 100 = == ~ P
| | S |
‘ R (Pyr A) u. 1. Stufe 00t | — |ose 258 | — | — 100 | - "
| 1. Stufe u. R 0.05 | = 0.94 | = 2.08  — — 1.00 - — — 4
\ [ R(PyrA)u.2 Stufe | 007 | — | 028 | 200 — | — | 100 | - | | = . . F
Tab. 1 b. Tab. 1 a u. 1 b. Analysendaten der Chymotrypsin-Peptide aus DTy (1-—41).

Zeichenerklirung: ' Angegeben ist der py-Wert der Elutions-Pufferlosung, mit dem das betreffende Peptid bei den einzelnen Fraktionierungen an Dowex 1 isoliert
wurde. ? Bestimmung als S-Carboxymethylcystein. ® Die Anwesenheit (+) der Aminosiure oder ihr Fehlen (—) wurde durch Spriihreaktion des Peptides am
Papier bewiesen. *Anwesenheit von Arginin wurde aulerdem durch 1-D-Chromatographie von 1/10 des Totalhydrolysates in BEW (3:1:1) nachgewiesen. R Be-
deutet Rechromatographie des Peptides am Papier in Pyridin-System A (vgl. Teil I) bzw. an der Sdule (Dowex 1). Keine Rechromatographie (keine R): Kein
in dieser Stufe zusitzlicher Reinigungsschritt. Die angegebenen Doppelanalysen entstammen einer wiederholten enzymatischen Hydrolyse und Fraktionierung.
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G, Position 39 —41: (Glu,, Ala, , Arg,)
Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :
1. Stufe: Abspaltung von 75% Glu.
Teilsequenz: Glu-Ala-Arg.

Cs Position 36 —38: (Thr, , Glu,)

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :

1. Stufe: Abspaltung von 53% Glu.

2. Stufe: (nach Rechromatographie des Rest-
peptids im Pyr-System A) Abspaltung von
35% Thr.

Teilsequenz: Glu-Thr-Glu.

Position 32 —35: (Aspy, Gluy, Gly;, Phe,)

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :

1. Stufe: Abspaltung von 61% Gly.

2. Stufe: Abspaltung von 35% Asp.

C-ase-Behandlung: Mit 50 y C-ase A wurden fol-
gende Aminosduren abgespalten (pn 7,8,

1 Stde., 36°):
GluNH, : 0,015 ¢Mol, Phe 0,11 uMol.

Teilsequenz: Gly-Asp-Glu-Phe.

Cs—1

Cy—o Position 32-—-38: (Aspy;, Thry, Gluy, Glyy,
Phe,).
Cs—1 Position 25 —27: (Asp;, Val;, CAM-cys; *).
Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :
1. Stufe (nach Rechromatographie des Restpep-
tides in Pyr-System A): Abspaltung von 75%
Asp.
Teilsequenz: Asp-(Val;, CAM-cys).
C;—2, Position 25—35: (Asp;—s, Thry, Sery, Gluy,
Gly,, Val,, Leu, , Phe; , CAM-cysy).
Cs—21, Position 26 —35: (Aspy, Thry, Ser,, Gluy,

Gly,, Val,, Leu, , Phe; , CAM-cysy).
Subtilisinspaltung von C;—, und C;g:
3 Stdn. bei py 7.8 mit 800 y Subtilisin
.Novo“** und 36 “C. Fraktionierung der Par-
tialpeptide iiber Dowex 1x2 (Sdule 30-1,5
cm: Durchflugeschwindigkeit 4 Fraktionen
a 6 ml/Stde.; Extinktion bei 570 mu nach
alkalischer Hydrolyse und Ninhydrinreaktion
von 0,6 ml je Fraktion; Pufferlésungen:
1. 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat py 7,5,
2. 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat py 7,2,
3. Gradient mit 1000 ml py; 7,2-Puffer und
0,075-n. AcOH.
Nach Papierchromatographie (Pyr-System A)
wurden folgende Bruchstiicke erhalten:
S, (32—35) Asp 0,98, Glu 1,08, Gly 0.85,
Phe 1,00.
S; (30—31) Ser 1,02, Leu 1,00.
Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :
1. Stufe: Abspaltung von Ser.
S; (30—33) Asp 0,99, Ser 0,95, Gly 1,00,
Leu 1.00.
Edman-Abbau:
1. Stufe: Abspaltung von Ser zu 63 Prozent.
S; (28—31) Thr 0,91, Ser 2,04, Leu 1.00.
Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :
1. Stufe: Abspaltung von 73% Thr.
* CAM-cys bedeutet S-Carbamidomethyl-cystein (im Total-
hydrolysat quantitativ nach der Methode von Spackmax,
Steiy und Moore bestimmt als S-Carboxymethyl-cystein).

B. WITTMANN-LIEBOLD UND H. G. WITTMANN

Sy (34—35) Gluy, Phey; (Analyse qualitativ
durchgefiihrt).

S; (25—27) (Analyse qualitativ durchgefiihrt).

(38 Position 3—10: (Thry, Sery, Glu,, Pro,,

Ileu, , Phe,).

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode, zwei-

fache Durchfithrung) :

1. Stufe: (nach Rechromatographie des Rest-
peptides im Pyr-System A) Abspaltung eines
Ser-Restes, Verminderung des Ileu-Wertes um
21 Prozent.

2. Stufe: Verminderung des Ileu um weitere
74% (bzw. 75%). Abnahme des Thr um 32
Prozent.

3. Stufe: (nach Rechromatographie des Rest-
peptides im Pyr-System A) Abspaltung von
Thr um weitere 29% (bzw. 417%).

4. Stufe: Verminderung des Ser-Wertes um

27% (bzw. 33%).

. Stufe: Abnahme des zweiten im Peptid ent-
haltenen Ser-Restes um insgesamt 42% (bzw.
32%); Abnahme des Pro um insgesamt 12%
(bzw. 22%).

6. Weiteres Absinken des Pro-Wertes.

C-ase-Behandlung: Abspaltung mit 50 y C-ase A
(1 Stde.. 36 °C. pi 7.8) von Phe (qualitati-
ver Test).

Teilsequenz:Ser-Ileu-Thr-Ser-Pro- (Ser;, Gluy)-
Phe.

Cy;5  Position 1—-10: (Thry, Sery, Gluy, Pro,,

Ileu; , Tyry, Phey).

C-ase-Behandlung: Abspaltung mit 50 y C-ase A
+ 69y C-ase B (pu 7.8, 1 Stde., 36 °C) von
folgenden Aminosduren:

GIuNH,: 0.032 1Mol,
Phe: 0,062 uMol.

Teilsequenz: Acetyl-Ser-Tyr-(Thry, Sers, Proy,
Ileu,)-GluNH,-Phe.

Cy Position 1 —2: (Ser,, Tyry).

Teilsequenz: Ser-Tyr.

Position 11 —13: (Val, . Leu, , Phey).

Position 11 —12: (Val, , Phe,).

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :

1. Stufe: Abspaltung von Val (Phe qualitativ

nachgewiesen).

Position 14 —17: (Ser,, Val,, Try,).

Position 13 —17: (Ser,, Val;, Leuy, Try,).

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :

1. Stufe: Abspaltung von 677 Leu.

2. Stufe: Abspaltung von 24% Ser, Try teil-

weise zerstort.

Teilsequenz: Leu-Ser (Ser, , Val; , Try,).

Position 11 —17: (Ser,, Val,, Leu; , Phe;,

Try,).

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :

[}

Cis—s3

**Herrn Dr. M. Orresey, Carlsberg Laboratorien, Kopen-
hagen, danken wir sehr fiir dieses Enzympréparat.



1. Stufe: Abspaltung eines der beiden Val-
Reste, Verminderung des Phe-Wertes um
46 Prozent.
2. Stufe: Abnahme des Phe-Wertes um insge-
samt 55 Prozent.
3. Stufe: Abspaltung von 40% Leu, Try teil-
weise zerstort.
C-ase-Behandlung: Mit 50 y C-ase A (36 °C, pu
7,8) wurde nach 15 min Try abgespalten
(qualitativer Nachweis), nach 1 Stde. aufler-
dem folgende Aminosduren:
Val 0,136 uMol, Leu 0,044 uMol, Ser
0,079 uMol.
Teilsequenz: Val-Phe-Leu-Ser-Ser-Val-Try.
Cg—1a Position 28 —35: (Asp,, Thry, Ser,, Glu,,
Gly,, Leu, , Phey).
Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :
1. Stufe: Abspaltung von 39% Ser.
Cg—ip Position 29/30—35: (Asp,, Ser;—s, Glu,,
Gly,, Leu, , Phey).
Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :
1. Stufe: Abnahme des Ser-Wertes auf 1 Rest/
Mol.
Cs—1c Position 30 —-35: (Aspy, Sery, Glu,, Gly,,
Leu,, Phey).
Cgs—2 Position 28 —31: (Thry, Ser,, Leuy).
Ci3—1 Position 18 —19: (Asp,, Alay).
Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :
1. Stufe: Abspaltung von Ala zu 53 Prozent.
Ci2—2 Position 18 —24: (Aspy, Glu,, Pro;, Ala,,
Ileuy , Leu,).
Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :
1. Stufe: Abspaltung von Ala zu 45 Prozent.
2. Stufe: Abspaltung von Asp zu 19 Prozent.
3. Stufe: Abspaltung von Pro zu 17,2 Prozent.
C-ase Behandlung:
C-ase A: Mit 75y C-ase A (3 Stdn. bei pu 7,8,
36 °C) wurde nur Leu abgespalten.
C-ase A + B: Mit 75y C-ase A und 120y
C-ase B (2 Stdn. bei pg 7,8, 36 °C) war eben-
falls nur Leu (0,072 ©«Mol) nachweisbar.
Teilsequenz: Ala-Asp-Pro- (Ileu-Glu)-Leu-Leu.

Zuordnung

Das C-terminale Peptidende von DTy (32 —41)

DT; enthalt nur einen basischen Aminosaurerest,
namlich Arginin. Dieser mull wegen der Spezifitat
von Trypsin daher die letzte Position im tryptischen
Peptid einnehmen. Aufschluf} tiber die tibrigen C-ter-
minalen Sequenzen von DT geben die beiden Argi-
nin-haltigen, chymotryptischen Partialpeptide C,
(1 Glu, 1 Ala, 1 Arg), Position 39 —41, und C; mit
6 Aminosdureresten (36 —41). Peptid C, enthilt
die Teilsequenz Glu-Ala-Arg, wie durch Edman-
Abbau bewiesen werden konnte. Im Chymotrypsin-
peptid C; sind neben den Aminoséduren von C, noch

a4

10
Acetyl-Ser-Tyr-Ser-lleu-Thr-Thr- Pro-Ser-GluN-Phe-Val-Phe-Leu-Ser-Ser-Ala- Try-Ala-Asp-Pro-Ileu-Glu-Leu-Ileu- AspN-Leu- CAM-cys-Thr-AspN-Ala- Leu-Gly-AspN-GluN-Phe-GluN-Thr-GluN-GluN-Ala-Arg

DTy

P

~
™

!

Thr-Ser- Pro-Ser-GluN-Phe-Val-Phe-Leu-Ser-Ser-Val- Try-Ala-Asp-Pro-Ileu-Glu-Leu-Leu- AspN-Val- CAM-cys-Thr-Ser-  Ser- Leu-Gly-AspN-GluN-Phe-GluN-Thr-GluN-GluN-Ala-Arg

Acctyl-Ser-Tyr-Se

T
1:

[ R

Croa—

GIN N

— | —
|

2) (3)

3
—~

9

(1), 2. Stufe: (2) etc. Carboxypeptidase-Behandlung: C-ase A: m, C-ase B: [ ]. CAM-cys bedeutet S-Carbamidomethyl-Cystein.

E dman - Abbau 1. Stufe:

Zeichenerklirung:

Abb. 3. Vergleich von vulgare Ty (1—41) und dahlemense Ty (1—41) : Chymotryptische Partialpeptide.
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zwei weitere Glutaminsdure- und ein Threoninrest
enthalten. Diesen Aminosduren sind daher die Posi-
tionen 36 — 38 zuzuordnen. Da auller an dieser Stelle
dieselben Aminosauren im DTy nicht benachbart vor-
kommen (vgl. die Ubersicht, Abb. 3), entspricht
Peptid C; (2 Glu. 1 Thr) diesen Positionen, was in
Einklang mit der Aminosaureverteilung in C; steht.
Die Sequenz Glu-Thr-Glu wurde durch zweimaligen
Edman-Abbau sowohl an Peptid C; als auch an
C; bewiesen.

Zur Festlegung der Aminoséureverteilung in den
Positionen 32 — 35 war die Isolierung des glutamin-
saurereichen, chymotryptischen Partialpeptides Cy_,
wertvoll, das einmal bei den Fraktionierungen des
chymotryptischen Partialpeptid-Gemisches gewonnen
werden konnte. Es enthielt 7 Aminosaurereste, dar-
unter dreimal Glutaminsg@ure. Da im tryptischen Ge-
samtpeptid DT; auller den Glutaminsdureresten in
den besprochenen Positionen 36, 38 und 39 nur
noch drei weitere Glutaminsdurereste enthalten sind,
die jedoch nicht in Nachbarschaft zueinander stehen
(vgl. unten). kommen im Peptid C,_, mindestens
zwel Glutaminsdurereste den Positionen 36 und 38
zu. Der dritte Glutaminsdurerest konnte Position 39
entsprechen. Man kann sich jedoch Peptid C,_, in
zwei Teilbereiche zerlegt denken: Es setzt sich aus
den Aminosédureresten von Chymotrypsinpeptid
Cy 4 (1 Asp, 1 Glu. 1 Gly, 1 Phe) und denjenigen
von C; zusammen. Damit entsprechen den Positionen
32 — 35 die Aminosduren von C,_ ;. Die Teilfolge
Gly-Asp-Glu-Phe in diesem Partialpeptid ergab sich
einerseits durch zweimaligen Ed man - Abbau, an-
dererseits dadurch. dafl Phenylalanin neben wenig
Glutamin mit Carboxypeptidase A vom C-terminalen
Peptidende abgespalten wurde.

Die Aminosdurefolge der Positionen 32—41
lautet daher zusammenfassend: Gly-Asp-Glu-Phe-
Glu-Thr-Glu-Glu-Ala-Arg. (Saureamidverteilung vgl.
Schluf.)

Die N-terminalen Sequenzen von DTy (1 —10)

Der Nachweis, dall das N-terminale Ende acety-
liert ist. erfolgte nach der fir das vulgare angegebe-
nen Methode > durch Chymotrypsinspaltung des
Peptids DT}, Chromatographie auf Dowex 50 und
Analyse des im ersten Gipfel enthaltenen Partialpep-
tids (/V-Acetyl-Ser-Tyr). — Da Tyrosin nur einmal

12 K. Narira, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 184 ;
30, 352 [1958].

B. WITTMANN-LIEBOLD UND H. G. WITTMANN

im Peptid DTy enthalten ist, gibt das isolierte tyro-
sinhaltige Chymotrypsinpeptid C;5; (mit 10 Amino-
sauren) Aufschlufl tiber die N-terminale Amino-
sdurefolge in DT;. Ci5 (Position 1—10) gliedert
sich in Teilabschnitt Cy (1 Ser, 1 Tyr). Position 1
bis 2, und Cg mit 8 Aminosédureresten. dem daher
Position 3 — 10 zukommt. Durch Carboxypeptidase-
Behandlung wurde sowohl an Cg als auch an Cy;
C-terminales Phenylalanin festgestellt; den Platz da-
vor nimmt Glutamin ein. An dem sdulenchromato-
graphisch gereinigten Cy, das am Papier rechromato-
graphiert worden war, wurden wiederholt mehr-
stufige Abbauschritte nach E d m an ausgefiihrt. die
tibereinstimmend folgendes Ergebnis hatten: Zu-
ndchst wurde Serin vom N-terminalen Peptidende
abgespalten, anschlieffend Isoleucin und Threonin.
Im weiteren Verlauf der Edman - Stufen vermin-
derte sich der Wert der restlichen zwei im Molekiil
enthaltenen Serinreste auf 1,58 (bzw. 1.68) Reste/
Mol, wogegen der Wert des einen Prolinrestes im
Peptid zur gleichen Zeit auf 0.88 (bzw. 0,78) Reste/
Mol abgesunken war und sich erst beim nachfolgen-
den Abbauschritt verringerte.

Aus den durchgefiihrten Versuchen ergab sich fol-
gende Sequenz in den Positionen I — 10: Acetyl-Ser-

Tyr-Ser-Ilew-Thr-Ser-Pro-Ser-GluNH ,-Phe.

Die mittleren Teilsequenzen von DTy (11 —31)

Nach Ermittlung der Aminosdureverteilung in den
Positionen 1 —10 und 32 — 41 bleiben laut Brutto-
den mittleren Teilbereich
(11—31) von DT} noch 21 Aminoséurereste iibrig
(2 Asp, 1 Thr, 4 Ser, 1 Glu. 1 Pro., 1 Ala, 3 Val,
1 Ileu, 4 Leu, 1 Phe, 1 Cys, 1 Try). Diese sind zu-
sammen in 4 chymotryptischen Partialpeptiden ent-
halten:

Peptid Cy4—5 (2 Ser, 2 Val, 1 Leu, 1 Phe, 1 Try),

Peptid Cjp— (1 Asp, 1 Glu, 1 Pro, 1 Ala, 1 Ileu,
2 Leu),

Peptid C;—; (1 Asp, 1 Val, 1 CAM-cys),

Peptid Cg_—»~ (1 Thr, 2 Ser, 1 Leu).

Sie stellen gemeinsam mit den oben erwihnten
Peptiden Cq, C4. Cy ; und C; die Hauptspaltpro-
dukte bei der enzymatischen Hydrolyse mit Chymo-
trypsin (Praparat 1, CDC) dar. lhre Zuordnung
ergab sich durch Vergleich einiger grofierer Peptid-
bruchstiicke. die in geringerer Ausbeute bei den
durchgefiihrten Saulenldaufen anfielen. Hierbei waren
besonders die isolierten Glycin-haltigen Briicken-
peptide wertvoll, da Glycin nur einmal im trypti-

zusammensetzung  fir
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schen DT} in Position 32 enthalten ist. So setzen
sich die nach der Chymotrypsinspaltung aus Gipfel 8
isolierten Partialpeptide aus dem Sequenzbereich 32
bis 35 und zwei bis vier Positionen davor zusam-
men:

Cs_1c = (Sery, Leuy)-(Gly,, Asp;, Gluy, Phe,),
Position 30— 35,

Cs 12 = (Thry, Ser,, Leu,)-(Gly,, Asp,, Glu,,
Phe,), Position 28 — 35,

Ce—1v = (Ser;—y, Leuy)-(Gly;, Asp;, Gluy, Phe,),

Position 29/30 — 35,

Cg—2 (mit 1 Thr, 2 Ser und 1 Leu) ist daher Position
28 — 31 zuzuordnen.

25 26 27 28 29
Asp-(Val,, CAM-cys,)-(Thr,, Ser,)-
t i
(1)
S— 'Y N
Sub

Subtilisinpeptid S, enthielt die Sequenz Ser-Leu
und S, N-terminal Threonin, wie aus der Restpep-
tidanalyse nach 1. Edman- Abbau dieser Partial-
peptide hervorging. Das Ergebnis Thr-Ser-Ser-Leu
fir Position 28 — 31 steht im Einklang mit der Iso-
lierung der Cg-Peptide und dem Absinken des Ser-
Wertes nach Edman-Abbau von Cg_j,. Die
Aminoséaurefolge in Position 25 — 27 sollte N-termi-
nal mit Asparaginsdure beginnen, wie aus dem Ver-
gleich der Analysenwerte von Cs_,, und C;_,;, her-
vorgeht. Edm an- Abbau von Peptid C;_; ergab
entsprechend das Restdipeptid Val-S-carbamido-
methylcys.

Die Folge der Aminosduren fir die Position 25
bis 31 ist dadurch festgelegt: Asp-Val-Cys-Thr-Ser-
Ser-Leu.

Die Zuordnung der iibrigen chymotryptischen
Peptide ergab sich durch Analyse von zwei weiteren
ebenfalls Glycin-haltigen Briickenpeptiden  (vgl.
Tab. 1) :

1. Cy_, enthielt Prolin und Isoleucin, jedoch
nicht Tryptophan. Seine Bruttozusammensetzung er-
gibt sich durch Kombination der Aminosduren von
Position 25 — 35 mit C;,_,. Das letztgenannte Chy-
motrypsinpeptid enthilt daher die Aminosduren aus
den Positionen 18 — 24.

2. Cy¢_» unterschied sich von Cyg_; durch einen
weiteren Valinrest, zwei weitere Serinreste und ein
Tryptophan; diese Aminosduren sind daher den
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Im Vergleich mit den Peptiden der Cg-Gruppe las-
sen sich die Briickenpeptide, die aus Gipfel 5 erhal-
ten wurden. in folgende Teilbereiche gliedern:

Cs—2. (11 Reste) : (Aspy, Val;, CAM-cys;)-(Thry,
Ser, , Leuy)-(Gly,, Aspy, Glu,, Phe,), Posi-
tion 25— 35,

Cs—2n (10 Reste): (Val;, CAM-cys,)-(Thr,, Ser,,

Leuy)-(Gly,, Asp,, Glu; , Phe,), Position
26 — 35,

so daBl Chymotrypsinpeptid C;—; (1 Asp,

1 CAM-cys), Position 25 — 27 entspricht.

Die Peptide der C;—»-Bande wurden gemeinsam mit
Subtilisin nachgespalten (vgl. vorigen Abschnitt); die
dabei erhaltenen Partialpeptide lassen sich folgender-
maflen zuordnen:

1 Val,

N—-

30 31 32 33 34 35
(Sery , Leuy)-(Gly,, Asp; ,Glu; , Phe,)
@ t
. -5

1) t

Sy

5 — >l

S, —|
e By =
Sub

Positionen 14 — 17 zuzuordnen. Entsprechend dieser
Verteilung mull Peptid C;y 5 (2 Ser, 2 Val, 1 Leu,
1 Phe, 1 Try) Position 11 — 17 entsprechen; seine
Aminosduren missen daher folgendermallen grup-
piert sein: (Val,, Leu,, Phe;)—(Ser,, Val;, Try;). In
Versuchen mit Carboxypeptidase A wurde von Cyy_5
C-terminales Tryptophan abgespalten, auflerdem Va-
lin und in geringerem Mafle Serin und Leucin. Stu-
fenweiser Ed m an - Abbau ergab in C;; 5 N-termi-
nal die Reihenfolge Val-Phe-Leu. Der Befund Leu-
cin hinter Phenylalanin wurde gestiitzt durch die
Isolierung der Peptidpaare C;_, (1 Val, 1 Phe) und
Cyy_o (2 Ser, 1 Val, 1 Leu, 1 Try) bzw. C;_,4
(1 Val, 1 Phe, 1 Leu) und Cy5_; (2 Ser, 1 Val,
1 Try), wobei durch Edman-Abbau bewiesen
wurde, dafl in C;;_, N-terminal Leucin steht, dem
Serin folgt. Die Sequenz der Positionen 11 — 17 lau-

tet daher: Val-Phe-Leu-Ser-Ser-Val-Try.

Die Ermittelung der Aminosdurenfolge in Posi-
tion 18 — 24 wurde an C;, _, (1 Asp, 1 Glu, 1 Pro,
1 Ala, 1 Ileu, 2 Leu) durchgefithrt. Durch Edman-
Abbau wurde N-terminal Alanin abgespalten; im
weiteren Verlauf der E d m an - Stufen verminderte
sich die Asparaginsidure und der Prolinwert bei der
Restpeptidanalyse. Fir die Sequenz Ala-Asp-Pro . ..
spricht auch die Isolierung des vermutlich durch un-
spezifische Hydrolyse in geringem Malle gebildeten
Dipeptids Ala-Asp (Peptid C;3_4), dessen Amino-
saureverteilung durch Edman-Abbau ermittelt
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wurde. Durch Carboxypeptidase A und B wurde
von C;5_, nur Leucin abgespalten. Damit ist
die Sequenz Ileu-Glu-Leu-Leu sehr wahrscheinlich
gemacht, denn bei einer Reihenfolge Glu-Ileu-Leu-
Leu oder Leu-Glu-lleu-Leu bzw. Glu-Leu-Ileu-Leu
miifite in jedem Fall Isoleucin von der Exopepti-
dase mitabgespalten worden sein. Der Austausch
Leucin an Stelle von Isoleucin in Position 24
bei Gegeniiberstellung von wvulgare Tp und dahle-
mense T erkldart zudem, weshalb Chymotrypsin in
DT; die Peptidbindung in Position 24/25 hydroly-
siert, wahrend das gleiche Enzympréparat die homo-
loge vulgare-Sequenz zwischen Position 23 und 24
spaltet trotz gleicher Besetzung der Position 25 mit
Asparagin; eine Veranderung Leucin an Stelle von
Isoleucin in Position 21 dagegen diirfte auf die chy-
motryptische Hydrolyse wegen der unmittelbaren
Nachbarschaft des Prolin-Restes keinen Einfluf}
haben.

Die Aminosauren in den Positionen 18— 24

haben daher bzw. in Analogie zu vulgare folgende

Reihenfolge: Ala-Asp-Pro-Ileu-Glu-Leu-Leu.

Sdureamidverteilung

DTy enthalt in Position 9 einen Glutaminrest wie
bei vulgare. Das diesen Rest enthaltende Partialpep-
tid C¢(3 — 10) wurde stets als Neutralpeptid isoliert.
Dafl Cy5(1 —10) in den sauren Peptidfraktionen ent-
halten ist, ist auf die Acetylierung des Serins, mit
dem C,; beginnt, zurtickzufithren. Das Peptid rea-
giert nicht mit Ninhydrinlésung, dagegen mit Chlor-
reagenz.

Durch Carboxypeptidase-Behandlung wurde aus
Cy; Glutamin in Freiheit gesetzt. Der Asparagin-
sdure-Rest in Position 19 ist ebenso wie bei vul-
gare nicht amidiert, denn die Peptide Ci5 , (18
bis 24) und Cy3_; (18 —19) sind auf Grund ihres
Verhaltens an Dowex 1 sauer. Der gleichzeitig in
Cys_, enthaltene Glutaminsdure-Rest diirfte wie im
vulgare in freier Form vorliegen, obwohl hierfiir
ein Beweis fehlt. Jedoch war es nicht moglich, zu
dem in sehr geringer Ausbeute gebildeten Dipeptid
C,5_; das passende Peptidbruchstiick mit der Se-
quenz Pro-Ileu-Glu-Leu-Leu an Dowex 1 zu isolie-
ren trotz Sichtbarmachung der Peptide nach der
Fraktionierung mit Ninhydrin nach alkalischer Hy-
drolyse. Da das Teilpeptid nur in sehr geringer Aus-
beute entstanden ist, kann es bei Vorliegen von freier
Sdure in Position 22 leicht durch starke Adsorp-

B. WITTMANN-LIEBOLD UND H. G. WITTMANN

tion am lonenaustauscher verlorengegangen sein.
Position 25 enthiélt Asparagin, da sich das entspre-
chende Partialpeptid C5_; (25 —27) neutral ver-
hielt. Auch der Asparaginsdure-Rest in Position 33
und die Glutaminsiure-Reste in Position 34, 36 und
38 liegen amidiert vor, da Peptid C,_; (32— 35)
ebenso wie C; (36 —38) und Peptid C,_, (32 —38),
welches alle diese vier Reste enthilt, als Neutralpep-
tide isoliert wurden. Die Glutaminsdure in Posi-
tion 39 kann ebenso wie bei vulgare nicht in freier
Form bei dahlemense enthalten sein; denn das ent-
sprechende Partialpeptid Cy (39 —41) verhielt sich
basisch, was durch gleichzeitig enthaltenes Arginin
bedingt ist.

Die angegebene Sdureamidverteilung steht in
Einklang mit den {iibrigen isolierten chymotrypti-
schen Partialpeptiden: dem basischen Peptid C; (36
bis 41), das ebenfalls Arginin enthielt; den neutra-
len Briickenpeptiden C;_5, und Cj;_5, (Position 25
bis 35) und den aus den sauren Fraktionen erhalte-
nen Briickenpeptiden Cy4_; (18 —35) und Ci4_o
(14 —35), die beide neben den neutralen Amino-
sdure-Resten von C;_,, noch die saure Teilsequenz
(18 — 24) enthielten.

Zusammenfassung: Ein Vergleich der Brutto-
zusammensetzung der homologen tryptischen Pep-
tide Nr. I von vulgare '3 und dahlemense (vgl. Uber-
sicht, Abb. 3) macht zunichst nur 5 Unterschiede
sichtbar:

1 Asp+1Thr+2Ala+1 Ileu— 3 Ser + 2 Val.
Demgegeniiber wurde durch die Sequenzanalyse er-
sichtlich, daf} die Verdnderung von Leucin, das an
Unterschieden in zwei Positionen (24 und 26) be-
teiligt ist, sich in der Bruttozusammensetzung kom-
pensiert. Im Peptid I kommen also folgende Amino-
sdure-Unterschiede vor:

Thr ist ersetzt durch Ser in Position 6,
Ala ist ersetzt durch Val in Position 16,
Ileu ist ersetzt durch Leu in Position 24,
Leu ist ersetzt durch Val in Position 26,
AspNH, ist ersetzt durch Ser in Position 29,
Ala ist ersetzt durch Ser in Position 30.

Wahrend in dem Bereich 24 — 30 mit 7 Aminosau-
ren 4 Unterschiede, 2 davon unmittelbar benachbart,
vorkommen, ist der Bereich von Position 31 ab mit

13 F. A. Axperer, H. Unrie, E. WeBer u. G. Scaramm, Nature
[London] 186, 922 [1960]: A. Tsveita, D. T. Gisu, J.
Youne, H. Fraexker-Conrar, C. A. Kzigar u. W. M. Stan-
LeY, Proc. nat. Acad. Sci. USA 46, 1436 [1960]; F. A.
A~pERER, Z. Naturforschg. 17 b, 526 [1962] ; C. A. KT,
Protoplasmatologia IV, 59 [1963].
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11 Aminoséuren bei vulgare und dahlemense vollig
unveridndert. Eine dhnliche Verteilung der Amino-
sdureaustausche iiber das Peptid 1 ergibt sich auch
bei den bisher lokalisierten Austauschen der che-
misch induzierten Mutanten. Die Siureamidvertei-
lung der Asparaginsdure- und Glutaminsiurereste
im Peptid I stimmt bei wvulgare und dahlemense
iiberein; der Unterschied in Position 29 (AspNH,/
Ser) dndert nichts an der Ladung des Peptides.

Sequenzanalyse von DTy, xm
(135—-158)

Dieses tryptische dahlemense-Peptid entspricht in
seiner Linge infolge des ausgetauschten Arginin-
Restes in Position 141 den beiden tryptischen vul-
gare-Peptiden VTx; (135 —141) und VTxyp (142
bis 158). Die Ermittlung seiner Aminosiurefolge
wurde an Hand der Chymotrypsin- und Subtilisin-
Partialpeptide vorgenommen. Auflerdem wurde der
N-terminale Peptidbereich durch stufenweisen Ed -
man - Abbau von DT(xr,xm und sein C-terminales
Peptidende durch Versuche mit Carboxypeptidase
am intakten Virus aufgeklart.

Darstellung des Peptides: Das durch Chromato-
graphie an Dowex 1 aus dem tryptischen Hydrolysat
gewonnene Peptid (vgl. Teil I, Abb. 1) ist verunrei-
nigt durch das dahlemense-Peptid DTy, da beide
Peptide infolge der verdnderten Sequenz schwieriger
voneinander zu trennen sind als die entsprechenden
vulgare-Peptide. Versuche, diese Peptide iiber Do-
wex 50, Se-Sephadex und Phosphozellulose zu tren-

ar
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nen, fithrten wegen der schlechten Loslichkeit dieser
sauren Peptide im sauren py-Bereich nicht zum ge-
wiinschten Erfolg. Dagegen erhielt man bei Rechro-
matographie beider Peptide iiber Dowex 1 <2 bei
Anwendung von Elutionspufferlésungen mit Gra-
dienten im py-Bereich von 5,5 bis 4 reine Produkte
in guter Ausbeute [Rohpeptid, gesammelt aus 2
tryptischen Siulenldufen; Siule 30-2cm, 35 °C;
Durchflugeschwindigkeit 4 Fr. a 10 ml/Stde.; Ex-
tinktion bei 570 mu nach alkalischer Hydrolyse und
Ninhydrinreaktion von 0.5ml je Fraktion; Puffer-
losungen: 1. 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat, py 7,5;
2. 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat, py 7.2; 3. Gra-
dient mit 500 ml py 7,2-Puffer und 2% Pyr-2% Pic-
2% Lut-Acetat, pg 5,5; 4. Gradient mit 3% Pyr-3%
Pic-3% Lut-Acetat, py 4; 5. Gradient mit 2-n.
AcOH; 6. 2-n. AcOH direkt].

Chymotrypsinspaltung

DTxr.xm wurde nach wiederholtem Abdampfen
der Elutionsmittel mit Wasser durch Titration der
wélrigen Suspension auf py 9 — 10 mit Natronlauge
in Losung gebracht und sofort auf py 7.8 zuriick-
titriert. Nach der chymotryptischen Spaltung (mit
2,5 mg Chymotrypsin, 3-mal krist., Priparat 2, vgl.
S. 1033, bei pg 7,8 4 —5 Stdn. und 36°C) wurde
das Partialhydrolysat iiber Dowex 1 x 2 fraktioniert
(vgl. Abb.4). Durch Wiederholung von Spaltung
und Saulenlauf wurden die isolierten Partialpeptide
in gleicher Zusammensetzung wieder erhalten und
auBerdem noch ein groferes Bruchstiick (C,). Alle

ta*:tnﬂ:\z‘b;tu

20 |40 60| 680 100
Grad.:(py 72+0075) AcOH

75 py 72

L
200 FraktNr.

1
120 40 160 180

Grd.+10-n.
Grad+03n ACOH ‘ it

Abb. 4. Chromatographische Fraktionierung der chymotrypti-
schen Peptide aus DT (x1+ x11) (135—158) iliber Dowex 1 x 2.
Ausgangsmaterial : Das Peptid wurde aus 2 Sdulenldufen des
tryptischen Hydrolysats gesammelt (vgl. Teil I, Abb. 1). Chy-
motrypsinspaltung: 2,5 mg Chymotrypsin, 3-mal krist. (Pra-
parat 2) 5 Stdn. bei pg 7,8 und 36 °C. Siule: 30-1,2 cm,
Zimmertemperatur. Durchflulgeschwindigkeit: 4 Fraktionen
a 6 ml/Stde., Extinktion: bei 570 mu nach alkalischer Hydro-

lyse und Ninhydrinreaktion (0,5 ml je Fraktion). Pufferlosun-
gen: 1. 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat, pH 7,5; 2. 1% Pyr-
1% Pic-1% Lut-Acetat, pg 7,2; 3. Gradient mit 1/ pg 7,2-
Puffer und 0,075-n. AcOH; 4. Gradient mit 0,3-n. AcOH;
5. Gradient mit 1,0-n. AcOH. Gipfel 1 enthielt Peptid C;
(153—158), Gipfel 2 enthielt Peptid C2-1 (140—144) und
Ca2_3 (135—139), Gipfel 3 enthielt Peptid C3_1 (145—150)
und C3-2 (151—152).



Position

bezeichnung Reinigung ; 110°C, 20 Stdn. | Met + | |
1Mol Asp | Thr Ser Glu Pro Gly ‘ Ala | Val Met O, | Leu | Tyr® ] Phe | Try?
| | |
| |
135 — 139 Ca-s 6,5—6,3 - ‘ 0.10 | — 0.98 = - = 1.69 = — — | 100 | 0.72 “ - -
‘ 0.05 [ = 1.01 - - = 1.85 ‘ — — — | 100 + | - -
; | — 1 = - - | 2 = = § = |1 |1 o=
1. Stufe | 0.09 (50 Stdn.) | — 074 | - - ~ | 120 ‘ ~ - - 1.00 ‘ 0.42 - | -
2. Stufe 1 0.08 — 18 - - — 100 s - ~ 100 | 0.86 - |
140 144 Camy 6,563 — 0.09 177 0.93 - .00 | - - - - - - - 1.02 -
R (Pyr A) 0.04 189 0.99 = 1.02 == — - — = [ 0.96 | —
Dur A) 1 o o 1 1 1 T
:{ (\,lmsl[r.("\) mnd ‘ nicht analysiert | | ‘
2. Stufe (keine 1{)‘ 0.03 0.86  0.89 — | 056 = = |l = § = = =~ = 1.00 “ —
| 0.05 L 092 0.84 - | 065 | = — - - - = .00 | —
| 1 o | .
145 — 150 Oyt 5.5—4,6 1 0.04 [ - L35 | 0.4 - ‘ 1.05 + } 093 | — - | =
1. Stufe 0.03 . [ 168 035 - 075 | — — + 114 = =l =
0.03 - | 1.9 0.48 1.16 - — 0.62 | 0.87 - - | =
2. Stufe 0.02 = - 136 043 ~ 100 = — | 061 | 100 s - =
151 — 152 Cses 5855 - qualitativ = = - — } . I ) - - 1
1. Stufe qualitativ | - - - — - — | [ = [ = | - ‘ - — } ¢
145 — 152 (o2 3,3—2,8 0.03 = = 2.03 | 0.92 — 1.00 s 0.96 | 098 096 - +
153 158 G 7.1 0.10 0.95  2.00 - 1.20 - 2.00 — } - - | -
1. Stufe 0.14 | = 1.96 | 1.03 2.00 = | = = = =
2. Stufe 0.11 — 149 | — 1.00 2.00 - = - - -
2. Stufe und R, |
3. Stufe 0.05 : = 1.05 . 1.00 5 1.09 = — - — -

Peptid-

pH!

IKdman-Abbau,

|
- Totalhydrolyse
L 6-n - HCI,

Tab. 2.

Analysendaten der Chymotrypsin-Peptide aus DT (x1+ x11) (135—158).
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Zeichenerklirung: ' Angegeben ist der pi-Wert der Elutions-Pufferlosung, mit dem das Peptid bei den einzelnen Fraktionierungen an Dowex 1 isoliert wurde.
2 R bedeutet Rechromatographie des Peptides oder Restpeptides am Papier in Pyridin-System A (keine R: Bei dieser Stufe keine zusiitzliche Rechromatographie.
3 Die Anwesenheit (-+) der Aminosiure bzw. ihr Fehlen (—) wurde durch Spriihreaktion des Peptides am Papier nachgewiesen.
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Partialpeptide wurden am Papier chromatographiert
und quantitativ analysiert. Die Ergebnisse der Ana-
lysen, auch die der Restpeptide nach Ed m an - Ab-
bau, wurden in Tab. 2 zusammengestellt. Die fol-
gende Aufstellung zeigt die isolierten Partialpeptide
und die an ihnen durchgefithrten Sequenzanalysen
(nicht berucksichtigt wurde die Sdureamidverteilung,
die am Schlufl zusammenfassend behandelt wird).

Cy

C3—1

Position 153 —158: (Thry, Ser,, Pro;, Ala,).

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :

1. Stufe: Abspaltung von Threonin.

2. Stufe: Verminderung des Serin-Wertes auf
1,49 Reste/Mol.

3. Stufe: (Rechromatographie nach der 2. Stufe)
Abspaltung eines der beiden Alanin-Reste.

Teilsequenz: Thr-Ser-Ala-(Sery, Pro,, Alay).

Position 140 —144: (Asp,, Thr,, Glu,, Phe,).

DNP-Umsetzung: Nach Uberfiihrung von C,
ins DNP-Derivat und Totalhydrolyse (12-n.
HCI, 16 Stdn., 110 °C) wurde die N-termi-
nale DNP-Aminosiure mit Ather extrahiert
und die restlichen Aminosduren quantitativ
ermittelt:

Asp 1,62, Thr 1,01, Glu 1,03, Phe 0,96.

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :
nach Rechromatographie (Pyr A) wurde die
1. Stufe durchgefiihrt (nicht vermessen).

2. Stufe: Der Wert fiir die zwei Asparagin-
sdurereste war auf 0,86 (bzw. 0.92) ge-
sunken und Glu zu 44% (bzw. 35%) abge-
spalten.

Carboxypeptidase-Behandlung:

Mit 50y C-ase A und 68 y C-ase B (4 Stdn.,
36 °C, pu 7,8) wurden 0,114 uMol Phenyl-
alanin und 0,031 Mol Threonin abgespalten.

Teilsequenz: Asp-Glu-Asp-Thr-Phe.

Position 135—139: (Thr,, Gly,, Leu;, Tyry).

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :

1. Stufe: Abspaltung von insgesamt 80% des
1. Glycin-Restes, Verminderung des Threo-
nin-Wertes.

2. Stufe: Verminderung des Threonin-Wertes
um weitere 75 Prozent.

Carboxypeptidase-Behandlung:

Mit 50y C-ase A (pu 7,8, 36 °C) wurden
nach 10 min folgende Aminosduren quan-
titativ ermittelt:

Tyr 0,052 uMol, Leu 0,006 «Mol.

Nach 1 Stde. wurden folgende Werte erhalten:
Tyr 0,118 uMol, Leu 0,070 uMol.

Teilsequenz: Gly-Thr-Gly-Leu-Tyr.

Position 145 —150: (Ser,, Glu;, Gly,, Met,,

Leu,).

Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) :

1. Stufe: Verminderung des Glutaminsdure-
wertes um insgesamt 65% (bzw. 52%).

2. Stufe: Abnahme der 2 Serin-Reste auf
1,56 Reste/Mol.

Phe Try*

0.83

Tyrt |

Val Met Leu

Ala

Ser Glu Pro Gly

Thr

7
=

0.13

pH!

Edman-
Abbau

Su

i
wmwn
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3
n

-143
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137 —138
135— 138
140 - 142
141 —142
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0.09

Tab. 3. Analysendaten der Subtilisin-Peptide aus DT (x1+x11) (135—158).

Zeichenerklirung: ' Angegeben ist der py-Wert der Elutionspufferlosung, bei dem das Peptid bei den einzelnen Fraktionierungen an Dowex 1 isoliert wurde. 2 Die

Anwesenheit (-) der Aminosidure oder ihr Fehlen (—) wurde durch Spriihreaktion des Peptides am Papier nachgewiesen.

- 1568
158

151
155 - 138
154
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Carboxypeptidase-Behandlung:
Mit 50 y C-ase A und 68y C-ase B (4 Stdn.,
36 °C, pu 7.8) wurde 0,05 uMol Leucin ab-
gespalten.

Teilsequenz: Glu-Ser-(Sery , Gly,, Met,)-Leu.

B. WITTMANN-LIEBOLD UND H. G. WITTMANN

wurde ihre Zusammensetzung quantitativ bestimmt.
Tab. 3 enthilt die gefundenen Analysenwerte sowie
die Ergebnisse fiir die verschiedenen Edman - Ab-
bau-Stufen.

C3— Position 151 —152: (Valy, Try,). Die isolierten Subtilisin-Peptide sind zusammen
Edman-Abbau (Papierstreifenmethode) : it d h durcheefithrten S h
1. Stufe: Abspaltung von Val. Anwesenheit von fmt i, SELL KA SRS ST TGl S SaaEirsauron
Try wurde nach Elution des Streifens und in der nachfolgenden Aufstellung angegeben, wobei
Chromatographie der Losung in BEW 3:1:1 die S&dureamidverteilung unberiicksichtigt bleibt
mit Sprithreagenz bewiesen; dagegen war mit (vgl. Zusammenfassung) :
Ninhydrin kein Valin nachweisbar. )
Teilsequenz: Val-Try. Se Position 155 —158: (Sery, Pro,, Ala,),
Cy Position 145—152: (Sery, Gluy, Gly,;, Val;, s, Position 154 —158: (Ser,, Proy , Ala,),
Mty Loty 5 Tryide Si1 Position 137 —138: (Gly,, Leu,),
Subtilisinspaltung Ss—2  Position 135 —136: (Thr,, Gly,),
Das saulenchromatographisch gereinigte Peptid S5 POS}t}on 135 —138: (Thry, Gly,, Leu;),
: . Sga Position 140 —142: (Asp, , Gluy),
DTxr,xmy wurde mehrere Male mit Wasser im i
; ’ ; ; Sen Position 140 —143: (Asp,, Gluy , Thry),
Rotationsverdampfer eingeengt, mit Wasser aufge- .
2 i . Se Position 148 —150: (Ser; , Gly;, Leuy),
nommen und bei py 7.8 in Losung gebracht. Nach Ed : o )
s 5 . _ man-Abbau (Papierstreifenmethode) :
de‘r Subtlhsmspe_ﬂ?ung (3 Stdn., 36 “C, bei py 7.8 1. Stufe: Abspaltung von 80% Serin,
mit 1 mg SubtlllSl.l.’l.. »Novo®, Kopenhagen) .wu'rde Ss_1 Position 145—147: (Ser, , Glu, , Met,),
das Hy’('irolysat tber Df)wex 12 fraktioniert g . ., Position 135—139: (Thr, , Glys, Leu, , Tyry),
(Durchfiihrung vgl. Abb. 5). Nach Rechromatogra- S, Position 151 —158: (Thr, , Ser,, Pro, , Ala,,
phie der erhaltenen Partialpeptide am Papier Val,, Try,).
Eszomu
15
[
r
I PH
- 8
10k ‘s—.—.——-—.—..._._.“.\.h.\ 7
L N 6
I .. ’
e
| ’*—-‘—jq
- 3
05 wh& bu
A 4 gwj LA\W
1 34 5(6|6af 78 9|10] M1
o TN NS, S (S [ I | | Eniem T S (O R
20 60 80 100 120 740 160 80 200 220 | 240 FraktNr
oy 75 72 Grad. py 728,60 Grad.+py, Y45 G’j‘g - 20
Abb. 5. Chromatographische Fraktionierung der Subtilisin- und 1% Pyr-1% Pic-1% Lut, pn 6, 4. Gradient mit 2% Pyr-

Peptide aus DT (x1+x11) (135—158) iiber Dowex 1 x 2. Sub-
tilisinspaltung: 3 Stdn. bei py 7.8 und 36 °C mit 1 mg Sub-
tilisin (,,Novo“, Kopenhagen). Sdule: 30-1,5cm, Zimmer-
temperatur. DurchfluBgeschwindigkeit: 4 Fraktionen a 8 ml/
Stunde. Extinktion: bei 570 mu nach alkalischer Hydrolyse
und Ninhydrinreaktion (0.6 ml je Fraktion). Pufferlésungen:
1. 1% Pyr-1% Pic-1% Lut-Acetat, pg 7,5, 2. 1% Pyr-1% Pic-
1% Lut-Acetat, py 7,2, 3. Gradient mit 500 ml pg 7,2-Puffer

2% Pic-2% Lut, pyg 4.5, 5. Gradient mit 2,0-n. AcOH. Gipfel 2
enthielt Peptid S, (155—158), Gipfel 3 enthielt Peptid S,
(154—158), Gipfel 4 enthielt Peptid S; (135—138), Gipfel
6a enthielt Peptid Sg; (140—142) und Sgp (140—143), Gip-
fel 6 enthielt Peptid Sy (148 —150), Gipfel 7 enthielt Peptid
S7_1 (141-142), Gipfel 8 enthielt Peptid Sg_1 (145—147),
Sg-2 (135—139) und Sy, Gipfel 9 enthielt Peptid Sy
(151—158).
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Totalhydrolyse
Edman- 6-n - HCI,

Abbau- 110°C, 18 Stdn.
1Mol Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val Met Leu Tyr Phe
- 0.06 229 298 380 214 0.82 28 217 118 081 223 086 & 1.05
L. ?tuf@ 0.07 207 283 3.64 228 093 206 196 087 075 192  0.65 | 1.00
s 0.04 213 260 ' 3.75 207 + 216 = 1.86 081  0.95 194  0.64 | 0.93
3. Stufe 0.05 2.04 242 | 3.68 | 217 | 0.75 | 2.40 1.98 096  0.75  1.92 075 | 1.00

Tab. 4. Restpeptidanalysen nach E d m a n - Abbau von DT (x1+x11) (135—158).

Stufenweiser Ed m an - Abbau von DT (x;. x11)

Das sdulenchromatographisch gereinigte tryptische
Peptid wurde am Papier (Pyr-System A) rechroma-
tographiert und mittels Papierstreifentechnik (vgl.
Teil I) einem schrittweisen E d m an - Abbau unter-
zogen. Die erhaltenen Analysenwerte nach 18-stdg.
Hydrolysedauer vom Ausgangspeptid und den ein-
zelnen Restpeptiden sind in Tab.4 zusammen-
gestellt.

1. Stufe: Abspaltung eines Glycin-Restes.

2. Stufe: Verminderung des Threonin-Wertes.

Carboxypeptidase-Behandlung des intakten Virus

Zum Vergleich wurde neben dahlemense-Virus
auch vulgare-Virus mit Carboxypeptidase behandelt.
vulgare-Virus:

2. Der gleiche Ansatz wurde mit 50 y C-ase A + 68 y
C-ase B 1Stde. inkubiert, wobei 0,096 uMol
Threonin entstanden.

dahlemense-Virus: 1,6 uMol Virus wurde in 6 ml
Wasser bei py 7.8 gelost und mit 50 y C-ase A
1 Stde., bei pyg 7.8, 36 °C inkubiert. Der nach
Ansiuern abzentrifugierte und eingeengte Uber-
stand wurde unter Zusatz von 0,025 «Mol Amino-
sdureeichlésung quantitativ vermessen. Es wur-

den 0,28 uMol Serin abgespalten.

Zuordnung
Die C-terminale Aminosdurefolge (145 —158)

Das dahlemense-Peptid DT x1, xqpy ist das einzige

1. 0,25 uMol Virus wurde in 4 ml Wasser bei py . .
7,8 gelést und mit 50 y C-ase A, gelést in 0,1 ml tryptische Peptid ohne Arginin oder Lysin; dem-
10-proz. LiCl, 1 Stde. bei py 7.8 und 36 °C inku- nach muf} es die letzten Aminosduren der Polypep-
biert. Der Fermentansatz wurde danach mit 3-m. tidkette enthalten (genau so wie das homologe tryp-
Trichloressigsiure angesiuert, abzentrifugiert tische Peptid Txy aus vulgare). Die C-terminale
und der Uberstand eingeengt. Die quantitative Aminosdure der Polypeptidkette von inaktivem vul-
Analyse ergab 0,044 Mol Threonin. gare-Virus wurde durch Carboxypeptidase-Behand-
135 140 145 150 155
vTXI+TXII: Gly-Thr-Gly-Ser- Tyr-AspN-Arg-Ser— Ser- Phe-Glu-Ser-Ser- Ser-Gly-Leu-Val-Try-Thr-Ser-Gly- Pro-Ala-Thr
SSURY' MRS RIS, ; 1 = _C, - sl C i =t
@0 (3 I | - (2) | 12 3) | |
e g — | Caz =
i {1 (2 L@ |
DT(XI-}»XII): Gly-Thr-Gly-Leu-Tyr-AspN-GluN-AspN-Thr- Phe-Glu-Ser-Met-Ser-Gly-Leu-Val-Try-Thr-Ser-Ala- Pro-Ala-Ser
IPTE. APR. O T B t t i AT
o S «——Seb — " - S, "
———— Sg-a e ——8g1—— | Se = —— S, ¥

Zeichenerklirung: Ed m a n - Abbau: 1. Stufe (1), 2. Stufe (2), 3. Stufe(3). DNP-Umsetzung:%, Carboxypeptidase-Behand-

lung: C-ase A: m, C-ase B: [].

Abb. 6. Vergleich von vulgare Tx1 (135—141) und Txir (142 —158) mit dahlemense T(x1+X11) (135—158).
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lung ermittelt 14, Hierbei wurde wegen des Prolin-
restes in Position 156 nur Threonin abgespalten.
Die Behandlung mit Caroxypeptidase wurde von
uns am vulgare wiederholt und unter den gleichen
Bedingungen auch bei intaktem dahlemense-Virus
vorgenommen. Wie im vorigen Abschnitt ausgefiihrt
wurde, ist bei dahlemense Serin C-terminal enthal-
ten. Auch bei diesem Virus konnte aufler Serin keine
weitere Aminosdure abgespalten werden (im Gegen-
satz zu einer Mutante, die an Stelle des Prolin-
restes in Position 156 Leucin besitzt 1*). An dem
isolierten Prolin-haltigen Chymotrypsin-Peptid C,
(1 Thr, 2 Ser, 1 Pro, 2 Ala) wurde die C-terminale
Sequenz von DT, xiy ermittelt. Durch stufenwei-
sen Edman-Abbau wurde aus C; zunichst ein
Threonin, bei der nichsten ein Serin und darauf
ein Alanin abgespalten. Da dem 2. Serinrest die C-
terminale Position zukommt, wie der Versuch am
intakten Virus gezeigt hat, lautet die Sequenz von
Position 153 — 158: Thr-Ser-Ala-Pro-Ala-Ser.

Fiir die Zuordnung der tibrigen chymotryptischen
Peptide war die Isolierung zweier Briickenpeptide
wertvoll: 1. Subtilisin-Peptid Sq (1 Thr, 2 Ser,
1 Pro, 2 Ala, 1 Val, 1 Try). welches sich aus den
Aminosduren von C; und denen des Peptids C;_,
(1 Val, 1 Try) zusammensetzt (vgl. Abb. 6). Posi-
tion 151 — 152 muf} daher diese beiden Aminoséu-
ren enthalten. Die Sequenz lautet Val-Try, wie durch
E dm an - Abbau bewiesen werden konnte.

2. Peptid C4 (2 Ser, 1 Glu, 1 Gly, 1 Val, 1 Met.
1 Leu. 1 Try) umfafit die Teilbereiche C; ; (ent-
hielt alle Aminoséurereste wie C, mit Ausnahme von
1 Val und 1 Try) und C;_, ; Peptid C;_; ist daher
den Positionen 145 —150 zuzuordnen. Der Beginn
von C;_; wurde durch Edman-Abbau als Glu-
Ser ... und sein C-terminales Ende durch Abspal-
tung von Leucin mit Carboxypeptidase ermittelt. Fiir
die Bestimmung der mittleren Teilbereiche wurden
die entsprechenden Subtilisin-Partialpeptide fiir Se-
quenzversuche herangezogen: Sg_; (1 Ser, 1 Glu,
1 Met) und Sg (1 Ser, 1 Gly, 1 Leu), die zusammen
alle Aminosédurereste von C;_; enthielten. Durch
Vergleich von Sg_; mit der N-terminalen Sequenz
in C; ; geht hervor. dall Met C-terminal in diesem
Subtilisin-Peptid enthalten ist und Position 147 ein-
nimmt. Durch Edm an- Abbau wurde der Beginn
von Sy mit Serin (gefolgt von Glycin) ermittelt.

14 J. J. Harris u. C. A. Kxyicur, Nature [London] 170, 613
[1952] ; C. J. Niv u. H. Fraexker-Coxrat, Arch. Biochem.
Biophysics 59, 538 [1955].

B. WITTMANN-LIEBOLD UND H. G. WITTMANN

Aus den Versuchen folgt die Sequenz der Positio-
nen 145—152: Glu-Ser-Met-Ser-Gly-Leu-Val-Try
(Sdureamidverteilung vgl. Schluf}).

Die N-terminale Aminosdurefolge (135 — 144.)

Durch stufenweisen E dm an- Abbau des siulen-
chromatographisch gereinigten und am Papier re-
chromatographierten tryptischen Ausgangspeptids
wurde bewiesen, dall DT xy. xq;y mit Glycin beginnt,
dem Threonin folgt. Chymotrypsin-Peptid C,_4
(1 Thr, 2 Gly, 1 Leu, 1 Tyr), das Glycin N-termi-
nal enthalt, ist daher Position 135 — 139 zuzuord-
nen. Seine N-terminalen Sequenzen ergaben sich
durch schrittweisen Edman-Abbau ebenfalls als
Gly-Thr-..., wahrend mit Carboxypeptidase A
neben Tyrosin etwas Leucin abspaltbar war. Posi-
tion 135— 139 hat somit folgende Sequenz: Gly-
Thr-Gly-Leu-Tyr.

Neben den Aminosédureresten der besprochenen
Chymotrypsin-Peptide C, 3, C; und C; sind laut
Bruttozusammensetzung in DTx, xi;) noch zwei
Asparaginsdurereste, 1 Glutaminsdure, 1 Threonin
und 1 Phenylalanin vorhanden. Diese Aminosduren
sind im Partialpeptid C, ; enthalten. dem nach der
Zuordnung der tbrigen Chymotrypsinpeptide Posi-
tion 140 — 144 zukommt. (Die Reihenfolge der Chy-
motrypsinpeptide in DT (xr, x5 ist daher folgender-
maflen: Cy_3—Cy_;—C5_{—C3_,—Cy.) Durch
DNP-Umsetzung wurde als N-terminale Aminosaure
in C,_; durch Restpeptidanalyse Asparaginsaure er-
mittelt (S&ureamidverteilung Schlufl). Als
2. Rest muf} Glutaminsédure folgen. da bei zweimali-
gem Edman-Abbau von C, ;| bei der Restpeptid-

vgl.

analyse der Wert fiir Glutaminsdure vermindert war,
wiahrend fiir Asparaginsidure, Threonin und Phenyl-
alanin etwa noch je 1 Rest pro Mol tbrig geblieben
war. Die weitere Reihenfolge der Aminoséduren fiir
die Positionen 140 — 144 zeigte sich einerseits durch
Carboxypeptidase-Behandlung von C,_;, wobei
neben Phenylalanin etwas Threonin vom C-termina-
len Peptidende abgespalten wurde, andererseits
durch Isolierung von Subtilisinpeptid Sg,, das 2
Asparaginsdurereste und 1 Glutaminsdurerest ent-
hielt. (Vgl. auch die iibrigen in geringer Ausbeute
erhaltenen Subtilisin-Peptide dieses Bereichs in
Ubersicht, Abb. 6.) Dadurch kommt den Positionen
140 — 144 folgende Sequenz zu: Asp-Glu-Asp-Thr-
Phe.

15 H. Fraesker-Coxrat u. A. Tsuvcrra, Proc. nat. Acad. Sci.
46, 636 [1960]; H. G. Wirrmasy, Cold Spring Harbor
Sympos. quantitat. Biol. 1963 (im Druck).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Acetyl-Ser-Tyr-Ser-lleu-Thr-Thr-Pro-Ser-GluN-Phe-Val-Phe-Leu-Ser-SerAla-Try-Ala-Asp-Pro-Ileu-Glu-
Acetyl-Ser-Tyr-Ser-Ileu-Thr-Ser- Pro-Ser-GluN-Phe-Val-Phe-Leu-Ser-SerVal-Try-Ala-Asp-Pro-Ileu-Glu-

23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 3% 30 40 41 42
Leu-Ileu- AspN-Leu- Cys-Thr-AspN-Ala- Leu-Gly-AspN-GluN-Phe-GluN-Thr-GluN-GluN-Ala Arg-Thr-
Leu-Leu- AspN-Val- Cys-Thr-Ser-  Ser-Leu-Gly-AspN-GluN-Phe-GluN-Thr-GluN-GluN-Ala- Arg-Thr-

43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63
Val- GluN-Val-Arg-  GluN-Phe-SerGluN-Val-Try-Lys-Pro-Ser- Pro-GluN-Val- Thr-Val-Arg-Phe-Pro-
Thr-GluN-Val-GluN- GluN-Phe-Ser-Glu- Val-Try-Lys-Pro-Phe-Pro-GluN-Ser- Thr-Val-Arg-Phe-Pro-

64 65 66 67 68 60 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85
Asp-Ser-Asp-Phe-Lys-Val-Tyr-Arg-Tyr-AspN-Ala-Val-Leu-Asp-Pro-Leu- Val- Thr-Ala-Leu-Leu-Gly-
Gly-Asp-Val-Tyr- Lys-Val-Tyr-Arg-Tyr-AspN-Ala-Val-Leu-Asp-Pro-Leu-Ileu- Thr-Ala-Leu-Leu-Gly-

8 87 8 80 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106
Ala- Phe-Asp-Thr-Arg-AspN-Arg-Ileu-Ileu-Glu-Val-Glu- AspN-GluN-Ala-AspN- Pro-Thr-Thr- Ala-Glu-
Thr-Phe-Asp-Thr-Arg-AspN-Arg-Ileu-Ileu-Glu-Val-Glu- AspN-GluN-GluN-Ser- Pro-Thr-Thr- Ala-Glu-

107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128
Thr-Leu-Asp-Ala-Thr-Arg-Arg-Val-Asp-Asp-Ala- Thr-Val-Ala-Ileu-Arg-Ser-Ala-Asp- Ileu-AspN-Leu-
Thr-Leu-Asp-Ala-Thr-Arg-Arg-Val-Asp-Asp-Ala- Thr-Val-Ala-Tleu-Arg-Ser-Ala-AspN-Ileu-AspN-Leu-

120 150 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 145 144 145 146 147
Ileu- Val-Glu-Leu-Ileu- Arg-Gly-Thr-Gly-Ser- Tyr-AspN-Arg- Ser- Ser- Phe-Glu-Ser-Ser-
Val-AspN-Glu-Leu-Val- Arg-Gly-Thr-Gly-Leu- Tyr-AspN-GluN-AspN- Thr-Phe-Glu-Ser-Met-

148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158
Ser-Gly-Leu-Val-Try-Thr-Ser-Gly- Pro-Ala-Thr
Ser-Gly-Leu-Val-Try- Thr-Ser-Ala-Pro-Ala-Ser

< U< o<«

Abb. 7. Vergleich der Aminosduresequenzen der TMV-Stimme vulgare '3 (V) und dahlemense (D).

Sdureamidverteilung

Sowohl Peptid Sg, (Position 140 — 142) als auch
Peptid C,_; (140 —144) verhielten sich bei der
Ionen-Austauschchromatographie an Dowex 1 neu-
tral. Die in ihnen in Position 140, 141 und 142 ent-
haltenen Aminosdurereste sind daher amidiert. Da-
gegen liegt in 145 freie Glutaminsdure vor wie in
entsprechender Position bei vulgare, da sich die Par-
tialpeptide C3_; (145 —150) und Sg_; (145 —147)
sauer verhielten.

Zusammenfassung

Nach dem Vergleich der Bruttozusammensetzung
von VTx; und VTxyr mit DT(XI+XID sind finf Unter-
schiede zu erwarten: 3 Ser+1 Arg+ 1 Gly— 1 Leu
+1Glu+1Asp+1Met+1Ala. Die Sequenzana-
lyse ergibt demgegeniiber insgesamt folgende sieben
Unterschiede:

In Position 138 ist Serin bei vulgare ersetzt durch
Leucin bei dahlemense,

in Position 141 ist Arginin bei vulgare ersetzt durch
Glutamin bei dahlemense,

in Position 142 ist Serin bei vulgare ersetzt durch
Asparagin bei dahlemense,

in Position 143 ist Serin bei vulgare ersetzt durch
Threonin bei dahlemense,

in Position 147 ist Serin bei vulgare ersetzt durch
Methionin bei dahiemense,

in Position 155 ist Glycin bei vulgare ersetzt durch
Alanin bei dahlemense,

in Position 158 ist Threonin bei vulgare ersetzt durch
Serin bei dahlemense.

Es ist auffallend, daB an den Unterschieden zwi-

schen vulgare und dahlemense vor allem Serin betei-
ligt ist.

Der Vergleich von vulgare und dahlemense wird
zusammenfassend in einem gesonderten Abschnitt
dieser Arbeit (Teil ITI) diskutiert 16,

Wir danken Frl. A. Kiemke und I. Hixpesxacu fiir
die gewissenhafte Mitarbeit bei der Sequenzanalyse
und Frl. B. Osterrac fiir die selbstdandige Durchfiithrung
der Aminosdure-Analysen. Ferner danken wir der
Deutschen Forschungsgemeinschaft fir
die finanzielle Unterstiitzung dieser Untersuchungen.

16 B. Wirrmann-Liesorp u. H. G. Wirtmaxw, Z. Vererbungs-
lehre 94, 427 [1963].



