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It is probable that complex 11 undergoes rearrangement to produce the structure:
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This rearrangement, which might well occur simultaneously with the displacement of the peptide
hydrogen, would be consistent with the marked change in absorption spectrum on ionisation of
the complex®.

These results have considerable bearing on the mode of action of the metal peptidases and
lend some support to the theory of KrLorz anp MinG®. It has been suggested (see for example
ref. 2) that the role of the cobaltous ion activator in the activity of glycylglycine dipeptidase
is to mediate the binding of the substrate to the enzyme. The failure of the enzyme to hydrolyse
glycylsarcosine has been ascribed to the reluctance of this substance to form complexes with
cobaltous ions. The results in Table I show this explanation to be false: glycylsarcosine is, in fact,
a more powerful complexing agent than glycylglycine.
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Zur Konstitution des Proteins des Tabakmosaikvirus

In friiheren Arbeiten war festgestellt worden, dass die Aminoendgruppen im Protein des Tabak-
mosaikvirus (TMV) erst dann nachweisbar werden, wenn man das Virus mit schwachen Sduren
(5 %ige Trichloressigsdure) vorbehandelt. Nach der Siurebehandlung tritt Prolin als einzige
N-terminale Gruppe in Ausbeuten von 1 Mol je 17,000 g Protein aufl.2.3. In der Peptidkette
folgen auf das Prolin, Isoleucin und Glutaminsiure!.

Wir versuchten die Endgruppe Prolin nach einem weiteren Verfahren freizulegen und ferner
die Art der Blockierung festzustellen. Es ist bekannt, dass Amide des y-Carboxyls der Glutamin-
siure oder des f-Carboxyls der Asparaginsidure durch Sduren sehr viel leichter gespalten werden
als a-Peptidbindungen. Wir untersuchten daher, ob die Blockierung auf einer derartigen y- bzw.
B-Peptidbindung der Seitenkette beruht.

WiLL1AMs?:8 konnte zeigen, dass durch Einwirkung von Hydroxylamin unter Transpeptidie-
rung eine Spaltung der p-Glutamylbindung unter gleichzeitiger Bildung der entsprechenden
Hydroxamsduren stattfindet. Diese Reaktion wurde ndher untersucht und in Modellversuchen
festgestellt, dass bereits unter schonenden Bedingungen durch Hydroxylamin Glutamin und
Asparagin in die entsprechenden Hydroxamsiuren iibergefithrt werden. Hingegen reagieren
a-Peptidbindungen unter den gegebenen Bedingungen nicht.

TMV wurde mit 3N Hydroxylaminlésung bei pH 6.5-7.5 24 Std. bei 60° im Brutschrank
oder bei pH 7.0 1 Std. im Wasserbad bei 100° behandelt. In letzterem Fall wurde, um eine Aus-
flockung des Proteins zu verhindern, Dimethylharnstoff in einer Menge von ca. 50 %, hinzugegeben.
In der Tat liess sich hiernach Prolin als Aminoendgruppe in einer Ausbeute von 50-809, der
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theoretischen nachweisen, ohne dass eine Spaltung von a-Peptidbindungen erfolgt wire. Der
Nachweis der Endgruppe erfolgte sowohl nach der DNP-Methode von SaANGER?, als auch mit
Phenylisothiocyanat nach Epman®. Die Bestindigkeit der a-Peptidbindungen wurde auch noch
dadurch gesichert, dass bei verlangerter Einwirkung (5 Tage 60°) sich lediglich die Menge an
Prolinendgruppen erhéht, jedoch keine neuen Endgruppen daneben auftraten. Auch bei Modell-
versuchen an Humanalbumin, Pferde- und Rinderglobin liessen sich nach Behandlung mit
Hydroxylamin unter den gleichen Bedingungen keine zusitzlichen Endgruppen und insbesondere
kein Prolin nachweisen. Aus diesen Versuchen muss geschlossen werden, dass die Blockierung
auf eine f5- bzw. p-Peptidbindung beruht.

Wir versuchten weiterhin zu unterscheiden, welche von diesen beiden Méglichkeiten vorliegt.
Ein besonderes geeigneter Weg hierzu wire der Lossen-Abbau (in der Modifizierung nach RoTER-
MUND) der entstandenen Hydroxamsiduren gewesen? 19,11 der in einem Fall zu Diaminobutter-
im anderen zu Diaminopropionsiure fithren miisste. Trotz zahlreicher Versuche liessen sich jedoch
keine Bedingungen finden, unter denen nicht auch die iibrigen in der Peptidkette vorhandenen
B- oder y-Amidbindungen reagiert hiatten. Aus Untersuchungen von WEsseLy!! und anderen ist
bekannt, dass y-Glutamylbindungen besonders leicht und bereits beim Kochen mit heissem
Wasser gespalten werden. Wurde das Virus bei pH 7 oder 5 in Gegenwart von Dimethylharnstoff
24 Std. auf 100° erhitzt, so wurde die Endgruppe nicht frei. Demnach erscheint eine Asparagyl-
bindung wahrscheinlicher. Um diese Annahme weiter zu stiitzen, wurde eine enzymatische
Spaltung des nativen TMV durchgefiihrt, mit einem Aspergillus oryzae gewonnenen Gemisch
verschiedener Proteinasen und Peptidasen!®. Es bestand hier die Hoffnung, dass durch dieses
Enzymgemisch alle a-Peptidbindungen gelést, die vermutete S-Bindung hingegen nicht oder nur
wenig angetastet wird. Es gelang, aus dem Hydrolysengemisch nach Umsatz mit Dinitrofluor-
benzol ein DNP-Dipeptid zu fassen, das Prolin- und Asparaginsiure enthilt. Dieses Peptid wurde
durch blosses Behandeln mit Trichloressigsaure in die Komponenten gespalten. Wahrscheinlich
handelt es sich hier um das gesuchte 8-Peptid.

Zusammenfassend kénnen wir aus diesen Versuchen den Schluss ziehen, dass Prolin am
Ende der a-Peptidkette stehtt. Das Auffinden der Transpeptidierung mit Hydroxylamin macht
das Vorliegen einer - bzw. y-Peptidbindung sehr wahrscheinlich, wobei weitere Versuche mehr
fiir die erste Moglichkeit sprechen. Vermutlich handelt es sich um eine innermolekulare Ring-
bindung, denn die Endgruppe bleibt auch dann blockiert, wenn man das native Virus durch
Dodecylsulfat in die einzelnen Peptiduntereinheiten mit dem Mol. Gew. 17,000 aufspaltetis. Uber
die Grosse des Ringes kann vorlaufig nichts ausgesagt werden.

Fiir das Interesse bei der Durchfithrung der Arbeit bin ich Herrn Prof. Dr. ScHrRAMM sehr
zu Dank verpflichtet.
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