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B-1-[2.4.6-Trimethyl-benzoyl]-p-galaktose (B-1-Mesitoyl-n-galaktose):
Die Verseifung erfolgte wie bei der entsprechenden D-Glucose-Verbindung beschrieben.
Die B-1-Mesitoyl-p-galaktose kristallisiert aus warmem Alkohol ohne Zusatz von
Ather und Petrolather. Ausb. aus 15 g Tetraacetyl-B-1-mesitoyl-p-galaktose9.2g
B-1-Mesitoyl-p-galaktose (93%, d. Th.). Schmp. 153°; [«]$} : +28.7° (Wasser, ¢ = 0.8).

CyeH,.0, (326.3) Ber. C58.88 H6.80 Gef. C58.64 H86.73

Anhydrisierung der f-1-Mesitoyl-p-galaktose: Die Anhydrisierung wurde, wie
bei der Glucoseverbindung beschrieben, durchgefiihrt. Aus 3.22 g Mesitoyl-p-galak-
tose in 500 ccm Wasser (ca.m/y, Losung) wurden 700 ccem Lésung von {x],: —6.5°
erhalten, entspr. ca. 1 g p-Galaktosan.

Die Aufarbeitung ergab 1.19 g (74.5%, d. Th.) krist. p-Galaktosan <1.5) <1.6)>.
[e]: —19.9° (Wasser, ¢ =1.1).

Umkristallisiert aus Athanol, Platten vom Schmp. 226°. [«]}: —21.5° (Wasser, c=1.2).

Der Misch-Schmp. mit authentischem p-Galaktosan zeigte keine Depression.

Mit Acetanhydrid/Pyridin acetyliert und wie iiblich aufgearbeitet, wird - Galak-
tosan-triacetat vom Schmp. 74° und [«]}: —5.6° (Chlf., c=1.4) erhalten,” -

Behandlung von -1-Benzoyl-p-glucose mit Alkali: B-1-Benzoyl-p-glu-
cose wurde nach Zervas!) dargestellt. Schmp. 196°, [«]F: —26.7° (Wasser, ¢=0.9).

Die Substanz erfiahrt, in Wasser gelst, bei Zimmertemperatur im Laufe von 24 Stdn.
keine Drehwertsinderung. In n/,, NaOH erfolgt augenblicklich starke Verschiebung nach
rechts und spiiter langsamer Abfall bis auf 0° in 24 Stdn. (s. Tafel). Bei 100° geht der
Drehwert in wenigen Minuten auf 0° zuriick.

Durch eine wie oben mit Austauscher beschickte heizbare Saule, Inhalt 10 cem Am-
berlite TRA 400, 1a8t man bei 50° 100 ccm Wasser, in dem 0.2760 g $-1-Benzoyl-p-
glucose geldst sind, mit einer Geschwindigkeit von rd. 1 cem/Min, hindurchflieBen. Die
ablaufende Lésung wird, wie oben beschrieben, gesammelt und der Drehwert bestimmt.
Es treten neben Fraktionen ohne opt. Drehung nur positiv drehende Fraktionen auf.
Sie werden gesammelt, i. Vak. konzentriert und das erhaltene Produkt papierchromato-
graphisch untersucht. Es konnten lediglich Glucose und daneben etwas Mannose und
Fructose chromatographisch nachgewiesen werden.

294. Gerhard Braunitzer: Bestimmung der Reihenfolge der Amino-
siuren am Carboxylende des Tabakmosaikvirus durch Hydrazinspaltung

[Aus dem Max-Planck-Institut fiir Virusforschung, Tiibingen]
(Eingegangen am 24. September 1955)

Die Methode zur Bestimmung des C-terminalen Restes einer Pep-
tidkette nach Akabori wurde untersucht; die besten Durchfiihrungs-
bedingungen werden angegeben. Modellversuche ergaben eine gute
Bestindigkeit der Aminosduren gegeniiber Hydrazin. Arginin wird
zu Ornithin abgebaut. Die Bestimmung der C-terminalen Sequenz
durch kurzzeitige Einwirkung von Hydrazin auf das native TMV
ergab, daf samtliche Peptidketten dieselbe C-terminale Sequenz:
Prolin — Alanin — Threonin besitzen. Dieses Ergebnis wurde nach
Einwirkung von Carboxypeptidase auf das native Virus durch totale
und partielle Spaltung mit Hydrazin bestatigt.

Vion Akabori und Mitarbb.!) wurde eine Methode zur Bestimmung der
Carboxylendgruppen in Peptidketten durch Umsetzung mit wasserfreiem
Hydrazin ausgearbeitet. Hierbei werden alle in Peptidbindung vorliegenden

1) 8. Akabori, K. Ohno u. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan 45, 214 {1952]; K.
Ohno, J. Biochemistry [Tokyo] 40, 621 [1953]; 41, 345 [1954].
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Carboxylgruppen in Hydrazide iibergefiihrt, nicht jedoch die letzte freie (C-
terminale) Carboxylgruppe. Mit Hilfe dieser Methode konnte bewiesen werden,
daBl Threonin die C-terminale Gruppe im Protein des TMV ist2). Je Mol.
TMYV *) wurden 2300 Moll. Threonin gefunden.

In Fortsetzung dieser Versuche wurde die Methodik der Hydrazinspaltung
weiter verbessert und der Nachweis aller in Eiweilstoffen vorkommenden
Aminosduren sichergestellt. Dariiber hinaus gelang es, durch kurzzeitige Ein-
wirkung von Hydrazin auf das TMV neben der endstindigen Aminosiure auch
ein terminales Dipeptid und ein Tripeptid zu fassen und hieraus die Reihen-
folge der Aminosduren am Carboxylende zu erschlielen3). Wie bereits kurz
mitgeteilt wurde, sind dhnliche Ergebnisse inzwischen auch von Fraenkel-
Conrat und Mitarbb.4) veréffentlicht worden.

1. Die Bestimmung der C-terminalen Endgruppen

Fiir die Spaltung wurden meist 50—100 mg Protein mit der 3—10fachen
Menge Hydrazin versetzt. Die Proteine — untersucht wurden auBer TMV,
Ovalbumin, Hémoglobin, Lysozym und Humanalbumin — l6sen sich meist
schon bei Zimmertemperatur. Fiir die Versuche mufl wasser- und ammoniak-
freies Hydrazin verwendet werden, da sich sonst die Ausbeute an C-termi-
nalen Resten stark verringert und die Menge an stérenden Nebenprodukten
zunimmt. Die hochsten Ausbeuten erhielten wir beim TMV nach 8-9stdg.
Behandlung bei 100° (s. Abbild. 1). Da aber Threonin besonders schnell ab-
gespalten wird, diirfte die optimale Hydrolysenzeit im allgemeinen bei 10 Stdn.
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Abbild. 1. Ausbeuten an DNP-Threonin in Abhéngigkeit von der Zeit. Reaktionstempe-
ratur 100° (ohne Korrektur fiir die Zersetzung bei der Hydrazinolyse und ohne Korrektur
fir die DNP-Umsetzung); Ordinate v DNP-Threonin/100 mg TMV

liegen. Nach der Spaltung ist darauf zu achten, daB8 das Hydrazin schnell
entfernt wird und daB der Riickstand sofort weiter verarbeitet wird, da einige
Hydrazide unbestéindig sind und zu freien Aminosduren zerfallen kénnen und

2) G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 9b, 675 [1954].

*) Abkiirzungen: TMV = Tabakmosaikvirus; FDNB = 1-Fluor-2.4-dinitro-benzol;
DNP = 2.4-Dinitrophenylderivate; DNPOH = 2.4-Dinitro-phenol; AS = Aminosiure;
ASH = Aminosdurehydrazide. 3) G. Braunitzer, Naturwissenschaften 42, 371 [1955].

4) C. L. Niu u. H. Fraenkel-Conrat, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 186,
597 [1955].



Nr.12/1955] Aminosiuren am Carboxylende des Tabakmosaikvirus 2027

so Endgruppen vortéuschen. Dies scheint besonders bei Serin, Glykokoll und
Threonin der Fall zu sein. Die Hydrazide werden anschlieend nach der bereits
von Akabori angegebenen Methode mit Benzaldehyd in die schwerloslichen
Benzylidenverbindungen iibergefiihrt, die dann abfiltriert werden. Nach unse-
ren Erfahrungen scheint hierfiir jedoch p-Nitrobenzaldehyd besser geeignet,
da sich hier besonders schwerlosliche Verbindungen bilden.

Die qualitative Bestimmung des C-terminalen Restes geschieht durch zwei-
dimensionale papierchromatographische Analyse eines aliquoten Teils der
wilBrigen Losungen. Es empfiehlt sich, zunichst die Chromatographie im
System Phenol-Wasser oder Kresol-Wasser durchzufiihren, dain diesem System
die in geringen Mengen vorhandenen ninhydrin-positiven Nebenprodukte der
Hydrazinolyse mit der Front wandern, wodurch eine Verwechslung mit Amino-
siuren vermieden wird. In der zweiten Dimension kann eines der vielen ge-
brauchlichen Systeme beniitzt werden.

Zur quantitativen Bestimmung der Endgruppen werden nach Entfernung
der Hydrazide die AS in die DNP-Derivate iibergefiihrt, diese zweidimensional
chromatographiert, die Flecken ausgeschnitten und die Extinktion im UV ge-
messen. Unter Umstéinden kann auf die Entfernung der Hydrazide verzich-
tet werden, indem man das Reaktionsgemisch direkt mit Fluordinitrobenzol
umsetzt. Allerdings werden hierbei die DNP-Derivate der endstindigen AS
durch die DNP-Derivate des Glutaminsiure- und Asparaginsiurehydrazids
verunreinigt, da bei dem gewiihlten Aufarbeitungsgang zwischen den DNP-
Derivaten mit freier a- und B- oder y-Carboxylgruppe nicht unterschieden
werden kann. Zur Trennung der DNP-Aminosiiuren beniitzten wir eine Modi-
fikation der von A. L. Levy?®) entwickelten Methode zur zweidimensionalen
Papierchromatographie. Es handelt sich hierbei in der ersten Dimension um
eine Verteilungschromatographie, in der zweiten hingegen um eine Aussalz-
chromatographie. Hierdurch wird eine besonders gleichméfBige Verteilung der
Komponenten iiber die Lauffliche erzielt. Die Methode von Levy wurde in
zweierlei Hinsicht vereinfacht. Die Umsetzung mit Fluordinitrobenzol wurde
in alkoholfreier Losung durchgefiithrt, wobei das pg durch Anwendung eines
Puffers konstant gehalten wurde. Die Verwendung eines Autotitrators zur
Konstanthaltung des py wird dadurch entbehrlich. Wesentlich war die Be-
obachtung, daB DNP-Arginin und DNP-Histidin, die mit Ather nicht extra-
hierbar sind, durch Butanol quantitativ aus der wilrigen Phase extrahiert
und so von den bei der anschlieBenden Chromatographie stérenden Salzen
befreit werden konnen. Quantitative Versuche zeigten, dall der Umsatz nicht
schlechter ist als bei Verwendung eines Autotitrators. Ferner zeigte sich, dal
das von Levy verwendete, komplizierte System Toluol-Chlordthanol- Py-
ridin-0.8 » NH, durch das wesentlich einfachere System Butanol-Ammoniak
oder Propanol-Ammoniak ersetzt werden kann. Dieses System eignet sich
besonders fiir absteigende Chromatographie, besitzt ein hinreichendes Auf-
16sungsvermégen, ist leichter zu handhaben, und der Geruch ist weniger listig.
Es lassen sich mit diesem Verfahren gute Ergebnisse erzielen. Die Reprodu-
zierbarkeit betrigt 4+ 59, (vergl. Tafel 1, 8. 2035).

~ 5) Nature [London] 174, 126 [1954].
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Da die Ausbeuten an den einzelnen AS je nach den Versuchsbedingungen
etwas schwanken, ist es notwendig, parallel zum Hauptversuch Kontrollen mit
bekannten Mengen an AS durchzufiihren. Untersuchungen iiber die Bestindig-
keit der einzelnen AS unter den Bedingungen der Hydrazinspaltung ergaben,
daB die AS mit einfacher Seitenkette, wie Leucin und Phenylalanin, relativ
gute Ausbeuten (bis zu 85 9,) liefern. Auch Methionin, Lysin, Histidin, Glyko-
koll, Prolin, Tyrosin und Tryptophan werden nicht allzu sehr angegriffen.
Glutaminsiure und Asparaginsiure werden hingegen nur zu 20—30 9%, wieder-
gewonnen, Cystein und Arginin werden sogar vollig zerstort. Bei der Behand-
lung des Cysteins mit Hydrazin tritt ein intensiver Geruch nach Schwefel-
wasserstoff auf, ein spezifisches Zersetzungsprodukt konnte nicht aufgefunden
werden. Falls Cystein endstidndig ist, empfiehlt es sich, eine Oxydation mit
Perameisensiaure vorzunehmen, worauf die Endgruppen erfat werden konnen.
Es wurde gefunden, daB Arginin bei der Behandlung mit Hydrazin in guter
Ausbeute in Ornithin umgewandelt wird. Wir identifizierten das Zersetzungs-
produkt papierchromatographisch, ferner bestimmten wir den Schmelzpunkt
des DNP-Derivats und den Misch- Schmelzpunkt mit synthet. Bis-DNP-
Ornithin (156°) (Tafel 2, S. 2036).

Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, daB alle in den Proteinen vorkom-
menden AS bei der Endgruppenbestimniung nach Akabori erfaBlt werden.
Wegen des relativ groBlen Verlustfaktors ist allerdings die quantitative Be-
stimmung bei den sauren AS unsicher. Ferner kann nicht zwischen Ornithin
und Arginin unterschieden werden.

2. Die Bestimmung der Reihenfolge der endstdindigen Amino-
siuren im Tabakmosaikvirus

Zur Bestimmung der Reihenfolge wurden zwei Versuchsserien durchgefiihrt.
Bei der ersten Serie gingen wir von dem Virus selbst aus, bei der zweiten
entfernten wir zuniichst das endstindige Threonin durch Behandlung mit
Carboxypeptidase und unterwarfen dann die verkiirzte Peptidkette der totalen
und partiellen Hydrazinspaltung. Die Hydrolysendauer beim nativen TMV
wurde zwischen 3 und 6 Stdn. variiert, die Temperatur betrug 100°. Die Ver-
suchsdauer ist also gegeniiber der totalen Spaltung etwa auf die Hiilfte herab-
gesetzt.

Wir erhielten beim nativen Virus nur ein Tri- und nur ein Dipeptid. Das
Dipeptid, das als DNP-Derivat isoliert wurde, hatte die Konstitution DNP-
Alanyl-threonin, das Tripeptid DNP-Prolyl-alanyl-threonin. Da die Summe
Threonin + Di- + Tripeptid 2500 Moll. je Mol. TMV betrug, miissen simt-
liche Peptidketten dieselbe C-terminale Sequenz Prolyl-alanyl-threonin be-
sitzen. Nach 3—4 Stdn. betrug die Ausbeute je Mol. TMV 10001100 Moll.
Threonin, 100 Moll. Dipeptid und 250 Moll.Tripeptid. Nach 6 stdg. Hydrazinolyse
erhielten wir annihernd 2000 Moll. Threonin und 150 Moll. Peptide. Die Ut-
sache fiir die geringe Ausbeute an Peptiden diirfte in der Unbestindigkeit der
Threoninbindung liegen; die Tatsache, daB stets mehr Tri- als Dipeptid er-
halten wird, legt die Vermutung nahe, daf} die Prolyl—alanyl-Bindung stabiler *
ist als die Bindung Alanyl—threonin.



Nr.12/1955] Aminosiuren am Carboxylende des Tabakmosatkvirus 2029

Wurde das native Virus mit Carboxypeptidase behandelt, und somit das
C-terminale Threonin abgespalten, so erhielten wir nach totaler Hydrolyse
mit Hydrazin wieder nur eine C-terminale Aminosiure, Alanin, die wir direkt
als AS im 2-D-Chromatogramm identifiziert haben, ein Ergebnis, das die
partielle Hydrolyse mit Hydrazin am nativen TMV bestitigt. Zur quantita-
tiven Bestimmung wurde in mehreren Ansiitzen das Alanin als DNP-Derivat
nach chromatographischer Reinigung eluiert und die Extinktion in 1-proz.
Hydrogencarbonatlésung im UV bei 360 myu gemessen. Die Ausbeuten an
DNP-Alanin betrugen in simtlichen Versuchen zwischen 55—769,. Als
Mittelwert ergaben sich aus 5 Messungen 2300—2500 Reste Alanin. Bei parti-
eller Hydrolyse erhielten wir in sehr guten Ausbeuten neben C-terminalem
Alanin ein einziges DNP-Derivat, das wir als DNP-Prolyl-alanin identifizieren
konnten. Hierdurch steht ohne Zweifel fest, daBl simtliche Peptidketten des
TMYV hinsichtlich der C-terminalen AS identisch sein miissen. Die Reihenfolge
lautet : Pro, Ala, Threo.

Da durch andere Versuche nachgewiesen wurde?), dal die Peptidketten
im TMYV auch in der Reihenfolge der 3 letzten AS am Aminoende iibereinstim-
men, liegt der SchluB sehr nahe, da8 sie vollstindig identisch sind.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft bin ich fiir ihre Unterstiitzung, Hm.
Prof. Dr. Gerhard Schramm fiir das fordernde Interesse bei der Durchfithrung dieser

Arbeit zu Dank verpflichtet. Hrn. Ing. chem. Karl- Heinz Reuther danke ich fiir die
wertvolle Mitarbeit bei der Durchfiihrung der Versuche.

Beschreibung der Versuche

Darstellung von wasserfreiem Hydrazin

In einem Fraktionierkolben erhitzt man 100 g Hydrazinhydrat (80-proz. BASF)
und 100 g Natriumhydroxyd nach Anschlu§ des Kiihlers auf dem Olbad. Die Temperatur
wird im Lauf von 2 Stdn. auf 113° (Siedepunkt des Hydrazins) gesteigert, wobei sich
das Natriumhydroxyd vollig auflést. Nun steigert man die Badtemperatur etwas schneller
auf 150°, wobei das Hydrazin iiberdestilliert. Ein geringer Vorlauf wird verworfen. Die
Destillation wird unterbrochen, wenn keine Fliissigkeit mehr iibergeht. Die Haupt-
fraktion wird sofort in einem abgewogenen Kolben aufgefangen und nach Zugabe von
10 Gew.-TIn. Natriumhydroxyd mit einer Vakuumdestillationsapparatur verbunden. Die
Kapillare ist an eine Stickstoffbombe angeschlossen. Das Hydrazin wird am Olbad
langsam erwiirmt, die Destillation beginnt bei ca. 95° Badtemperatur bei 15 Torr. Dieses
Priparat verwenden wir zur Endgruppenbestimmung. Soll es lingere Zeit aufbewahrt
werden, so wird dieses eingeschmolzen und in der Kiihltruhe eingefroren.

Bei guten Priparaten und bei richtiger Durchfiihrung der ersten Destillation darf
das Calciumchlorid-Rohr am freien Ende der Apparatur einen angehaltenen Lackmus-
streifen nicht blauen (NH;). Ist dies der Fall, so war entweder bereits das Ausgangs-
produkt mit NH, verunreinigt oder die Destillation wurde unsachgemi durchgefiihrt.

Umsetzung mit Fluordinitrobenzol

Die Peptide werden in 62HCl 8—16 Stdn. bei 115° in zugeschmolzenem Glasrohr
hydrolysiert. Die Entfernung der Salzsiure geschieht entweder im Exsiccator tiber
Kaliumhydroxyd oder durch Abblasen mit Kohlendioxyd am Wasserbad. Das Hydro-
lysat wird in 0.5—2 ccm Wasser aufgenommen, wenn nétig neutralisiert und hierauf
0.25—1 ccm Hydrogencarbonatpuffer (dargestellt durch Mischen von 1Tl. »NaHCO,,
9 Tln. 12K,CO;, jeweils vor Gebrauch neu gemischt) und 0.01 ccem Fluordinitro-
benzol hinzugegeben. Man erhitzt unter Riihren in einem Schliffkolben (80 Min.)
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auf 40°, bringt das Gemisch in einen kleinen Schiitteltrichter und spiilt mit 2x2 ccm
Wasser nach. Das iiberschiiss. Fluordinitrobenzol wird mit Ather extrahiert, der Ather
mit Wasser zuriickgewaschen, die willrigen Ausziige werden hierauf mit 1 cem 6nHCl
angesiiuert und die DNP-AS mit 3 x 2 cem Essigester extrahiert. Die vereinigten Essig-
esterausziige werden 1—2mal mit je 2 ccm Wasser gewaschen, das Waschwasser zur
Aminosduremischung hinzugegeben und dieses nochmals mit 2 ccm Essigester extrahiert.
Sollte die wiBrige Phase noch DNP-AS enthalten (Arginin-Histidin), so wird mit sek.-
Butanol extrahiert; die Extrakte werden sinngemiB wie bei Essigester gereinigt und
gesondert chromatographiert.

Bei der Unsetzung mit FDNB entsteht als Nebenprodukt DNP-OH; da dessen Menge
stark variiert, empfiehlt es sich, dieses zur Sicherheit vor der anschlieBenden Chromato-
graphie zu entfernen, am besten nach der Methode von G. L. Mills?). DNP-OH wird
nach Einengen des Essigesterextraktes i. Vak. durch Sublimation bei 70°/1 Torr iiber
3—5 Min. (oder bei 100°/15 Torr 3—5 Min.) von den DNP-AS abgetrennt?). Diese werden
anschlieBend in 2 cem Athanol gelést.

Die chromatographische Trennung der DNP-Aminosduren

Das DNP-Gemisch oder ein dquivalenter Teil werden nach kurzem Einengen auf
Papier Schleicher & Schiill 2043a oder b aufgetragen. Zur Erzielung einer moglichst
gleichmaBigen Bande am Papier werden die DNP-AS am besten sofort in das Salz iiber-
gefiihrt, indem der gelbe Startfleck an der oberen und unteren Seite des Papiers iiber
eine offene NH,-Flasche gezogen wird. Die Entwicklung des Chromatogramms geschieht in
der ersten Richtung im System Butanol-Ammoniak (dargestellt durch Schiitteln von annii-
hernd gleichen Teilen Butanol und 0.1-proz. Ammoniak, stationire Phase 0.1-proz. NH,). An
Stelle dieses Systems kann auch Propanol 0.2-proz. Ammoniak (80:20) verwendet werden.
Die Rp-Werte dieser Systeme unterscheiden sich nur wenig. Die Chromatogramme wer-
den 2 Stdn. dquilibriert und in einem der beiden Systeme absteigend entwickelt (12 bis
36 Stdn.), im Luftstrom bei 40 —50° ge-
trocknet und hierauf in der zweiten Richtung

T oo~ it 1.5 m Phosphatpuffer nach Levy®)ent-

OF mpll wickelt. Wie aus Abbild. 2 hervorgeht, sind

Typ O dilys siimtliche AS gut voneinander getrennt.

O Cyss DNP-OH kann sehr leicht als Bezugspunkt

dienen. Es ist meist in kleinen Spuren nach

6y O O DNPOH Qoao der Sublimation vorhanden und laBt sich

Met sehr leicht identifizieren, da es im Gegen-

OAla D satz zu den DNP-AS bei Betiipfeln mit einem

SerD Q) Otev kleinen Tropfen verd. Salzsiure an der Be-

Pro rithrungsstelle sofort die Farbe verliert.

O T Zur quantitativen Bestimmung werden die

Komponenten ausgeschnitten und in einem

I D6 Reagenzglas mit 1-proz. Hydrogencarbonat-

Oasp l6sung eluiert. AnschlieBend wird die Ex-

tinktion im UV bei 360 my gemessen. Als

Abbild. 2. Die Lage der DNP-Amino- Kontrolle dienen gleich groBe Papierflecken,

siuren im zweidimensionalen Chromato- deren Extinktion als Blindwert benutzt wird.

gramm. Richtung I. Butanol: Ammoniak, Es sei auf die bekannte Tatsache hinge-

Richtung II. Phosphatpuffer nach A.L. wiesen, daBl die DNP-AS vom Licht zer-

Levy stort werden (insbesondere bei DNP-Prolin),

grelles Licht ist zu vermeiden. Die chro-

matographische Trennung muB unbedingt in einem verdunkelten und nach Moglich-
keit im temperaturkonstanten Raum durchgefiihrt werden.

) Biochem. J. 50, 707 [1952].
?) Zur chromatographischen Abtrennung von DNP-OH vergl. ¥. Turba u. G.
Gundlach, Biochem. Z. 826, 322 [1955].
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Die Bestimmung der C-terminalen Endgruppe mit Hydrazin

a) Direkte Bestimmung als freie Aminosdure: 10—25 mg Protein werden in
einem Réhrchen eingewogen und mit der 3—10fachen Menge Hydrazin versetzt. Das
Rohrchen wird unter Evakuierung abgeschmolzen und in einem mit 2 Siedesteinchen
versehenen Kolben, der halb mit dest. Wasser gefiillt ist, unter AnschluB eines Riick-
fluBkiihlers 8—10 Stunden erhitzt. Alsdann wird das Rohrchen abgekiihlt, getffnet und
schnell in ein Gefa mit breitem Boden gekippt, mit einem Tropfen Hydrazin nach-
gewaschen und in einen Exsiccator mit konz. Schwefelsiure gelegt. Der Exsiccator wird
sofort evakuiert (1 Torr). Bereits nach 1/,—1 Stde. ist das Gemisch, das die ASH und
die freien C-terminalen AS enthilt, getrocknet. Der Riickstand wird in Portionen von
0.25-0.5 ccm Wasser angeriihrt und in einen Erlenmeyerkolben iibergefiihrt. Die ASH
losen sich gut. Die Losung wird sofort mit frisch destilliertem Benzaldehyd versetzt
(im Durchschnitt '/; des Vol. der wiBr. Losung) oder mit demselben Vol. Essigester,
gesittigt mit p-Nitrobenzaldehyd. Durch 1/, bis 1stdg. Schiitteln auf der Maschine
bilden sich die in Wasser sehr schwer loslichen Schiffschen Basen, von denen die Deri-
vate des p-Nitrobenzaldehyds tiefgelb und praktisch unléslich sind. Das Reaktions-
gemisch wird filtriert, mit wenig Wasser gewaschen, mehrfach mit Ather oder Essigester
geschiittelt und direkt chromatographiert.” Die Trocknung der Startflecke darf nur mit
kaltem Luftstrom beschleunigt werden. Soll die restliche Liosung aufbewahrt werden,
so wird sie bei —15° eingefroren. Sie ist lingere Zeit haltbar. Zur Chromatographie wird
stets Phenol : Wasser oder Kresol: Wasser verwandt. Wir arbeiten fast ausnahmslos ab-
steigend und fithren bei jeder Bestimmung auch ein Mischchromatogramm mit der zu
erwartenden AS als zusitzliche Kontrolle durch.

Zur Unterscheidung, ob es sich bei einem Chromatogramm um eine AS oder ASH
handelt, wird in einem gesonderten Chromatogramm das Duplikat mit ammoniakalischer
Silbernitratlosung bespriiht, wobei die ASH die Silbernitratlésung reduzieren.

b) Bestimmung des C-terminalen Restes als DNP-Derivat: Es wird wie
oben verfahren, die ASH jedoch in einem Phosphatpuffer von pg 7.0 aufgenommen
(Volumen meist 5—10 ccm), mit Benzaldehyd analog verfahren, ausgedthert und hierauf
die gepufferte Losung mit Fluordinitrobenzol umgesetzt. Das Rea.ktlonsgemlsch ist aus-
nahmslos dunkelbraun gefarbt. Die Losung wird mit 1-proz. Hydrogencarbonatlosung
verdiinnt, zweimal ausgeathert, die Hydrogencarbonatlosung angesduert und die DNP-AS
in Essigester {ibergefiihrt, die Essigesterfraktion zweimal mit gleichen Portionen 17 HCl
gewaschen. Die in einem Schiitteltrichter vereinigten Essigesterextrakte werden bis zum
Braunwerden mit konz. NaHCO,;-Losung versetzt und hierauf mit 1-proz. Hydrogen-
carbonatlosung ausgeschiittelt, die nun fast rein gelb gefiarbt ist. Die wiBrigen Frak-
tionen werden vereinigt, noch einmal mit Essigester gewaschen und angesiuert: Die
DNP-AS werden in Essigester iibergefiihrt, nach zweimaligem Reinigen in 1»HCI ein-
gedampft und nach Entfernung von DNP-OH chromatographiert.

c) Direkte Bestimmung der -terminalen Aminosdure als DNP-Derivat:
Die Spaltung mit Hydrazin geschieht wie oben. Es empfiehlt sich jedoch, das Hydrazin
so gut wie moglich zu entfernen. Wir belassen daher das Reaktionsgemisch im Durch-
schnitt 2 Stdn. im Exsiccator bei 2 Torr, worauf eine feine glasige Haut zuriickbleibt.
Das gut getrocknete Gemisch der ASH wird in kleinen Portionen Wasser aufgenommen,
mit festem NaHCO; oder einer entsprechenden Menge Carbonat-Hydrogencarbonatpuffer
versetzt und mit Fluordinitrobenzol umgesetzt. Das Reaktionsprodukt ist durchweg
tiefbraun gefarbt. Das Reaktionsgemisch wird 3mal mit Ather extrahiert, die alkalische
wilrige Phase angesiuert und 3mal mit Essigester ausgeschiittelt. Die weitere Auf-
arbeitung geschieht wie oben. Da die a-Hydrazide der Glutamin- bzw. Asparaginsiure
nach diesem Verfahren nicht entfernt werden, ist bei der Chromatographie in Butanol : Am-
moniak in der Nahe des Glykokolls die Bande der entsprechenden Hydrazide sichtbar
(dunkelbraun). Sie wandern in Puffern nur sehr langsam.

Bestimmung der C-terminalen Sequenz im nativen Virus
Natives, durch 2fache Ultrazentrifugation gereinigtes Virus wurde gefriergetrocknet und
in der Trockenpistole die noch evtl. vorhandenen Wasserspuren entfernt (100°, 1/, Stde.).
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In insgesamt 12 Ansiitzen wurden je 100—300 mg getrocknetes TMV in Abstinden
von 3-6 Stdn. mit der 10fachen Hydrazinmenge bei 100° behandelt. Die Hydrolysate
wurden sofort i. Vak. eingeengt, die eingetrocknete, feste Haut in 10 ccm Phosphat-
puffer 7.0 aufgenommen und mit 2.5 cem frisch dest. Benzaldehyd 1 Stde. geschiittelt.
Die besten Ausbeuten an Peptiden erhielten

wir nach 3—4stdg. Reaktionszeit.
%. Al Va! Das Chromatogramm der DNP-Derivate

I (= = zeigte meist geringe Mengen einer braunen
thas mit der Front wandernden Bande und wurde

vernachléssigt, da selbst DNP- Anilin nur

2A 05‘9 /e mit einem Rp-Wert von 0.7 wandert. In

O Threo o[ samtlichen Chromatogrammen war noch rest-

] liches DNP-OH vorhanden, jedoch wanderte

vor dieser Bande kein DNP-Derivat, ledig-

Oowo# | ok kurs dainter die DNP-Threoninbande,

Wurde das Chromatogramm in der zweiten

i Richtung mit Phosphatpuffer entwickelt, so

—_—] erhielten wir nur einen unsymmetrischen

Threoninfleck. Wurde jedoch die Chromato-

Abbild. 3. Das Chromatogramm der DNP-  graphie in der ersten Richtung (absteigend)

Derivate des nativen TMV nach 3—4stdg. 48 Stdn. oder noch linger entwickelt, so

Spaltung mit Hydrazin (100°). I. Buta- daB die DNP-OH-Bande ca. 40 cm gelaufen

nol: Ammoniak, II. Phosphatpuffer. 2A: war, und hierauf in der zweiten Dimension

Das DNP-Tripeptid DNP-Pro-Ala-Threo, entwickelt, so wurde die unsymmetrische

2B: Das Dipeptid DNP - Ala -Threo. Threoninbande in 3 Komponenten aufgespal-

A — Referenzen ten (Abbild. 3) (die Komponenten 2A und B

- liegen im Originalchromatogramm enger bei-

sammen). Es traten die zusitzlichen Banden 2A und 2B auf, von denen die Bande 2A
das abnormale Maximum im UV bei 380 my besitzt. ’

1. Die Analyse der Bande 2B: Die Bande 2B ist das Dipeptid DNP-Alanyl-
threonin. Die Konstitution wurde folgendermafien ermittelt. Nach 8stdg. Hydrolyse
mit 6z HCI bei 115° wurde die DNP-AS ausgeschiittelt und in folgenden Systemen iden-
tifiziert.

7 | DNP-Alanin
Butanol:0.1 Ammoniak . ......... 042 | 0.42
Phenol:TA8) ................... 0.40 0.42
Butanol: Pyridin ................ 0.63 0.61

Im zweidimensionalen Chromatogramm wandert die DNP-AS mit d4quimolaren Mengen
von DNP-Alanin als eine einzige Bande, womit die N-terminale Position des Alanins
und die Einheitlichkeit des Dipeptids bewiesen ist.

In der wiBrigen Losung konnte eine AS nachgewiesen werden. Sie zeigte folgende
Rp-Werte:

Threonin
Butanol: Essigséure ............. 0.14 0.13
Phenol:Wasser ................. 0.64 0.64

8) Phenol:TA und Butanol:Pyridin, dargestellt nach G. Biserte u. R. Osteux, Bull.
Soc. Chim. biol. 88, 50 [1951].
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Die AS zeigte nach Umsetzung mit FDNB:

DNP-Threonin
Butanol: Ammoniak ............. 0.31 0.31
Phenol:TIA ..................... 0.33 0.34
Phosphatpuffer ................. 18.3cm 18.5 cm?)

Die quantitative Analyse der Bande 2B nach totaler Hydrolyse ergab ein Mol.-Ver-
hiltnis der beiden Komponenten von 1:1, womit die angegebene Konstitution erwie-
sen ist.

2. Die Analyse der Bande 2 A: Die Bande 2A hat die Konstitution DNP-Prolyl-
alanyl-threonin, die Totalhydrolyse ergab nach Extraktion in Essigester 2 DNP-Kom-
ponenten. Die eine Bande, mit dem Maximum bei 380 mp, lauft in:

DNP-Prolin
Butanol: Ammoniak ............. 0.36 0.36
Phenol:TA ..................... 0.55 0.53
Phosphatpuffer ................. 219 cem 21.5 cm
Die zweite Komponente wandert:

DNP-OH
Butanol: Ammoniak ............. 0.46 0.47
Phenol:IA ..................... 0.23 0.23
Phosphatpuffer ................. 13.6 cm 134 cm

Sie zeigt ferner die typische Eigenschaft, beim Betiipfeln mit 0.12HCl farblos zu
werden. Hierdurch ist die zweite Komponente eindeutig als DNP-OH identifiziert. Schon
frither konnten wir zeigen?), da DNP-Prolin als einzige DNP-AS bei der sauren Hydro-
lyse unter Riickbildung von Prolin in Dinitrophenol zerfillt. Wird das Peptid nach
Isherwood®') aufgeschlossen, so ist der Zerfall des DNP-Prolins weitgehend zuriick-
gedringt. Man findet fast ausschlieflich DNP-Prolin und nur geringe Mengen (109,)
DNP-OH. Hiermit ist erwiesen, daB die Bande 2 A hinsichtlich der N-terminalen Gruppe
einheitlich ist und Prolin enthalt. Zur weiteren Ermittlung der Konstitution wurde die
wafrige Losung qualitativ untersucht. Wir erhielten zwei mit Ninhydrin reagierende
Komponenten neben geringen Spuren Prolin, die, wie oben schon bemerkt, von DNP-
Prolin stammen.

’ Threonin Alanin
Butanol: Essigsdure . ... ... 0.13 0.12 0.24 0.23
Phenol:Wasser .......... 0.61 0.63 0.52 0.54

Nach Umsetzung des wilrigen Extraktes mit FDNB ergaben die beiden Komponenten
als DNP-AS folgende Rp-Werte:

§ DNP-Threonin DNP-Alanin
Butanol: Ammonisk . .. .. { 0.34 0.34 0.44 0.42
Phenol:TA ............. 0.35 0.36 0.50 0.49
Butanol:Pyridin ........ \ 0.53 0.52 0.62 0.61

?) Die Laufweiten im Phosphatpuffer werden in cm angegeben.
19) G. Schramm u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 8h, 61 [1953].
1) C. S. Hanes, F. J. R. Hird u. F. A. Isherwood, Biochem. J. 51, 25 [1952].
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Die quantitative Analyse des Peptides ergab nach chromatographischer Reinigung
eine molare Extinktion der DNP-Spaltstiicke 1:1:1. Hieraus folgt, daB das Tripeptid
die Konstitution DNP-Prolyl-(alanyl-threonin) besitzt. Die endgiiltige Konstitution wurde
durch Spaltung mit Hydrazin bewiesen. 40y des Peptides wurden 3 Stdn. mit 2 Tropfen
Hydrazin behandelt. Wir erhielten als einzige Endgruppe Threonin. Damit ist die oben
angegebene Konstitution des Tripeptids erwiesen.

3. Quantitative Bestimmung der Endgruppe: Abbild. 1 zeigt die direkt
gemessenen Mengen DNP-Threonin, die durch Behandlung mit Hydrazin aus 100 mg
TMV gewonnen werden. Zur quantitativen Auswertung miissen diese Werte noch mit
einem Faktor fiir die Zersetzung wihrend der Behandlung mit Hydrazin und fiir die
Umsetzung mit Fluordinitrobenzol multipliziert werden. Der Faktor wurde dermafen
ermittelt, daB jeweils eine abgewogene Menge Threonin in genau derselben Weise mit
Hydrazin, Aldehyd und Fluordinitrobenzol wie das TMV behandelt und die Ausbeute
an zuriickgewonnenem DNP-Threonin bestimmt wurde. Fiir die Peptide verwendeten
wir denselben Korrekturfaktor. Wir erhielten in verschiedenen Ansiitzen Ausbeuten von
46—689, Threonin.

Bestimmung der C-terminalen Sequenz nach vorheriger Behandlung
mit Carboxypeptidase

Das C-terminale Threonin wurde durch Carboxypeptidase abgespalten. Die Versuchs-
bedingungen waren dieselben wie frilher beschriebent?). Lediglich die Reaktionsdauer
wurde auf 11/, Stdn. verlingert. Das Reaktionsgemisch wurde mit warmer 20-proz. Tri-
chloressigsiure gefillt, das so gewonnene Frotein durch sorgfiltiges Waschen mit 5-proz.
Trichloressigsiure, Wasser, Methanol und Ather gereinigt. Das Praparat wurde i. Vak.
bei 68° 2 Stdn. getrocknet.

1. Die totale Hydrolyse mit Hydrazin: 4—15 mg des so dargestellten Proteins
wurden 9 Stdn. mit 0.1 bis 0.2 cem Hydrazin bei 100° behandelt. Das Hydrazin wurde
i. Vak. entfernt, das Produkt in Wasser gelost, die- Hydrazide, wie oben beschrieben,

entfernt. Die waBrige Losung wurde chro-

matographiert.

Gl Ala .

| ! = %% ‘ Alanin

sy Phenol: H,0 .... ’ 0.54 0.53

o m-Kresol: H,0 ... 0.24 0.24
z In einem zweidimensionalen Chromato-
QAle gramm wurden zur Endgruppe é&quimolare
Ala thy * Mengen Alanin hinzugegeben, nach Ent-

0 | M . e

ONPOH wicklung mit Phenol (1. Richtung) und Buta-
nol:Essigsiure waren nach der Ninhydrin-
behandlung ebenfalls nur eine AS, namlich
00— Alanin, sichtbar. Die quantitative Bestim-
—/ mung des C-endstindigen Alanins wurde mit

50—100 mg Protein durchgefiihrt (Reaktions-

Abbild. 4. Das Chromatogramm der DNP-  dauer 9 Stdn.). Nach Entfernung des Hydra-
Derivate des TMV nach Abspaltung des zins wurde entweder mit Aldehyd vorgerei-
C-terminalen Threonins mit Carboxypep-  nigt, in einigen Versuchen jedoch direkt mit
tidase und 5stdg. Behandlung mit Hydra- FDNB umgesetzt. Die Ausbeute variierte in
zin. I. Butanol: Ammoniak, IT. Phosphat-  verschiedenen Versuchen zwischen 55 und
puffer. x: Das Dipeptid DNP-Pro-Ala. 769%,. Wir erhielten wieder nur eine End-
4 — Referenzen gruppe, die ebenfalls als DNP-Derivat, als

' 12) G. Schramm, G. Braunitzer u. J. W. Schneider, Z. Naturforsch.9b, 208
[1954]; J. J. Harris u. G. A. Knight, Nature [London] 170, 613 [1952].
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Alanin, direkt wie im Mischchromatogramm identifiziert wurde. Wir erhielten wieder
2300—2500 Moll. Alanin (5 Messungen).

2. Die partielle Hydrazinolyse: Die partielle Hydrazinolyse wurde in mehreren
Versuchen in 50-150 mg Protein durchgefiihrt. Abbild. 4 zeigt das Chromatogramm
nach 5stdg. Behandlung bei 100°. Die Komponente x adsorbiert im UV bei 375 mp. und
hat die Konstitution DNP-Prolyl-alanin. Die Totalhydrolyse (mit 6%2HCl) ergab
nach Extraktion in Essigester 2 DNP-Komponenten. Die eine Bande hat im UV das
Maximum bei 380 mp. und léauft:

DNP-Prolin
Butanol: Ammoniak ............. 0.39 0.38
Phenol:TA ..................... 0.52 050
Phosphatpuffer ................. 17.2 em 17.4 cm
Die zweite Komponente wandert:
DNP-OH
Butanol: Ammoniak ............. 0.41 0.42
Phenol:TA ..................... 0.21 0.20
Phosphatpuffer ................. 149 cm 14.7 cm

Sie zeigt ferner die typische Eigenschaft, beim Betiipfeln mit 0.12HCI farlos zu wer-
den. Bei der Hydrolyse des Peptides nach Isherwood!') verschwindet das DNP-OH
fast vollstindig. Hiermit ist erwiesen, dal die Bande x hinsichtlich der N-terminalen
Endgruppe einheitlich ist und Prolin enthilt.

Zur Ermittlung der Konstitution des Peptids wurde die waBrige Lsung qualitativ
untersucht:

Alanin
Butanol: Essigséure ........... 0.13 0.13
Phenol:Wasser ............... 0.53 0.53
Nach Umsetzung mit FDNB erhielten wir eine einzige Bande:
DNP-Alanin
Butanol:Ammoniak ........... 0.39 041
Phenol:TA ................... 0.40 0.38
Butanol:Pyridin .............. 0.67 0.65

Die quantitative Untersuchung nach totaler Hydrolyse als DNP-Derivat ergab die
molare Extinktion der Spaltstiicke 1:1, womit die oben angegebene Konstitution er-
wiesen ist.

Tafel 1. Ry-Werte der DNP-Aminosduren in Butanol: 0.1-proz. NH,

Arginin .......... 030 | Leucin ............ 0.55 | Bis-DNP-Tyrosin.. 0.55
Asparaginsdure ... 0.04 Glykokoll .......... 0.25 Phenol ........... 0.41
Glutaminsaure .... 0.085 | Methionin.......... 0.51 Dinitroanikn ...... 0.70
‘Threonin ......... 0.29 Bis-DNP-Cystein.... 0.47 Prolin ........... 0.37
Serin ............ 0.22 | Tryptophan ........ 048 | Bis-DNP-Lysin.... 0.49
Valin ............ 0.495 Phenylalanin ....... 0.50 eLysin........... 0.27
Alanin ........... 0.35 Mono-N-DNP-Tyrosin 0.44 Bis-DNP-Histidin . 0.38
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Tafel 2. Papierchromatographischer Vergleich des Bis-DNP-Ornithins mit

dem DNP-Zersetzungsprodukt des Arginins nach 8stdg. Einwirkung von

Hydrazin bei 100°. Die Rg-Werte des DNP-Leucins und des DNP-Valins desselben
Chromatogramms sind als Bezugspunkte beigefiigt

. DNP-
DNP- DNP- Bis-DNP-
. . [ Argi_njn-Zerg,.
Leucin Valin Ornithin Produkt
Butanol :0.1-proz. Ammoniak 0.43 0.37 0.34 0.33
Butanol:Pyridin ........... 0.78 0.67 0.75 0.75
Phenol:Iscamylalkohol. .. ... 0.60 0.50 0.54 0.55
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