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Aus dem tryptisehen I-Iydrolysat des Cytoehroms e wurde 
ein Abbauprodukt  isoliert, welches unversehrt die prosthetische 
Gruppe des Enzyms, jedoch nur mehr ein aus neun Aminos~ture- 
resten bestehendes Bruchs~tick des Apoproteins enth~lt. I n  
diesem Ferriporphyrin e-Peptid (abgekiirzt: , ,tr-FePe-Peptid") 
ist, ebenso wie in Cytochrom c selbst, das Porphyrin mit  der 
Peptidkomponente dureh zwei in diese eingebaute I-Ialbeystin- 
reste, die zum Farbstoff Thio/itherbr/icken schlagen, stabil 
verblmden. Durch Aufkl/irung der Aminos~ure-Sequenz in der 
Peptidkomponente des tr-FePc-Pep~ids, CyS-Ala-Glu-CyS-I-lis- 
Thr-Val- Glu-Lys, konnte gezeigt werden, dab die beiden Ferripor- 
phyrin-gebundenen ~Ialbcystinreste Glieder einer und derse]ben 
Peptidkette und yon einander in dieser nnr dutch zwei Amino- 
s/~urereste ge~r~nnt sind. 

Das tr-]%Pe-Peptid ist im Oegensatz zu Cytochrom e aut- 
oxydabel und besitzt im Bernsteins/~ureoxydase- und Cytochrom- 
oxydase-System keine Wirksamkeit. Es steigert hingegen 
kr/iftig ~md ohne Mitwirkung irgendwelcher Fermente die 
Autoxydation der Aseorbins/iure. Auf diese katalytisehe 
Aktivit~t des tr-FePo-PepVids iibt a-Benzoyl-L-histidin einen 
hemmenden Einflu$ aus, verbunden mit einer Ann/iherung des 
Absorptionsspektrums des tr-FePc-Peptids an das des Cyto- 
ehroms c, nieht jedoeh rnit einer Aktivierung im Bernstein- 
s~ureoxydase- System. 

In Oytoehrom c kommt dadureh eine stabile Verkniipfung yon 

Apo/erment und Wirkgruppe zustande, dab zwei IIalbeystinreste (CyS) 
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einerseits peptidiseh in die Proteinkomponente des Ferments  eingebaut 
sind, andererseits mit  ihren Schwefelatomen Thio~therbrficken zu Seiten- 
ket ten des Ferriporphyrinskeletts der prosthetisehen Gruppe sehlagen. 
Wie bus unserer I.  Mitteilung fiber Cytoehrom e hervorgeht 1, sind diese 
zwei H~lbeystinreste Glieder der Aminosaure-Sequenzen . . .  Lys-CyS- 
Ala-Glu . . .  und . . .  Glu-CyS-I-Iis . . .  

In  der Absicht, die bisher mit  I-Iilfe eines partiellen Abbaues des 
Cytoehroms e m i t  Schwefels~iure gewonnenen Ergebnisse zu erg~inzen 
and die Anordnung einer grS[teren Zahl yon Aminosi~ureresten in der 
NiChe de~" prosthetisehen Gruppe festzustellen, wurde Cytochrom c nun 
der t tydrolyse mit  proteolytischen Enzymen unterworfen. Als besonders 
~ussichtsreich erwies sich ein Abbau mit Trypsin. Aus der Mischung 
der hierbei entstehenden Verdauungsprodukte konnte dureh Fgllungen 
mit Ammonsulfat ,  durch Adsorption an Talk und schliel]lich dureh 
Verteilungschromatographie auf einer Kieselgur-S~ule in guter Ausbeute 
ein einheitliches, rotgefgrbtes, die prosthetisehe Gruppe des Cytochroms c 
tragendes Peptid erhalten werden. ~ i t  der Aufkl~rung der Struktur 
und der Untersuchung einiger Eigenschaften dieses durch tryptisehen 
Abbau gebildeten F e r r i - P o r p h y r i n - c - P e p t i d s  - -  abgekiirzt: tr-FePc- 
Peptids - -  befal3t sich die vor]iegende Mitteilung. 

Bereits ve t  einigen Jahren hat  Tsou2,3, ~ Cytochrom c mit  mehreren 
proteol)rtischen Enzymen, mit  Pepsin, Papain, Trypsin und Chymo- 
trypsin, abgebaut und die katalytische Wirksamkeit  der so modifizierten 
Cytochrome untersucht. Abgesehen yon Angaben fiber den Eisengehalt 
der verschiedenen Abbauprodukte enthalten die Arbeiten Tsous  eine 
nghere ehemisehe Charakterisierung nur im Falle des ,,Pepsin-modifi- 
zierten Cytochroms e" in Form einer qualitativen Aminos~ureanalyse 
und yon Bestimmungen des Gesamt- und des Amino-Stickstoffgehalts. 
I n  keinem Fall wurden genauere Einzelheiten der ehemischen Struktur  
mitgeteilt. 

Material. 

Die Darstellmlg des Gytochroms s aus Pferdeherzen und seine Reinigtmg 
erfolgte auf die in der I. i~Iitteilung 1 angegebene Weise. Fiir die meisten 
Versuehe warden Prgparate mit einem Eisengehal~ yon 0,42 bis 0,44% 
verwendet. Abbauversuehe, bei denen ein nur bis zur ,,0,34~ ' '  
gereinigtes Cytochrom e 5 eingesetzt wurde, fiihr~en jedoeh gleichfalls und 
in nicht minder befriedigender Weise zur Gewinnung hochgereinigten tr-FePc- 
Peptids. 

1 H .  T u p p y  und  G. Bode, Mh. Chem. 8~, 807 (1954). 
2 C . L .  Tsou, Nature 164, 1134 (1949). 

C. L .  Tsou, Biochemie. J. 49, 362 (1951). 
4 C. L .  Tsou, Biochemie. J. 4:9, 367 (1951). 

D. Ke i l i n  und E.  JP. Hartree, Prec. Roy. Soc. London, Ser. B 122, 298 
(1937). 
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Das krist. Trypsin war ein k~iufliehes Produkt der Worthington Bio- 
chemicals Co. 

Die I~'istallisierte Bacillus subtilis-Proteinase (,,Subtilisin")6, 7 war eine 
Gabe der Herren Prof. K. Linderstrom.Lang und M.  Ottesen, Kopen- 
hagen. 

~-Benzoyl-LJ~istidin wurde nach den Angaben von Gerngro/3 s dargestellt;  
c~-Benzoyl.L-arginin naeh Bergmann, Fruton und Pollo[cg; ~-Benzoyl-L-lysin 
aus e-Carbobenzoxy-L-lysin 10 durch Benzoylierung und nachfolgende Ab- 
spaltung der Carbobenzoxy-Gruppe naittels katalytiseher Hydrierung n. 

Kieselgur: Fiir die verteihnagschronaatographisehen Versuehe verwendeten 
wir das I-Iandelsprodukt ,,Hyflo-Supereel"; dieses wurde vet  Gebraueh ira 
allgenaeinen mit  dem Verteilungsmittel, der leiehteren Phase eines n~Buta.nol/ 
Eisessig/Wasser (4 : 1 : 5)-Gemisehes, sorgf~ltig gewaschen. Das fiir die Bar- 
stellung besonders reinen, fiir die Analysen und spektrophetonaetrischen 
Versuehe best immten tr-FePe-Peptids verwendete ,,ttyflo-Supereel" mul3te 
hingegen einer l~ingeren t~einigungsoperation unterzogen werden: Es wurde 
der Reihe nach 1. naiv 50%igena Alkohol, der 3% NI t  3 enthielt, 2. mit  Wasser, 
3. mit  einer Misehung yon Eisessig und Alkoho] (1 : 4), 4. wieder mit  ~rasser, 
5. nait verd. HC1 (1:5) ,  6. noch einmal mit  ~Tasser, bis zur vSlligen Ent-  
fermmg der Chlor-Ionen, und 7. schlie~lich nait Alkohol gewasehen. 

~Iethoden. 

Spaltung des Uytochroms emi t  Trypsin. 300 mg Cytochrom e (0,43% Fe) 
und 15 mg krist. Trypsin wurden in 30 cem 0,1 na Veronalpuffer (pH 8,0) 
gelSst. Der Puffer war vorher durch kurzes Anfkoehen yon gelSstem Luft- 
sauerstoff beh'eit worden. Die Verdauungsnaisehung wurde in einem evakuier- 
ten Einschlul]rohr 20 bis 22 Stdn. lang bei 37 ~ inkubiert.  Hierbei entsteht 
in der LTsung eine sehr geringe Menge eines flockigen Niederschlags. In  
den naeisten Versnehen wurde naeh beendeter Inkubat ion  zur Inakt ivierung 
des Trypsins 4 Min. lang ill einem koehenden Wasserbad erhitzt, der dabei 
ausfallende rote Niederschlag, der aus denaturiertem Eiweil~ und  adsorbiertem 
farbstoffhNtigem Material bestand, dureh Zentrifugieren abgeschieden m~d 
verworfen. Wie sp~tere Versuehe zeigten, kann  die Aussehaltung des Trypsins 
durch Erhitzen jedoeh aueh unterbleiben, ohne dad naehteilige Folgen 
a uftreten. 

Fi~llung des tr-l~'ePc-Peptids mit Ammonsul]at. Zu der klaren LOsung, 
die ein Zusatz yon 12,9 ccm 0,1 n HC1 auf ein pH yon etwa 5 braehte, wurden 
je eena nach und naeh 0,5 g festes Ananaonsulfat gefiigt. Der entstandene 
Niederschlag, in dem sieh nahezu die gesamte Menge gefgrbten Materials 
befand, wurde abzentrifugiert, mit  20 ecm AmnaonsulfatlSsung (0,5 g/corn) 
gewaschen, dann in 20 cem Wasser suspendiert und  durch Zugabe yon 
6 bis 7 eena 0,2 n NaOH in L6sung gebraeht. Das pH betrug nun  zirka 7,5. 

6 A. V. Giintelberg, C. r. tray. Lab. Carlsberg, S4r. chim. :~9, 27 
(1954). 

7 A. V. Gi~ntelberg und M. Ottesen, Nature 170, 802 (1952); C. r. t.rav. 
Lab. Carlsberg, S6r. china. 29, 36 (1954). 

s O. Gerngrofl, Z. physiol. Chem. 108, 50 (1919/20). 
9 ~lJ. Berg~nann, J . S .  Fruton und H. Pollok, a. Bio]. Chem. 127, 64,~ 

(1939). 
~o K. SchlSgl und H. Fabitsehowitz, Mh. Chem. 84, 937 (1953). 
i~ W . F .  Ross und L. S. Green, J. Biol. Chem. 137, 105 (1941). 
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I-Iatte rnan zuvor des zur Denaturierung des Trypsins dienende Erhitzen auf 
100 ~ unterlassen, so blieb nun  ein lichtrot gef~rbtes Produkt  ungelest, welches 
abzentrifugiert und  verworfen wurde. Naeh Zusatz einer der zugesetzten 
Lauge ~iquivalenten Menge (6 bis 7 cern) 0,2 n HC1 wurde die F~llmlg rnit 
Ammonsulfat  (0,5 g je ccrn) wiederholt. Der Niedersehlag wurde aberrnals 
in verd. Lauge gelest. Bisweilen war es wieder notwendig, eine geringe 
Menge ungelester Substanz dureh Zentrifugieren zu entfernen. Die (bei 
pI-I 7,5) dunkelrote Lesung des tr-Fel~e-Peptids wurde dutch Saurezusatz 
wieder auf pI-I 5 gebraeht. Dabei sehl~igt die Farbe in briiunliehrot urn. 
Aus der schwaeh sauren Lesung fiillt des tr-FePc-Peptid beim Stehen zum 
Tell in br~unliehroten Flocken aus. 

Adsorption an Talk. Die Lesung des tr-FePc-Peptids (pI-I 5) wurde nun  
dureh eine aus 20 g Talk bereitete Saule filtriert. Der rnit dern farbstoff- 
~ragenden Peptid beladene Talk wurde in der Chrornatographiers~iule der 
Reihe nach rnit 50 ecrn 0,5% iger Essigs~ure, 50 ecru Wasser und  60 cem sehr 
verd. Ammoniaklesung (1 Tell konz. NI-I a auf 8000 Tefle Wasser) gewaschen. 
Die ~u rnuf~te manehrnaI vorzeitlg abgebroehen werden, wenn 
die Zone des adsorbierten Materials auf der S~ule sieh rasch verbreiterte 
und  eluiert zu werden drohte. Die Elution des tr-FePc-Peptids vorn Talk 
erfolgte rnit w~Br.-alkohol. NI-I z (2 corn konz. NI-I 3 in 100 eern 50%igern 
Athanol). Des Eluat  wurde irn Vakuurnexsikkator fiber Schwefels~iure ein- 
getrocknet. Der troekene Riickstand war leieht wasserleslich. 

Verteilungschromatographie au/ Kieselgur. 20 g gewasehenes, troekenes 
,,I-Iyflo-Supercel" wurden rnit 6,6 g der unteren Phase des Verteilungs- 
mittels n-Butanol/Eisessig/Wasser (4: 1 :5)  angerieben und hierauf, rnit 
mxgefghr 90 eern der oberen Phase zu einem Brei verrfihrt, in ein Chrornato- 
graphierrohr (3 em Durehmesser) gespfilt. ]:)aM ,,I-Iyflo-Supereel" bi]dete, 
sobald es sich abgesetzt hatte, irn Rohr eine 9,5 ern hohe S~ule. Auf diese 
wurde des vorn Talk eluierte tr-FePe-Peptid, gelest in 2 bis 3 ccrn der oberen 
Phase des Butanol-Essigs~ure-Gernisehes, g e b r a c h t .  Die Entwicklung des 
Chrornatograrnrns erfolgte mit  gref~eren Mengen der oberen Phase. Es 
bfldeten sieh zwei gefgrbte Zonen aus: Eine, in welcher des tr-FePc-Peptid 
enthalten war, besal~ eine dunkel-braunrote Farbe und  lief rnit einern R-Wert 
yon 0,80 bis 0,95; die andere, nur  schwaeh briiunlieh gefiirbt, lief rnit R --~ 1,2 
versus. Dgs Chrornatogramrn wurde entwickelt, bis die langsarnere Zone 
~us der Siiule ausgewasehen war. Dm'eh Eindarnpfen irn Vak. wurden die 
aus den zwei Z onen stamrnenden Produkte in fester Form erhMten, 

Von beiden Produkten unterwarfen wir je eine Probe einer vollst~indigen 
I-Iydrolyse rnit HC1; in den I-Iydrolysaten Wurden nach Abzentrifugieren 
des abgesehiedenen Farbstoffs folgende Arninos~uren papierchrornatographisch 
nachgewiesen : 

tr-FePc- 
Peptid 

l%aseher 
wandern- 
de Zone 

R 

0,80 
bis 
0,95 

.-~ 1,2 

X X X i , ( C y S ) ~  I Asp__ 

- -  X 

Glu Thr ] Ala 

X• 

Set Gly 

X X X X  

I 
XXXX!XXXX 

XXX XX 
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tr-FePe- 
Peptid 

IRaseher 
wandern- 
de Zone 

R Val Phe Leu + Ileu Pro His Lys Arg 

0,80 
bis 

0,95 
X X X X  

X X  X X X  X X X X  X X X  

X X X  X X X X I - -  

? • 

Die im Ilydrolysat des tr-FePc-Peptids gefundene geringe Menge Leuein 
und/oder Isoleuehl riihrt yon einer Verunrehligung her. Diese wurde s~ets 
darm in grbl3erer Menge angetroffen, wenn bei der Chromatographie dio 
Kieselgur-S/~ule durch Auflbragen yon zu vJel Substanz fiberladen worden 
war. In diesem Falle verhalf eine Wiederholung der Chromatographie zu 
einem reinen Produk~. 

Analytische Bestimmungen. Das dureh zweimMiges Chromatographieren 
in ehler Kieselgur-S~iule gereinigte tr-FePc-Peptid wurde in 10%iger Essig- 
s/~ure ge]5s~. Von dieser L6sung kamen fiir die einzelnen Analysen sowie auch 
fiir die sp/iter besprochenen spektrophotometrisehen Untersuchungen aliquo~e 
Teile zur Verwendung. Zur Bestimmung des Trockengewicht# wurde ein 
gemessenes Volumen der essigsauren LSsung zm" Troekene gebracht und der 
R/ickstand im Vak. 5 Stdn. auf 100 ~ erhitzt. Eine auf die gleiehe ~Veise 
getrocknete Probe diente aueh zur Fes~stellmlg des salzartig an das tr-FePe- 
Peptid geb~mdenen Acetats mit Hilfe einer Aee~ylbestimm~mg naeh Wiessn- 
berger 12. Der Eisengehalt des tr-FePc-Peptids wurde kolorimetrlseh mit  
o-Phenanbhrolin naeh der MeVhode yon Drabkin is ermitteR, Schwe/el dutch 
Aufschlul~ mit  metallisehem I4alium nach Zimmermann ~4. Eine Best immung 
des Aminostic/csto]]s erfolgte naeh der lV[ethode yon Kainz15; urn hierbei 
die Bildung eines unlSslichen Niedersehlags zu vermeiden, wurde die Urn- 
setzung des tr-FePc-Peptids in dioxanh~ltiger L5smlg vorgenommen. Zur 
Ermit t lung des Aschegehalts wurde nach vorsiehtiger Verbrennung 4 Stdn. 
lang auf 550 ~ erhitzt. 

Spaltung des tr-FePc-Peptids mit Silbersalz und Isolierung sines porphyrin- 
[mien Enneapeptids. Veto tr-FePc-Peptid liet~ sich auf die in der I. Mi~teilung 1 
f/ir Peptide des Porphyrins e besehriebene Weise die Farbstoffkomponen~e 
mit I-Iilfe yon Silbersulfat in essigsaurer LSsung abspalten. Das in Freiheit 
gesetzte eysteinhNtige Pelotid win'de naeh dam dort angegebenen ,,modifi- 
zierten Verfahren" vor der Ausf~llung des Silbers als Sulfid mR Pera.meisen- 
s~ure oxydiert. Naeh der H~S-F~llung wurde die LSsung des oxydierten 
Peptids dui'ch Aussehiitteln mit  Tri-n-oetylamin yon Sehwefels~ure befreit 
mad im Vak. zur Troekene verdampft. 

Wenn wir verteilungsehromatographiseh gereinigtes tr-FePe-Peptid mit  
Silbersulfat spalteten, war es nieht erforderlieh, das erhaltene farbstofffreie, 
eysteins/iureh~ltige -Produk~ (welches hinfort, die Aufkl/irmlg seiner Struktur  
vorwegnehmend, einfaeh Ms ,,Enneapeptdd" bezeichne5 werden wird) e/ner 
weiteren Reinigung zu unterziehen. War hingegen des tryptisehe Abbau- 

12 E. Wiesenberger, Mikroehem. 113, 51 (1947). 
1~ D. L. Drabkin, J. Biol. Chem. 140, 387 (1941). 
i~ W. Zimmermann, Mikroehem. I~5, 80 (1950). 
1~ G. Kainz, Mikroehim. Aeta [~u 1958, 349. 



HI. 5/1954] Cytoehrom c. II.  1029 

produkt des Cytochroms c nur  mit  Hilfe yon Ammonsulfat-F~illungen und 
durch Adsorption an Ta]k isoliert worden, so erwies sich des nach seiner 
Spaltung mit  Silbersalz gewonnene Produkt als eine Mischung yon Peptiden, 
aus wetcher des , ,Enneapeptid" erst papierehromatographisch heraus- 
prapariert werden muf~te (Abb. 1 und Tabelle 1; das , ,Enneapeptid" bildet 
den  Fleck Nr. 1). Fiir die papierchromatographische Isolierung des ,,Ermea- 
peptids" kamen Peptidmengen in Fr~ge, die durch tryptischen Abbau yon 
25 bis 40 mg Cytoehrom e erhalten worden waren. Bei gr6f3eren Aals~i~zen 
versagte die papierehromatographisehe Trennungsmethode. 

Der N- terminale  Res t  des , ,Enneapept ids" .  Ffir die Endgruppenbest immung 
fend ein papierehromatographiseh isoliertes Produkt Verwendung. Des aus 

d e m  Papier eluierte ,Enneapept id"  wurde in der iiblichen Weise 1 dinitro- 
phenyliert und  anschliel~end hy- 
drolysiert. Im  I-Iydrolysat lieBen 
sich folgende Aminos~turen, teils 
substituiert, teils in freier Form, .~ 
naehweisen: DNP-Cy S e t h  ( X • ), .~ 
~-DNP-Lys ( x x ), im-DNP-I-Iis "~ 
(x  X); CySO~I-I (X • Glu ~10 
(X X X), Thr (X X), Ale (X x), 
Val ( x  x ) .  % 

Partielle Hydro lyse  des , ,En-  
nealgelgtids" m i t  Salz#i~ure. Eine ~20 
Menge des Enneapeptids, die 
durch Abbau yon etwa 0,2 g 
Cytochrol~a c erhalten worden 
war, wurde 4t/2 Tage lang, in 2 
bis 3 corn konz. HC1 gel6st, bei 

& - ice t,/(P/7 e zo//0, ~ ~ I/~/ttCZ] 

cZD 

Abb. 1. l~apierchromatographische Isolierung des 
,,Enneapeptids". Vgl. Tabelle 1. 

37 ~ inkubiert.  ] )ann wurde die Salzs~ure 
durch Abdampfen im Vak. und wiederholtes Eintrocknen des l%iiekstandes 
mit  Wasser vertrieben. Die zurfiekbleibende Peptidmischung wurde in 15 ccm 
Wasser gel6s~, mit NI-I s auf don Umschlagspunkt vo~ Methylro~ gebraeht 
und auf die beschriebene Art und Weise I ionophoretiseh in 3 Fraktionen, 
eine saute A, eine neutrale M und eine basische K, aufgetrennt. In der 
basischen Fraktion konnten wir nur die freien Aminos~uren His und Lys 
naehweisen. Die Ergebnisse der papierchromatographisehen Untersuehung 
der Fraktionen A und ~I// shad in den Abb. 2 und 3 und den Tabellen 2 
und 3 zusammengestellt. 

Tabelle I. Isolierung des,,Enneapeptids" (vgl. Abb. l). 

Fleck 
lgr. Farbe mit Nach ~ydrolyse nachgewiesene Aminosiiuren 

(Abb. 1) iXinhydrin 

1 gelb--~viol. CySOzH(x  x x X), G l u ( x  x x x x) ,  Thr (X X X), 
AI~ (X X X), Val (X X x) ,  Lys (X X X), His (X X X) 

2 violett Glu ( X X ), Lys ( X X ) 

3 schwach Asp (X X), Glu (X X X), Set (X X), Gly (X X), 
violett Thr (X X), Ale (X X), Val (•  X), Leu u./od. Ileu 

(X x X), Pro (x ) ,  Lys (X) 

4 violett Gly ( x X ), Leu u./od. Ileu ( x • ) 
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Spaltung des ,,Enneapeptids" mit Subtilisin. ,Enneapept id"  (aus zirka 
30 mg Cytoehrom c) wurde in einem Tropfen Wasser gelSst, mit  wenig 
1 n NH 3 auf pI-I 8 gebraeht und mit  einer auf pH 8 eingestellten LSsung yon 
80 #g B. subtilis-Proteinase in 40 ul Wasser versetzt. Die Misehung wurde 
24 Stdn. lang, in eine Glaskapillare eingesehmolzen, auf 37 ~ erw~rmt. An- 
sehlie2end erfolgte Inaktivierung des Enzyms (lurch 3 Min. Erhitzen der 
Kapillare im siedenden Wasserbad. Der tnhal t  der Kapillare wurde auf eine 
Poty~hen-Folie gebraeht, auf ihr im Exsikkator zur Troekene eingedampft 
und  zweidimensional auf einem halbert Bogen V~'hatman l~'r. 4 Filtrierpapier 
ehromatographiert. 

Spektrophotometrie. Alle Messungen wurden im Beekman-Spektrophoto- 
meter Modell DU vorgenommen. Zur Bestimmung des Spektrums des 

A>f- ,~'terl(Pk~ol/O,a ~ i~ita/iiUiV) 

o 

Q 

Abb. 2. Partielle Hydrolyse des ,,Enneapeptids". 
Papierchromatographie der sauren Fraktion A. 

Vgl. Tabelle 2. 

tr-FePe-Peptids wllrden 0,080 ecru 
einer LSsung des ffir die Ana- 
lysen verwendeten Materials in 
10%iger Essigsgure mit 3,34 ecru 
0,2 m Na2HPO 4 auf ein p]~-~ 7 
gebraeht und  mit  Wasser aL~ em 
Volumen von 10ccm aufgeffillt. 
Die molare Xonzentrat ion des 
tr-FePc-Peptids (berechnet unter  
Zugrundelegung der Eisenbestim- 
mungen) betrug in dieser LSsung 
4,06. 10 -5. Far  Messungen der 
sehr hohen Absorptionsmaxima 
des reduzierten und  oxydierten 
tr-FePc-Peptids bei 413 bzw. 
396 m/~ wurde die LSsung auf 
das 5faehe verdannt .  Die t~e- 

duktion des tr-FePc-Peptids erfolgte mi~ Hflfe yon Natriumdithionit .  Die 
Messung der Maxima des reduzierten tr-FePe-Peptids mul3 mlmittelbar naeh 
Zusatz des Dithionits erfolgen, da in dessen Gegenwart die Ext inkt ion raseh 
abnimmt.  

:Vianometrie. Die Prfifuag des tr-FePe-Peptids auf katalytisehe Wirksam- 
keit erfolgte im Warburg-Apparat bei 38 ~ mit  Luft als Gasphase. Vv-enn 
nieht eigens anders angegeben, betrug des Gesamt-F1fssigkeitsvohnnen je 
Gef~$ 1,5 ecru. In  den in der Mitte der Gef~l~e angebrachten N~pfohen befand 
sich stets mit  20% iger KOH getr~nktes Filtrierpapier zur Absorption des 
allenfalls gebildeten Kohlendioxyds. 

Bei der Bestimmung der katalytisehen Aktivit~t ~mserer Pr~i.parate im 
Bernsteinsaureoxydase-System folgten wir den Angaben yon Potter 1r er- 
setzten jedoeh das 5%ige Rattenleber-Homogenat duroh ein 5-bis  8~ 
w~l]r. Rinderleber-Homogenat. Dieses zeigt mit  Suceinat Ms Substrat eine 
nu t  sehr geriage O~-Aufnahme, die dm'ch Zusatz ka~alytisoher h[engen 
Cytoohrom e kraftig gesteigert wird (Abb. 6). Das Rindsleber-Homogenat 
erweist sieh somit als re]ativ arm an endogenem Cytoehrom c und  Ms 
~u2erst geeignet zur Testung des tr-FePc-Peptids auf Cytoehrom e-~rirk- 
samkeit. 

16 V. R. Potter, in W. W. Umbreit, R. H. Burris und J. 2'. Stauffer, Mano- 
metric Techniques and Tissue Metabolism, S. 139. Burgess Publishing Co.~ 
)~inneapolis, 1951. 
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Ergebnisse. 
Struktur des  tr-FePc-Peptids. 

Durch Verdauung von Cytochrom c mit Trypsin und anschlieBcnde 
Ausfiihrung der im vorangehenden Abschnitt besehriebenen I~einigungs- 
operationen wurde das tr-FePc-Peptid in einer Ausbeute yon 50% d. Th. 
gewonnen. Es enthglt unversehrt die prosthetische Gruppe, jedoch nur 
mehr ein Bruchstiick der Proteinkomponente des Cytochroms. Eine 
papierchromatographische Untersuchung der nach vollst/s Hydro- 
lyse mit S~ure erhaltenen Spaltprodukte erwies, dab das tr-FePc-Peptid 
yon den zahlreichen Aminos~ureresten des Enzyrns nur mehr einige 
wenige besitzt, die yon den sieben Aminos~uren Cystin [(CyS)2], Gluta.min- 
s~ure (Glu), Threonin (Thr), Alanin (Ala), Valin (Val), Histidin (His} 
und Lysin (Lys) gebildet werden. Da Trypsin gewiB nicht imstande ist, 
Thio/s zu spa]ten, rout  im tr-FePc-Peptid, ebenso wie in 
Cytochrom c selbst, die Farbstoffkomponente, Ferriporphyrin, gebunden 
an die SeJtenketten 2 und 4 je einen ttalbcystinrest (CyS) tragen. Diese 
beiden I-Ialbcystinreste sind in Cytoehrom c, wie wir in der I. Mitteilung 1 
zeigen konnten, sowohl mit ihren Amino- als auch ihren Carboxylgruppen 
peptidisch in die Proteinkomponente eingebaut. Wir erwarteten daher, 
aus dem tr-FePc-Peptid nach Spaltung der Thio/~therbindungen, welche 
die Farbstoffkomponente mit dem aus Aminos/~uren aufgebauten l~est 
der Proteinkomponente verkniipfen, zwei Peptide zu erhalten: eines von 
der Seitenkette 2 und eines yon der Seitenkette 4 des Porphyrins. Ent- 
gegcn dieser Erwartung ging jedoch aus rcinem tr-FePc-Peptid bei der 
mit Hilfe von Silbersnlfat nach P a u l  ~ vorgenommenen Abseheidung 
des Farbstoffs vom Peptidteil und nachfolgender Oxydation des letzteren 
mit Perameisens/ture nur ein einziges Peptid hervor; dieses enthielt 
- -  infotge der Perameisens/~ure-Oxydation - -  Cysteinsgure (CySO3H) 
an Stelle yon CyS, im iibrigen jedoch unvergndert und ohne Abstrich 
alle zuvor im tr-FePc-Peptid nachgewiesenen Aminos/s Wurde nut  
unvollst/~ndig gereinigtes tr-FePc-Peptid mit Silbersalz gespalten und 
das porphyrinfreie Produkt oxydiert, so konnten im Reaktionsprodukt 
wohl mehrere Peptide papierchromatographisch nachgewiesen werden, 
yon denen jedoch nur ein einziges Cysteins~ure enthielt (Fleck Nr. l 
in Abb. 1 und Tabelle 1); in diesem Peptid befanden sich neben CySOsH 
wiederum die 6 Aminos/turen Glu~ Thr, Ala, Val, Lys nnd His. Dieses 
Ergebnis legte die Vermutung nahe, dab die beiden in Cytochrom c 
durch Thio/ttherbindungen mit der Farbstoffkomponente verbundenen 
Kalbcystinreste Glieder einer und derselben Peptidkette sind und in 
dieser miteinander dnrch nut  wenige andere Aminos~urereste und dutch 
trypsinresistente Peptidbindungen verkniipft sind. 

1~ K . G .  Pau l ,  Ac~a Chem. Scand. 8, 1178 (1949); 4, 239 (1950). 
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Das aus dem tr-FePc-Peptid gcwonnene porphyrinffeie und cystein- 
s~ureh~ltige Produkt  erweist sich, abgesehen yon seinem papierchromato- 
graphischen Verhalten, auch dadurch als einheitlich und als ein einziges 
Peptid, dal~ es nur einen aminoendst~ndigen Aminos~urerest besitzt, 
und zwar, wie mit Sangers DNP-~ethode  is festgestel]t werden konnte,  
Cysteins~ure. Bei dcr Dinitrophenylierung mit Dinitrofluorbenzol wird 
nicht die gesamte im Peptid vorkommende Cysteins~ure substituiert~ 
vielmehr finder man nach Hydrolyse des D~P-Pept ids  auBer DNP- 
CySO3H aueh noch ~reie CySO3H in grol3er Mcngc. Dieser Befund steht 
in Ubereinstimmung mit der Erwartung, dab sich im untersuchten Pept id  
zwei Cysteins~urereste befinden, yon denen ffiglich nur einer amino- 
endst~ndig sein kann. 

Weiterer Einblick in die Struktur dicses Peptids wurde durch partielle 
Hydrolyse mit Si~ure und papierchromatographische Untersuchung der 
ionophoretisch in eine saure und eine neutrale Fraktion geteilten Mischung 
der Spaltprodukte gewonnen (Tabellen 2 und 3, Abb. 2 und 3). Aus 
der Natur  der Spaltprodukte l~Bt sich unzweideutig die Struktur des 
die zwei Cysteins~urercste enthaltenden Peptids erschliel~en. In diesem 
mul~ sich eine Pentapcptidsequenz CySO3H-Ala-Gln-CySO3H-His uncl 
cine Tetrapeptidsequenz Thr-Val-Glu-Lys befinden; erstere ergibt sick 
mit Notwendigkeit aus den Peptiden CySOsH-Ala (A 6), Ala-Glu (A 8~ 
M 8), CySO3H-[AI~, Glu] (A 3), Glu-CySO3H (A 2), CySO3H-His (M 1} 
und Glu-[CySO~H, His] (A 4), letztere aus den Peptidcn Thr-[Val, Glu] 
(M 9), [Val, Glu] (M 10), Thr-[V~l, Glu, Lys] (M 7) und Glu-Lys (M 6). 
Die so erschlossenen zwei Aminos~ure-Sequenzen liegen im urspriing- 
lichen Peptid zu ciner einzigen Ket te  verkniipft vor. Der zuvor erw~hnte 
Befund, dal~ in dicser Ket tc  CySO~H an N-terminaler Stelle steht, erweist~ 
dab die Pcnta- und nicht die Tetrapeptidsequenz den ~m]noendst~ndigen 
Rest beisteucrt, und erlaubt die Aufstellung dcr l~ormel CySO3H-Ala-Glu- 
CySO3tt-His-Thr-Val-Glu-Lys. Das Peptid, welches sich somit aus ins- 
gesamt neun Aminos~ureresten zusammensetzt, wird in dicser ~i t te i lung 
der Kiirze h~lbcr einfach als , ,Enneapeptid" bezeichnet. 

In dieser Formel des ,,Enneapeptids" kSnnte vielleich~ die Nachbarschafb 
Yon His und Thr noeh in Zweifel gezogen werden mit der Begriindung, 
da2 sich unter den zahlreichen Abbaupeptiden kein einziges befunden hat, 
welches die Peptidbindung His-Thr intakt enthalten h~tte. Es ist jedoeh 
bekannt, dal~ Bindungen, an denen Serin- oder Threonin-Reste mit ihrer 
Aminogruppe beteiligt sind, gegeniiber saurer ttydrolyse besonders empfind- 
lich sind, und darum aueh nicht verwunderlich, dal~ nur solche threonin- 
h~ltige Peptide gefunden worden sind (M 7 und M 9), die das Threonin 
als N-terminalen Rest ~ragen. Wenn in tier Peptidkette zwischen His~idin 
und Threonin noch ein anderer Aminos~urerest eingeschoben w~re, z .B.  
ein Glu- oder Ala-Rest, so bliebe es unerkl~rlich, warum unter den gefundenen 

~s F. Sanger, Biochemic. J. 39, 507 (1945). 
67* 
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Peptiden des I-Iistidins kein einziges war, welches diese Aminosi~o_re mit 
peptidiseh verkniipfter Carboxylgruppc enthiett, also z.B. ein Dipeptid. 
His-Glu oder His-Ala. 

Die Struktur des , ,Enneapeptids" best/~tigt und erweitert die in 
unserer I. Mitteilung 1 beschriebenen Ergebnisse, denen zufolge die mit 
dem Ferriporphyrin verkniipften I4Mbcystinreste im Verbande der 
Proteinkomponente des Cytochroms e eingefiigt in die Aminosaure- 
Sequenzen . . .Lys-Cys-Ala-Glu . . .  und . . .Glu-Cys-His . . .  vorliegen. Es 
wird nun deutlich, dab der carboxylendstgndige Glu-l~est der Sequenz 
Lys-CyS-Ala-Glu mit dem aminoendstandigen Glu-l~est der Sequenz 
Glu-CyS-His identiseh ist; es sind demnaeh die beiden Halbcystinreste 

voneinander nur dureh zwei 

~ o  

l 

o ~.I 
i 

o 

&-///ertf/'/Tenol//Q,3 ~ #llj/llYtl,/ 

Abb. 3. Parttelle Hydrolyse des ,,Enneapeptids". 
Papierchromat~)graphie der neutralen Fraktion M. 

Vgl. TabeUe 3. 

Aminos~urereste, Ala und Glu, 
getrennt. Alles in allem kennen 
wir nun also die l~eihenfolge yon 
10 Aminos~ureresten in der mit 
der prosthetisehen Gruppe dureh 
Sehwefelbriieken verbundenen 
Peptidkette : Lys-Cys-Ala- Glu- 
Cys-His-Thr-Val- Glu-Lys. 

Bei der S~urehydrolyse des 
,,Enneapeptids" wurde ebenso 
wie bei den Versnehen der I. 3/Iit- 
teilung CySQI-I-Ala in groger 

~enge  gefunden (A 6 in Abb. 2 und Tabelle 2), das Isomere Ala-CySOsH 
nun jedoeh nieht einmal in Spuren. Dies bekrgftigt die dort ge~ugerte 
Ansicht, dab Ala-CyS03I-I ein Artefakt war, welches sich in der damais 
zur I~ydrolyse des Cytoehroms c verwendeten heiBen retd.  Schwefelsgure 
durch Peptidumlagerung gebildet hatte. Eine solehe Peptidumlagerung 
t r i t t  bei Verwendung yon 5,7 n HC1 bei 37 ~ nieht ein. 

An Stelle yon Salzs~ure verwendeten wir in einem orientierenden 
Versueh zur partiellen Hydrolyse des ,,Enneapeptids" auch das bakterielle 
Enzym Subtilisin. Bei der Einwirkung dieser Proteinase bildeten sich 
aus dem ,,Enneapeptid" vorwiegend drei Peptide. Zwei yon ihnen 
erwiesen sieh als identisch mit CySOsH-I-Iis (M 1) und Thr-[Val, Glu, Lys] 
{M 7); das dritte hingegen bestand zwar ebenso wie CySOsII-[Ala , Glu] 
(A 3) aus den drei Aminosguren CySO,I-I, Ala und Glu, trug ebenfalls 
CySOsI-I an N-~erminaler Stelle, unterschied sieh yon diesem jedoch 
(lurch sein papierchromatographisehes Verhalten; so zeigte es in Phenol/ 
0,3% NI-I3/I-ICN einen RF-Wert yon etwa 0,46, wghrend A 3 (Abb. 2) 
bedeutend tangsamer ]ief. Das bei der enzymatisehen Hydrolyse des 
, ,Enneapeptids" erhaltene Tripeptid ist demnach etwas weniger hydrophil 
als A 3; wit" vermuten, d~g es sich v o n  A 3 dadurch.: unterscheidet, 
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dab es einen Glutamin-I{est start eines Glutamins/~ure-Restes enth/~|t 

und somit die S~ruktur CyS03H-AIa-GIu(NI-12) besitzt. 

Die beim Abbau des Cytochroms ernit Trypsin lind des ,,Enneapeptids" 
mit Subtilisin zutage tretende Spezifit~t dieser beiden Broteinasen entsprieht 
in befriedigender Weise den Ergebnissen friiherer Untersuehungen. Wie 
Bergmann und seine Mitarbeiterg, i9 bei Verwendung synthetiseher Substrate 
festgestellt haben, spaltet Trypsin aussehliel31ieh jene Peptidbindungen, an 
denen Arginin- und Lysinreste mit ihren Carboxylgruppen beteilig~ sind. 
Diese Spezifit~it des Trypsins, die neuerdings aueh bei der Untersuehung 
eines h6hermolekularen, nattirlichen Substrats best/~igt worden ist 29, l~I3t 
erwarten, dal3 ein aus einem Protein herausgebrochenes tryptisehes Abbau- 
produkt an seinem Carboxylende entweder Arg oder Lys und in IkT-terminaler 
Position einen solehen Aminos/turerest tragen mul3, dessen nun freie Amino- 
gruppe vet der Spaltung mit Arg oder Lys verkniipft war. Diese Erwartung 
trifft in unserem Falle vollends zu. Die Aminos/iure-Sequenz im tr-FeBc- 
Peptid, CyS-Ala-Glu-Cys-I-Iis-Thr-Val-Glu-Lys, endet mit einem Lysinrest 
und beginnt mit einern I-Ialbeystinrest, dessen Aminogruppe, wie aus der 
vorigen l~Iitteilung bekannt ist, in Cytoehrom c mit Lysin verbunden ist 
(... Lys-CyS-Ala-Glu...). Ffir die Spaltung der Peptidbindungen Glu- 
CySOaI-I bzw. Glu(NI-12)-CySOaI-I und His-Thr im ,,Enneapeptid" durch 
Subtilisin finder man gewisse Analogien in der frfiher beobachteten Spaltung 
der Bindung Glu(NI-I2)-Asp(NH2) in oxydiertem Oxjrtoein "~i und der Bindungen 
Glu(NI-I~) -His, Glu-Ala und I-Iis-Leu in der Fraktion B des oxydierten Insulins u2. 

Tabelle 4. Eisen-, Sehwefel- und Aminostickstoff-Gehalt des 
tr-FeBe-Peptids. 

Fe 
S 

NH~-N 

Gefundene Werte 

bezogen auf das 
Trockengewicht 

% 
2,71 
3,21 
2,19 

unter Berficksichtigung des 
Essigsiiure- und Aschegehaltes 

% 
3,20 
3,79 
2,58 

* Bereehnet f/Jr 3 NH2-Stickstoffatome je Molekfll. 

Berechnet fiir 
C74Hsg01s-R~l ~S~Fe + 

% 
3,42 
3,92 
2,57* 

W e n n  auch durch  die (in der  I .  l~ i t tef lung fiber Cytochrom e 1 z i t ier ten)  
Arbe i t en  yon  Theorel l  und  yon  Zei le  und  deren Mi ta rbe i t e rn  die  S t r u k t u r  
des  P o r p h y r i n s  e ~u fgek l i r t  und  dureh  unsere Un te r suehungen  die 
Aminos/ iure-Sequenz im t r - l~ePc-Pept id  fes tgeste l l t  ist,  so l~Bt sieh doch 
dessen S t r u k t u r  noch n ich t  e indeut ig  formulieren,  da  es derzei t  unm5gl ich  
i s t  anzugeben,  weleher  der  be iden  Ha lbeys t i n r e s t e  der  P e p t i d k o m p o n e n t e  
mi t  dem Pyr ro l r ing  I und  welehe mi t  dem Pyr ro l r i ng  I I  des Po rphy r in s  
ve rbunden  ist.  Es  b le iben  zwei F o r m e l n  zur  W a h l :  

19 K .  H e ] m a n n  m i d  M .  Bergmann,  J.  Biol. Chem. 130, 81 (1939). 
2o F .  Sanger und H .  T u p p y ,  Biochemic. g. 49, 481 (1951). 
.~i H .  T u p p y  u n d  H .  Mich l ,  Mh. Chem. 84, 1011 (1953). 
22 H.  T u p p y ,  Mh. Chem. 84, 996 (1953). 
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C y - - A l a - -  G lu - -Cy- -Hi s - -Thr - -Va l - -  Glu--Lys  

S S 
[ i 

CHa CH-CH3 CI-I 3 C H - C H  a 

CH 

- - : ~  c H  

/ ~ /  \N 
~ ......... 

HC ........ ~ // 

N ........ ~ N  / 

oder " 

C H ~  C H ~  C H ~  C H  3 
[ I 

C H  2 C t t  2 

I I 
C 0 0 H  C 0 0 H  

C y - - A l a - - G l u - - C y - - H i s - - T l u ' - - V a l - -  Glu--  Lys 
J I 
S S 
I I 

CHs-CI-I CI-I 3 CHs-CH CH a 

! ~ ........... , \ 
f x~..7 \ 

HC\ \  ........ ~ . ~  / /C t I  

kk/~ / \ /  

C H  3 C H ~  C H  2 C H  a 

C H  2 C H ~  
I I 
C 0 0 H  C 0 0 H  

tr-Fe-Pc-Pep~id. 

Der in den Formeln mit  e/nero Sternehen (*) bezeiehnete Glu-Rest liegt 
vermutl ieh als Glu~amin-Rest [Glu(~qI-Iz)] vor. 
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Unbesehadet  dieser noch ungeklar ten Einzelheit der S t ruk tur  kSnnen 
wir dem t r -FePe-Pept id  eine Brut toformel  C~I49901sNl~S~Fe+ und ein 
3/Iolekulargewicht yon 163g,6 zuschreiben. Es ist nun  interessant,  die 
aus der Formel  zu errechnenden analyt ischen Daten  (Tabelle 4, Spaltc 4) 
mit  den von uns an dem sorgfiiltig ehromatographisch gereinigten 
t r -FePc-Pept id  festgestellten zu vergleichen. Dabei mul3 zweierlei in 

i m t z,~ 

! 

4 

70 

0,8 

0,6 

0 

ZSO ,.~ZO JSO ~00 ~-0 1/80 5-Z0 Ss ~00 
7 

Abb. 4. Absorptionsspektrum des tr-~'ePc-Peptids. O: oxydier6; /~: reduziert. 

_x__.J 0 

Betracht gezogen wcrden: Erstens zeigte das von uns aus essigsaurer 
LSsnng isolierte Produkt auch nach scharfem Trocknen einen betr~cht- 
lichen Gehalt an (vermutlich salzartig gebundener) Essigs~iure (10,9~o, 
entsprechend 3,75 Molen Essigs~ure je Atom Eisen); zweitens blieb nach 
vorsichtigem Veraschen unseres tr-FePc-Peptids ein Gliihriickstand yon 
8,22%, dernur zu einem Tell dem Eisenoxyd zuzuschreiben ist, welches 
aus dem Eisen der prosthetischen Gruppe beim Verglfihen entstehen 
muB (3,88~o, errechnet aus dem experimentell gefundenen Fe-Gehalt), 
zum anderen Tell jedoch (4,34%) anorganischen Verunreinigungen. In 
Spglte 3 der Tabelte 4 sind die unter  Beriicksichtigung des Essigs~ure- 
und Restaschegehalts  korrigierten, in Spalte 2 die effektiv erhal tenen 
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analytischen Werte angefiihrt. Ein Vergleich der Slaalten 3 und 4 
zeigt eine befriedigende Ubereinstimmung. ])as molare Verhgltnis der 
bestimmten Eisen-, Schweiel- und Aminostiekstoffwerte betrggt fiir 
des tr-FePc-Peptid 0,97 : 2,00 : 3,12 und kommt somit dem ganzzahligen 
Verhgltnis 1 : 2 : 3 nahe. 

Einige Beachtung verdient des Ergebnis der nach der Methode yon 
K a i n z  15 vorgenommenen Aminostickstoff-Bestimmung, welche im Gegen- 
satz zur iiblichen V a n  S l y k e - M e t h o d e  nicht nur a-Aminogruppen, sondern 
auch s-Aminogruppen yon Lysinresten und Sgureamidgruppen erfallt; 
die gefundene Zahl yon etwas fiber 3 Aminogruppen je 2 Atome Schwefd 
zeigt, dal~ auller dem N-terminalen Kalbcystinrest und dem Lysinrest 
im tr-FePc-Peptid noch eine dritte reagierende Gruppe vorhanden sein 
mull ; es erscheint verniinftig anzunehmen, dab einer der beiden Glutamin- 
sgurereste des tr-FePc-Peptids, vermutlich der zwischen den beiden 
Halbcystinresten stehende, in Sgureamidform, als Glutaminrest, vor- 
liegt. 

Der yon Tsou  8 1951 fiir ein yon ihln dargestelltes tryptisches Abbau- 
produkt des Cytoehroms c angegebene Eisengehalt von 0,87% steht in 
schroffem Gegensatz zu unserem Wert von 2,71%. Es ist ungewil~, ob der 
gul~erst niedrige Eisengehalt dieses ,,trypsin-modifizierten Cytochroms c" 
auf einen nur teilweisen Abbau des Enzyms mit Trypsin oder auf Unreinheit 
zurtickzuftihren ist. Es wgre mSglich, dal~ Tsou  den Eisengehalt seines 
Prgparats spektrophotometrisch bestimmte, unter der Voraussetzung, dal] 
dessen Absorptionsspektrum mit dem des Cytochroms c quantitativ iiber- 
einstimme; diese Voraussetzung ist, wie aus deln folgenden Absehnitt hervor- 
geht, nieht zutreffend. 

S p e k t r o p h o t o m e t r i e  des  t r - F e P c - P e p t i d s .  

Abb. 4 zeigt die Absorptionsspektren des reduzierten und des oxy- 
dierten tr-FePc-Peptids. Diese sind im sichtb~ren Wellenbereich denen 
des reduzierten und oxydierten Cytochroms c qualitativ sehr ghnlich; 
die H5he der Absorptionsmaxima ist jedoch, verglichen mit jenen des 
unvergnderten Enzyms, bei dem tryptischen Abbauprodukt betrgehtlich 
geringer. 

Die Messung der Extinktionsmaxima bereitete im Falle des reduzierten 
tr-FePe-Peptids unerwartete Schwierigkeiten und war nicht genau durch- 
fiihrbar, da sie in den mit Natriumdithionit als l~eduktionsmittel versefzten 
LSsungen rasch absanken; es ist mSglich, dal~ des tr-YePe-Peptid durch 
Spuren yon I-IiO~, wie sie sich aus I)ithionit trod Luftsauerstoif bilden k6nnen, 
zerstSrt wird. Ein ghnliches Absinken der Extinkfionswerte tritt bei Cyto- 
ch romc  in Gegenwart. von Natriumdithionit erst nach lgngerem Stehen 
ein. 

Eine Messung des Absorptionsspektrums des oxydierten tr-FePc- 
Peptids im ultravioletten Bereich erwies das Fehlen einer Bande bei 



1040 I-I. Tuppy und G. Bodo: [Mh. Chem., Bd. 85 

280 mr; dieser Befund entspricht der Tatsache, dat~ das tryptisehe 
Abbauprodukt des Cytoehroms e irn Gegensatz zu diesem selbsg unter 
seinen Aminos/~ureresten keine aromatisehen (Phe, Tyr, Try) mehr 
enth~lt. 
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Abb. 5. Einflul3 voa ~-Benzoyl-I~-histidin auf das Absorptionssl)ektrmn des tr-FePc-Pep~ids. 
A: tr-FePc-Peptid (red.), B: tr-FePc-Peptid ( r ed . )d - i0 fache  molare ~-~enge g-Benzoyl-Z-histidin, 
C: tr-~'ePe-Peptid (red.) § 100fache molare ZVIenge cr D: tr-~eYPc-Peptid (red.) ,+ 

1000lathe molare ]genge ~-Benzoyl-L-histidin, E: Cytochrom c (red.). 

Zusatz yon I-Iistidin oder dessen r in grol~em ~ber. 
sehug zu einer bei p i t  7,3 gepufferten LSsung des tr-l~ePe-Peptids be- 
wirkte eine sehon mit freiem Auge deutlieh sichtbare learbvertiefung. 
In Abb. 5 ist dargestellt, wie steigende Konzentra~ionen von c~-Benzoyl- 
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L-histidin eine zunehmende Ann~herung des Spektrums des reduzierten 
tr-l~ePc-Peptids an das des reduzierten Cytochroms c herbeifiihren. 

K a t ~ l y t i s c h e  W i r k s a m k e i t  des t r -FePc-PeIot ids .  

Wie aus Abb. 6 hervorgeht, ist d~s tr.FePe-Peptid im Bernstein- 
s~areoxydase- System inaktiv; es erhSht die in Gegenwart yon Rindsleber- 
homogenat sehr geringe, ~uf die Gegenw~rt yon endogenem C}~ochrom c 

Z7 

Za# il4~ j 

Abb. 6. gestimmung der Cytochrom e-Aktivi$~t 
im Bernsteins~ureoxydase-System. A un4 B 
zeigen die Sauerstoffautnahme in Abwesenheit 
bzw, in Gege~wart (4 .10-~m)  des tr-FePc- 
Peptids, C und D in Gegenwart y o n  2" 10 -5 m 
bzw. 4- 10 -s m Cytochrom e. (0,1 m Phosphat- 
pu~ier pH 7,3; 4 , 1 0 - 4 m  Ca, Cl~, 4 . 1 0 - ~ m  A1Cls; 
8 .  :tO -u ra ~-atriumsuccina, t; 0,15 ccm 5%iges- 
Leberhomogenat in einem ~ d v o l u m e n  yon 

2,50 ccm.) 
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Abb. 7. ~emmung d~r Ascorbins~ur~-A~toxy- 
elation dutch Komplexon und dutch Ovalbumin. 
A : A s c o r b i n s ~ u r e - A ~ t o x y d a t i o a ;  B: bi Gegen- 
wart yon 6,7.10 -~ m Komplexon; C: in Gegen- 
wart  you 0,17 Gew.~% Ovalbumin. (0,1 m l~bos - 
phatpuffer pK 7,3; 8 . 1 0 - a m  Ascorbins~ure.) 

zuriickzufiihrende S~uerstoffaufnahme nicht, wihrend zugesetztes Cyto- 
chrom c eine starke Wirksamkei~ entfaltet. 

Fiir eine 1)riifung des tr-FeBc-Peptids ~uf eine eventuelle kat~lytische 
Aktivit~t im Cytochromoxyd~se-System mit Ascorbins~ure als Substrat 
erwies es sich ~ls notwendig, die in LSsung bei pI-I 7,3 bereits sehr st~rke, 
wohl dutch Spuren yon Schwermet~llionen k~t~lysierte Autoxydation 
tier Ascorbinsiure zu unterddicken. Abb. 7 zeigt, wie diese Autoxyda$ion 
sowohl durch Komlolexon I I I  (~thylendiamintetr~essigsattres 1W~) als 
auch dutch Zus~tz yon Proteinen, z.B. dureh eine frisch bereitete 
Ov~lbumin]Ssung, weitgehend unterbunden werden kann. 

Die in Gegenwart yon Ovalbumin sehr geringe Oxyd~tion der Ascorbin- 
s~ure dutch Lu~sauerstoff wird in Anwesenheit yon Leberhomogenat 
kr~ftig dutch Cytochrom e, abet auch (in sog~r noch hSherem Mal~e) 



1042 It. Tuppy und G. Bodo : [Mh. Chem., Bdo 85 

durch das tr-FePe-Peptid k~tglysiert (Abb. 8). Diese katalytische 
Wh'kung des tr-FePe-Peptids bedarf jedoch nieht der Mitwirkung des 
Cytochromoxydase-Systems (Abb. 9) und ist in Abwesenheit yon Lebe> 
homogenat noch ausgeprggter als in dessen Gegenwart. Im Gegensatz 
hierzu besitzt Cytochrom c ohne Zusatz des Cytochrom0xydase-Systems 
keine oder (wie in Abb. 9) eine nur sehr geringffigige Akfivifgt, wetehe 
wohl einer Verunreinigung des Enzyms dureh eine kleine Menge autoxydab- 
len Cytoehroms e zuzusehreiben ist. Die Fiihigkeit, die Autoxydation der 
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Abb. 8. ](atalyse der Ascorbins~im'e-Oxydation 
in Gegenwurt yon Leberhomogenat. A : Ascorbin- 
sgm'e-Autoxydation; B:  in Gegenw~rt yon 
4. 10 -5 m FeS04; C: in Gegenwart yon 4 . 1 0 - 5 m  
Cytochrom c; D:  in Gegenwart yon 4 . 1 0 - ~ m  
tr-FePc-Peptid. (0,1 m Phosphatptfffer loll 7,3; 
8 '  10-am Ascorbins~m'e; 0,10 ccm w~Sr. 5%iges 
Leberhomogenat und 0,20 ccm 2,5%ige Oval- 
buminl6sung in einem Endvolumen yon 1,50 cem.) 
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Abb. 9. Katu]yse der Ascorbinsgla'eoxydation in 
Abwesenheit yon Leberhomogenut. A : Ascorbin- 
s~ure-Aufoxydation; B: in Gegenwart yon 
4 . 1 0 - s i n  FeSO,; C: in Gegenwart yon 4- 10-sin 
Cytochrom c; D:  in Gegenwart yon 4. t0 -~m 
tr-FePc-Peptid. (0 ,1m l~hosphatpuffer pH 7,3; 
8.  10-am Aseorbinsgure; 0,33 Gew.-% Oval- 

bumin.) 

Ascorbinsgure krgftig zu steigern, liegt im tr-FePc-Peptid selbst und 
nicht etwa in Eisenionen, (lie aus ihm frei werden k6nnten; denn se!bst 
eine dem tr-FePc-Peptid ~quimolekulare Menge Fe++ ist zu einer solehen 
katalytisehen Wirkung niehlb befghigt (Kurven B in den Abb. 8 und 9). 
Die Katalyse beruht vieImehr darauf, dab das reduzierte tr-FePc-Peptid, 
ungleich der reduzierten Form des nativen Cytochroms c, autoxyd~bel 
ist und dab das oxydierte tr-FePc-Peptid, gleich der oxydierten Form 
des Cytoehroms e, dureh Aseorbinsgure bei 38 ~ leicht reduziert 
wird. 

I)as yon Tsou im tIinbliek auf seine spektroskopisehen und katalyti- 
sehen Eigenschaften sehr grfindlich untersuchte ,,pepsin-modifizierte 
Cytoehrom e ''~ verhie]t sieh unserem tr-FePe-Peptid insofern v611ig 
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analog, als es ebenfalls die Autoxydation der Ascorbins~ure kr~ftig 
katalysierte, jedoch im natiirlichen Succinoxydase- und Cytochrom- 
oxydase-Sys~em inaktiv war. In der Tat  scheinen bisher noch alle Ver- 
suche einer Modifikation des Cytochroms c, durch welche dieses in einen 
autoxydablen Zustand ger~t - -  sei es dureh Einwirkung extremer pt t-  
Bedingungen oder proteolytiseher E n z y m e - - ,  zu einer gleichzeitigen 
ZerstSrung seiner Aktivit~t im natfirliehen Enzymsystem geffihrt zu 
haben. 

0ffenbar ver~ndern alle versuchten ~odifikationen einen Iiir die 
katMytische Wirksamkeit des Cytochroms entscheidenden Bindungs- 
zustand des Eisenatoms der prosthetischen Gruppe, einen Bindungs- 
zustand, welcher allein imstande ist, das Eisen gegeniiber der oxydierenden 
Wirkung molekularen Sauerstoffs abzuschirmen. Nach Theorell und 
Akeson 23 ist das Porphyrin-Eisenatom in Cytochrom c m i t  zwei wahr- 
scheinlich stickstoffhi~ltigen Gruppen der Proteinkomponente, wohl 
Imidazolgruppen zweier Histidinreste, verknfipft. Im Proteinteil des 
Enzyms befinden sich diese Histidinreste vermutlich an Stellen, die Ifir 
ihre Funktion als ,,hi~m-gebundene Gruppen"  rgumlich besonders giinstig 
sind. Wir wissen nun, dab in Cytochrom c insgesamt drei ttistidinreste 
vorkommen 2a. Einer y o n  ihnen ist unmittelbar benachbart einem der 
beiden Italbcystinreste, welche die prosthetische Gruppe des Enzyms 
mit der Proteinkomponente verkniipfen, und scheint somit fiir eine 
F unktion als ,,hi~m-gebundene Gruppe" ri~umlich pri~destiniert zu seinL 
Dieser eine ttistidinrest ist auch noeh im tr-FePc-Peptid vorhanden. 
Wir Versuchten nun, ffir die fehlende zweite ,,h~m-gebundene Gruppe" 
Ersatz zu schaffen und dadurch das Eisenatom der prosthetischen Gruppe 
gegen Sauerstoff ,,abzuschirmen", indem wir zur LSsung des tr-FePc- 
Peptids Histidin zusetzten. Die nachteilige Tatsache, dag es bei einem 
so!chen Zusatz in L5sung unm6glich ist, die Imidazolgruppen in r~umliche 
N~he des Eisens zu zwingen und dort festzuhalten, trachteten wir dadurch 
wettzumachen, dag wir das ttistidin in gro~em UberschuB zuffigten. 
Unter diesen Umst~nden erfi~hrt nicht nur, wie oben beschrieben, das 
Spektrum des tr-FePc-Peptids eine Ann~herung an das des Cytochroms c, 
sondern es t r i t t  auch eine Absehwi~chung des autoxydablen Charakters 
des  tr-FePC-Peptids ein, wie sich aus einer teilweisen gemmung der 
durch dieser katalysierten Ascorbinsgure-Autoxydation kundtut.  Aller- 
dings wird Histidin selbst in Gegenwart yon tr-FePc-Peptid und Ascorbin- 
sgure unter Sauerstoffaufnahme abgebaut. Wir ersetzten darum tIistidin 
durch das unter diesen Bedingungen best~ndigere c~-Benzoyl-L-histidin 
und konnten bei dessen Verwendung eine bemerkenswerte, mit steigender 

28 H'  TheoreU und A ,  fftkesbn, J. Amer. Soc. 68, 1804, 1812, 1818; 1820 
(1941). 
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KonzenLration zunehmende Hemmung des katalytischen Einflusses des 
tr-lq'ePc-Peptids auf die Autoxydation der Ascorbins~iure nachweisen 
(Abb. I0). Diese teilweise Unterdriickung des autoxydablen Charakters 
des tr-FePc-Peptids in Gegenwart yon cr ist jedoch 
nicht mit einem auch nur geringen Auftreten einer Cytochrom c-Wirksam- 
keit im natiirlichen Succinoxydase-System verbunden. 

Die Beeinflussung der katalytischen Wirksamkeit des tr-FePc-Peptids 
durch ~-Benzoyl-L-histidin scheint ein verh/iltnismiil3ig spezifischer 
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Abb. 10. Einf lug von ~-Benzoyl-l,-histidin auf 
die Katalyse der Ascorbins~ittre-Autoxydation 
durch das tr-FePc-Peptid. A: Autoxydation der 
Ascorbinsfiure, katalysiert durch das t r-FePc- 
Pept id;  B, C und D:  nach Znsatz yon 4 . 1 0  -4, 
4 . 1 0  -s und 4 .  10 -~ m c~-Benzoyl-L-histidin. 
(0,1 m Phoslohatpuffer DH 7,3; 8 - 10 -a m Ascor- 
bins~iure; 1.  10 -am Komplexon;  4 .  10 - s m  tr- 

FePc-Peptid.) 
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Abb. 11. Einflul~ der ~-Benzoyl-derivate von 
L-gistidin, ~-Lysin und ~-Arginin auf die Kata- 
lyse der Ascorbinsgttre-Autoxydation durch das 
tr-FePc-Peptid. Autoxydation der Ascorbins~ure, 
katalysiert dutch das tr-FePc-Pelotid; ohne Zu- 
satz (A) bzw. nach Zusatz einer 100fachen 
molaren :VIenge ( 4 . 1 0  -s m) yon ~-Benzoyl-~- 
h is t id in  (B), cr (C), c~-Benzoyl- 
J~-arginin (D). (0,1 m Phosphatpuffer  pH 7,3; 
8 �9 10 - s m  Ascorbins~iure; 1 �9 1.0 - s m  Komplexon-  

4 �9 10 -s m tr- l%Pc-Peptid.)  

Effekt zu sein; wie Abb. 11 zeigt, ist die Wirkung der c~-Benzoylderivate 
cler beiden anderen natiirlich vorkommenden basischen Aminosituren, 
Lysin und Arginin, im Vergleich zu der des Benzoyl-histidins gering. 
Man kann in diesem Befund eine Best/ttigung der Theorie sehen, dab 
in Cytochrom c die Imidazolgruppen yon zwei Histidinresten der EiweiB- 
komponente als ,,hiim-gebundene Gruppen" fungieren. 

Die Aminostickstoff-, Schwefel- und Acetyl-Bestimmungen wurden 
yon Dr. G. Kainz im,Mikroanalytischen Laboratorium des II. Chemischen 
Instituts ausgefiihrt. 
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