. Cytochrom e.
II. Uber ein durch tryptischen Abbau des Cytochroms ¢
erhaltenes Ferriporphyrin c-Peptid.

Von

H. Tuppy und G. Bodo.
Mit 11 Abbildungen.
Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitdt Wien.
{Bingelangt am 26. April 1954.)

Aus dem tryptischen Hydrolysat des Cytochroms ¢ wurde
ein Abbauprodukt isoliert, welches unversehrt die prosthetische
Gruppe des Enzyms, jedoch nur mehr ein aus neun Aminosiure-
resten bestehendes Bruchstiick des Apoproteins enthélt, In
diegemn Ferriporphyrin c-Peptid (abgekiirzt: ,,tr-FePc-Peptid*)
ist, ebenso wie in Cytochrom ¢ selbst, das Porphyrin mit der
Peptidkomponente durch zwei in diese eingebaute Halbeystin-
reste, die zum Farbstoff Thiodtherbriicken schlagen, stabil
verbunden. Durch Aufklirung der Aminosgure-Sequenz in der
Peptidkomponente des tr-FePc-Peptids, CyS-Ala-Glu-CyS-His-
Thr-Val-Ghi-Lys, konnte gezeigt werden, daf3 die beiden Ferripor-
phyrin-gebundenen Halbeystinreste Glieder einer und derselben
Peptidkette und von einander in dieser nur durch zwei Amino-
séurereste getrennt sind.

Das tr-FePc-Peptid ist im Gegensatz zu Cytochrom c aut-
oxydabel und besitzt im Bernsteinsdureoxydase- und Cytochrom-
oxydase-Systern keine Wirksamkeit. s steigert hingegen
kréftig und ohne Mitwirkung irgendwelcher Fermente die
Autoxydation der Ascorbinsdure. Auf diese katalytische
Aktivitédt des tr-FePc-Peptids iibt «-Benzoyl-L-histidin einen
hemmenden Einflufl aus, verbunden mit einer Anndherung des
Absorptionsspektrums des tr-FePe-Peptids an das des Cyto-
chroms ¢, nicht jedoch mit einer Aktivierung im Bernstein-
sdureoxydase-System.

In Cytochrom ¢ kommt dadurch eine stabile Verkniipfung von
Apoferment und Wirkgruppe zustande, dafl zwei Halbeystinreste (CyS)
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einerseits peptidisch in die Proteinkomponente des Ferments eingebaut
sind, andererseits mit ihren Schwefelatomen Thioatherbriicken zu Seiten-
ketten des Ferriporphyrinskeletts der prosthetischen Gruppe schlagen.
Wie aus unserer 1. Mitteilung iiber Cytochrom ¢ hervorgeht?, sind diese
zwei Halbeystinreste Glieder der Aminosiure-Sequenzen ... Lys-CyS-
Ala-Glu ... und ... Glu-CyS-His ... ‘

In der Absicht, die bisher mit Hilfe eines partiellen Abbaues des
Cytochroms ¢ mit Schwefelsdure gewonnenen Ergebnisse zu erginzen
and die Anordnung einer grifleren Zahl von Aminosidureresten in der
Nihe der prosthetischen Gruppe festzustellen, wurde Cytochrom ¢ nun
der Hydrolyse mit proteolytischen Enzymen unterworfen. Als besonders
aussichtsreich erwies sich ein Abbau mit Trypsin. Aus der Mischung
der hierbel entstehenden Verdauungsprodukte konnte durch Fillungen
mit Ammonsulfat, durch Adsorption an Talk und schlieBlich durch
Verteilungschromatographie auf einer Kieselgur-Sdule in guter Ausbeute
ein einheitliches, rotgefirbtes, die prosthetische Gruppe des Cytochroms ¢
tragendes Peptid erhalten werden. Mit der Aufklarung der Struktur
und der Untersuchung einiger Eigenschaften dieses durch tryptischen
Abbau gebildeten Ferri- Porphyrin-c-Peptids — abgekiirzt: tr-FePe-
Peptids — befalit sich die vorliegende Mitteilung.

Bereits vor einigen Jahren hat 7'sou?%* Cytochrom ¢ mit mehreren
proteolytischen Enzymen, mit Pepsin, Papain, Trypsin und Chymo-
trypsin, abgebaut und die katalytische Wirksamkeit der so modifizierten
Cytochrome untersucht. Abgesehen von Angaben iiber den Eisengehalt
der verschiedenen Abbauprodukte enthalten die Arbeiten T'sous eine
nihere chemische Charakterisierung nur im Falle des ,Pepsin-modifi-
gierten Cytochroms ¢ in Form einer qualitativen Aminosiureanalyse
und von Bestimmungen des Gesamt- und des Amino-Stickstoffgehalts.
In keinem Fall wurden gevauere Einzelheiten der chemischen Struktur
mitgeteilt.

Material.

Die Darstellung des Cytochroms ¢ aus Pferdeherzen und seine Reinigung
erfolgte auf die in der I.Mitteilung® angegebene Weise. Fir die meisten
Versuche wurden Priparate mit einem Hisengehalt von 0,42 bis 0,449
verwendet. Abbauversuche, bei denen ein nur bis zur ,,0,349%-Fe-Stufe*
gereinigtes Cytochrom c® eingesetzt wurde, filhrten jedoch gleichfalls und
in nicht minder befriedigender Weise zur Gewinnung hochgereinigten tr-FePc-
Peptids.

1 H. Tuppy und G. Bodo, Mh. Chem. 85, 807 (1954).

2 . L. Tsou, Nature 164, 1134 (1949).

3 (. L. Tsou, Biochemic. J. 49, 362 (1951).

4 (. L. Tsou, Biochemic. J. 49, 367 (1951).

5 D. Keilin und E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. London, Ser. B 122, 298
(1937).



1026 H. Tuppy und G. Bodo: {Mh. Chem., Bd. 85

Das krist. Trypsin war ein kdufliches Produkt der Worthington Bio-
chemicals Co.

Die kristallisierte Bacillus subiilis-Proteinase {(,,Subtilisin®“)®7 war eine
Gabe der Herren Prof. K. Linderstrom-Lang und M. Otiesen, Kopen-
hagen.

gu-Benzoyl-L-histidin wurde nach den Angaben von Gerngrofs® dargestellt;
«-Benzoyl-L-arginin nach Bergmann, Fruton und Pollok®; x-Benzoyl-L-lysin
aus s-Carbobenzoxy-L-lysin'® durch Benzoylierung und nachfolgende Ab-
spaltung der Carbobenzoxy-Gruppe mittels katalytischer Hydrierung'l.

Kzeselgur: Fir die verteilungschromatographischen Versuche verwendeten
wir das Handelsprodukt ,,Hyflo-Supercel*’; dieses wurde vor Gebrauch im
allgemeinen mit dem Verteilungsmittel, der leichteren Phase eines n-Butanol/
BEisessig/Wasser (4: 1 : 5)-Gemisches, sorgfiltig gewaschen. Das fiir die Dar-
stellung besonders reinen, fir die Analysen und spektrophotometrischen
Versuche bestimmten tr-FePe-Peptids verwendete »»Hyflo-Supercel* muBite
hingegen einer lingeren Reinigungsoperation unterzogen werden: Es wurde
der Reihe nach 1. mit 509%igem Alkohol, der 39 NH, enthielt, 2. mit Wasser,
3. mit einer Mischung von Eisessig und Alkohol (1: 4), 4. wieder mit Wasser,
5. mit verd. HCL (1:35), 6. noch einmal mit Wasser, bis zur vélligen Ent-
fernung der Chlor-Ionen, und 7. schlieBlich mit Alkohol gewaschen.

Methoden.

Spaltung des Cytochroms ¢ mit Trypsin. 300 mg Cytochrom ¢ (0,439, Fe)
und 15 mg krist. Trypsin wurden in 30 cem 0,1 m Veronalpuffer (pH 8,0)
geldst. Der Puffer war vorher durch kurzes Aufkochen von geléstem Luft-
sauerstoff befreit worden. Die Verdauungsmischung wurde in einem evakuier-
ten EinschluBrohr 20 bis 22 Stdn. lang bei 37° inkubiert. Hierbei entsteht
in der Losung eine sehr geringe Menge eines flockigen Niederschlags. In
den meisten Versuchen wurde nach beendeter Inkubation zur Inaktivierung
des Trypsins 4 Min. lang in einem kochenden Wasserbad erhitzt, der dabei
ausfallende rote Niederschlag, der aus denaturiertem Eiweil und adsorbiertem
farbstoffhéltigem Material bestand, durch Zentrifugieren abgeschieden und
verworfen. Wie spéitere Versuche zeigten, kann die Ausschaltung des Trypsins
durch Erhitzen jedoch auch unterbleiben, ohne daB nachteilige Folgen
auftreten.

Fallung des tr-FePec-Peptids mit Ammonsulfat. Zu der klaren Lésung,
die ein Zusatz von 12,9 cem 0,1 n HC auf ein pH von etwa 5 brachte, wurden
je cem nach und nach 0,5 g festes Ammonsulfat gefiigt. Der entstandene
Niederschlag, in dem sich nahezu die gesamte Menge gefirbten Materials
befand, wurde abzentrifugiert, mit 20 cem Ammonsulfatlosung (0,5 g/cem)
gewaschen, dann in 20 cern Wasser suspendiert und durch Zugabe von
6 bis 7 ccm 0,2n NaOH in Lésung gebracht. Das pH betrug nun zirka 7,5.

S A. V. Giintelberg, C. r. trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 29, 27
(1954).

7 A. V. Qintelberg und M. Ottesen, Nature 170, 802 (1952); C. r. trav.
Lab. Carlsberg, Sér. chim. 29, 36 (1954),

8 0. Gerngroff, Z. physiol. Chem. 108, 50 (1919/20).

® M. Bergmann, J.S.Fruton und H. Pollok, J. Biol. Chem. 127, 643
(1939).

10 K. Schlégl und H. Fabiischowitz, Mh. Chem. 84, 937 (1953).

1 W.F. Ross und L. 8. Green, J. Biol. Chem. 1387, 105 (1941).
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Hatte man zuvor das zur Denaturierung des Trypsins dienende Erhitzen auf
100° unterlassen, so blieb nun ein lichtrot gefdrbtes Produkt ungelést, welches
abzentrifugiert und verworfen wurde. Nach Zusatz einer der zugesetzten
Lauge aquivalenten Menge (6 bis 7 cem) 0,2n HCl wurde die Fillung mit
Ammonsulfat (0,5 g je cem) wiederholt. Der Niederschlag wurde abermals
in verd. Lauge gel6st. Bisweilen war es wieder notwendig, eine geringe
Menge ungeldster Substanz durch Zentrifugieren zu entfernen. Die (bei
pH 7,5) dunkelrote Losung des tr-FePe-Peptids wurde durch Sdurezusatz
wieder auf pH 5 gebracht. Dabei schligt die Farbe in braunlichrot um.
Aus der schwach sauren Losung fillt das tr-FePc-Peptid beim Stehen zum
Teil in braunlichroten Flocken aus.

Adsorption an Talk. Die Losung des tr-FePc-Peptids (pH 5) wurde nun
durch eine aus 20 g Talk bereitete Sdule filtriert. Der mit dem farbstoff-
tragenden Peptid beladene Talk wurde in der Chromatographierséiule der
Reihe nach mit 50 ecem 0,59%iger Essigsdure, 50 cem Wasser und 60 cem sehr
verd. Ammoniakldsung (1 Teil konz. NH; auf 8000 Teile Wasser) gewaschen.
Die Waschoperation muflte manchmal vorzeitig abgebrochen werden, wenn
die Zone des adsorbierten Materials auf der Sdule sich rasch verbreiterte
und eluiert zu werden drohte. Die Elution des tr-FePc-Peptids vom Talk
erfolgte mit wiBr.-alkohol. NH; (2 com konz. NH, in 100 cem 509 igem
Athanol). Das Eluat wurde im Vakuumexsikkator {iber Schwefelsdure ein-
getrocknet. Der trockene Riickstand war leicht wasserldslich.

Verteilungschromatographie auf Kieselgur. 20 g gewaschenes, trockenes
»Hyflo-Supercel* wurden mit 6,6 g der unteren Phase des Verteilungs-
mittels n-Butanol/Risessig/Wasser (4:1:5) angerieben und hierauf, mit
ungefdhr 90 cem der oberen Phase zu einem Brei verrithrt, in ein Chromato-
graphierrohr (3 cm Durchmesser) gespilt. Das ,,Hyflo-Supercel” bildete,
sobald es sich abgesetzt hatte, im Rohr eine 9,5 crn hohe Sidule. Auf diese
wurde das vom Talk eluierte tr-FePe-Peptid, geldst in 2 bis 3 cem der oberen
Phase des Butanol-Essigsiure-Gemisches, gebracht. - Die Entwicklung des
Chromatogramms erfolgte mit gréBeren Mengen der oberen Phase. HEs
bildeten sich zwei gefirbte Zonen aus: Eine, in welcher das tr-FePc-Peptid
enthalten war, besal3 eine dunkel-braunrote Farbe und lief mit einem R-Wert
von 0,80 bis 0,95; die andere, nur schwach braunlich gefirbt, lief mit R ~ 1,2
voraus. Das Chromatogramm wurde entwickelt, bis die langsamere Zone
aus der Saule ausgewaschen war. Durch Eindampfen im Vak. wurden die
aus den zwei Zonen stammenden Produkte in fester Form erhalten.

Von beiden Produkten unterwarfen wir je eine Probe einer vollstédndigen
Hydrolyse mit HCl; in den Hydrolysaten wurden nach Abzentrifugieren
des abgeschiedenen Farbstoffs folgende Aminosguren papierchromatographisch
nachgewiesen : ‘

R (CyS), | Asp ~ Glu ' Ser Gly }\ Thr { Ala
i 3
tr-FePe- | 0,80 ‘ | l |
Peptid | bis | X x x| — [xxxxx|— — l><><><><[><><><><
0,95 ] ‘ ’
S I | q \1 _
Rascher | | |
wandern- |~ 1,2} — | x X | X | xx x| xXxXX X X
de Zone | } J > j
| : { !
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|

R Val | Phe |Leu+ Ileu} Pro \ His  Lys | Arg
7 i i | i
i | H
tr-FePe- | 0,80 i 1 i ;
Peptid bis | X X X X| -— | x ] = XXX | XXX X —
0,95 ﬁ l
- 1 ; R R S
Rascher » ) \ !
wandern- |~ 1,2] X X XXX |XXXX ><><><] x| ? X
de Zone { |

Die im Hydrolysat des tr-FePe-Peptids gefundene geringe Menge Leucin
und/oder Isoleucin rithrt von einer Verunreinigung her. Diese wurde stets
dann in groerer Menge angetroffen, wenn bei der Chromatographie die
Kieselgur-Sdule durch Auftragen von zu viel Substanz tdberladen worden
war., In diesem Falle verhalf eine Wiederholung der Chromatographie zu
einem reinen Produkt.

Anaolytische Bestimmungen. Das durch zweimaliges Chromatographieren
in einer Kieselgur-Sgule gereinigte tr-FePc-Peptid wurde in 109iger Essig-
sdure gelost. Von dieser Losung kamen fiir die einzelnen Analysen sowie auch
fur die spéter besprochenen spektrophotometrischen Untersuchungen aliquote
Teile zur Verwendung. Zur Bestimmung des Trockengewichts wurde ein
gemessenes Volumen der essigsauren Lésang zur Trockene gebracht und der
Riuckstand im Vak. 5 Stdn. auf 100° erhitzt. Eine auf die gleiche Weise
getrocknete Probe diente auch zur Feststellung des salzartig an das tr-FePe-
Peptid gebundenen Acetats mit Hilfe einer Acetylbestimmung nach Wiesen-
berger'?. Der Hisengehalt des tr-FePc-Peptids wurde kolorimetrisch mit
o-Phenanthrolin nach der Methode von Drabkin'® ermittelt, Schwefel durch
Aufschlul mit metallischem Kalium nach Zimmermann', Eine Bestimmung
des Aminostickstoffs erfolgte nach der Methode von Kainz'®; um hierbei
die Bildung eines unléslichen Niederschlags zu vermeiden, wurde die Um-
setzung des tr-FePe-Peptids in dioxanhiltiger Losung vorgenommen. Zur
Brmittlung des A4schegehalts wurde nach vorsichtiger Verbrennung 4 Stdn.
lang auf 550° erhitzt.

Spaltung des tr-Fe Pc- Peptids mit Silbersalz wund Isolierung eines porphyrin.-
fresen Ennecapeptids. Vom tr-FePe-Peptid lie sich auf die in der I. Mitteilungt
fir Peptide des Porphyrins ¢ beschriebene Weise die Farbstoffkomponente
mit Hilfe von Silbersulfat in essigsaurer Loésung abspalten. Das in Freiheit
gesetzte cysteinhiltige Peptid wurde nach dem dort angegebenen ,,modifi-
zierten Verfahren® vor der Ausfdllung des Silbers als Sulfid mit Perameisen-
siure oxydiert. Nach der H,S-Fillung wurde die Losung des oxydierten
Peptids durch Ausschitteln mit Tri-n-octylamin von Schwefelsiure befreit
und im Vak. zur Trockene verdamptt.

Wenn wir verteilungschromatographisch gereinigtes tr-FePe-Peptid mit
Silbersulfat spalteten, war es nicht erforderlich, das erhaltene farbstofffreie,
cysteinsgurehiltige Produkt (welches hinfort, die Aufklirung seiner Struktur
vorwegnehmend, einfach als ,,FEnneapeptid* bezeichnet werden wird) einer
weiteren Reinigung zu unterziehen. War hingegen das tryptische Abban-

12 f. Wiesenberger, Mikrochem. 83, 51 (1947).
3 D. L. Drabkin, J. Biol. Chem. 140, 387 (1941).
4 W, Zimmermann, Mikrochem. 35, 80 (1950).
15 @. Kainz, Mikrochim. Acta [Wien] 1953, 349.
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produkt des Cytochroms ¢ nur mit Hilfe von Ammonsulfat-Fallungen und
durch Adsorption an Talk isoliert worden, so erwies sich das nach seiner
Spaltung mit Silbersalz gewonnene Produkt als eine Mischung von Peptiden,
aus welcher das ,,Enneapeptid”“ erst papierchromatographisch heraus-
pripariert werden mufite (Abb. 1 und Tabelle 1; das ,,Enneapeptid® bildet
den Fleck Nr. 1). Fiir die papierchromatographische Isolierung des ,,Ennea-
peptids® kamen Peptidmengen in Frage, die durch tryptischen Abbau von
25 bis 40 mg Cytochrom ¢ erhalten worden waren. Bei grofieren Ansétzen
versagte die papierchromatographische Trennungsmethode.

Der N-terminale Rest des ,,Enneapeptids. Fir die Endgruppenbestimmung
fand ein papierchromatographisch isoliertes Produkt Verwendung. Das aus
dem Papier eluierte ,,Enneapeptid® wurde in der iiblichen Weise! dinitro-
phenyliert und anschliefend hy-
drolysiert. Im Hydrolysat lieBen
sich folgende Aminoséuren, teils
substituiert, teils in freier Form,
nachweisen: DNP-CySO;H (x x),
e-DNP-Lys (X x), im-DNP-His
{(x X}); OySO;H (x x), Glu
(X X X), Thr (x x), Ala (x %),
Val (x x).

Partielle Hydrolyse des ,,En-
neapeptids’* mit Salzsdure. Eine
Menge des Enneapeptids, die
durch Abban von obwa 0.2g AU 1 Paplenbiomsompliue Lolorms dos
Cytochrom ¢ erhalten worden
war, wurde 4!/, Tage lang, in 2
bis 3 cem konz. HCI geldst, bei 37° inkubiert. Dann wurde die Salzsdure
durch Abdampfen im Vak. und wiederholtes Eintrocknen des Riuckstandes
mit Wasser vertrieben. Die zuriickbleibende Peptidmischung wurde in 15 cem
Wasser gelost, mit NH; auf den Umschlagspunkt von Methylrot gebracht
und auf die beschriebene Art und Weise! ionophoretisch in 3 Fraktionen,
eine saure A, eine neutrale M und eine basische K, aufgetrennt. In der
basischen Fraktion konnten wir nur die freien Aminosduren His und Lys
nachweisen. Die Ergebnisse der papierchromatographischen Untersuchung
der Fraktionen A und M sind in den Abb. 2 und 3 und den Tabellen 2
und 3 zusammengestellt.

Fp=Wert (Fhenolya3 %o N JHEN)
42 a4 73 4(5

T T T T

®%

B

/4

D
T
°

N
T

O

emfn-Butplaitonol/Fssigsiure)

S
T

Tabelle 1. Isolierung des ,,Enneapeptids® (vgl. Abb.1).

Fleck
Nr.
{(Abb. 1)

TFarbe mit

Ninhydrin Nach Hydrolyse nachgewiesene Aminosiduren

1 gelb — viol. | CySO;H (X X X X), Glu (X X X X x), Thr (X X X),
Ala (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 xx), Ser (x x), Gly (X X),
violett Thr (X x), Ala {x x), Val (x x), Leu u./od. Tleu
(X % %), Pro (x), Lys (x)

4 violett | Gly (x x), Leu u.jod. Ileu (X X)
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Spaltung des , Enneapeptids” mut Subtilisin. ,Enneapeptid®® (aus zirka
30 mg Cytochrom c¢) wurde in einem Tropfen Wasser geldst, mit wenig
1 n NH; auf pH 8 gebracht und mit einer auf pH 8 eingestellten Lésung von
80 ug B. subtilis-Proteinase in 40 ul Wasser versetzt. Die Mischung wurde
24 Stdn. lang, in eine Glaskapillare eingeschmolzen, suf 37° erwidrmt. An-
schlieBend erfolgte Inaktivierung des Enzyms durch 3 Min. Erhitzen der
Kapillare im siedenden Wasserbad. Der Inhalt der Kapillare wurde auf sine
Polythen-Folie gebracht, auf ihr im HExsikkator zur Trockene eingedampft
und zweidimensional auf einem halben Bogen Whatman Nr. 4 Filtrierpapier
chromatographiert.

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

tr-FePc-Peptids wurden 0,080 ccm

e Weri(Phenafos 5 el HEW) einer Losung des fur die Ana-
g4 44 428

-~ 7 4z 70 lysen verwendeten Materials in
S ‘ ' ' ‘ 109iger Essigsdure mit 3,34 cem
\i Pea) D 0,2m Na,HPO, auf ein pH~ 7
K] B e gebracht und mit Wasser auf ein
X D) o

3 <7 Volumen von 10cecm aufgefiillt.
L wt Die molare Xonzentration des
3 tr-FePo-Peptids (berechnet unter
% Zugrundelegung der Eisenbestim-~
§” mungen) betrug in dieser Losung
St

4,06 - 10-%. Fiur Messungen der

. sehr hohen Absorptionsmaxima
Abb. 2. Partielle Hydrolyse des ,,Enneapeptids®.

Papierchromatographie der sauren Fraktion A. des I'edumer?:‘en unc‘l oxydierten
Vel. Tabelle 2. tr-FePc-Peptids bei 413 bzw.

396 my wurde die Losung auf

das b5fache verdiinnt. Die Re-
duktion des tr-FePc-Peptids erfolgte mit Hilfe von Natriumdithionit. Die
Messung der Maxima des reduzierten tr-FePc-Peptids muf unmittelbar nach
Zusatz des Dithionits erfolgen, da in dessen Gegenwart die Extinktion rasch
abnimmt.

Monometrie. Die Priifung des tr-FePe-Peptids auf katalytische Wirksam-
keit erfolgte im Warburg-Apparat bei 38° mit Luft als Gasphase. Wenn
nicht eigens anders angegeben, betrug das Gesamt-Flussigkeitsvolumen je
GefdB 1,5 cem. In den in der Mitte der GefdBe angebrachten Nipichen befand
sich stets mit 20%iger KOH getranktes Filtrierpapier zur Absorption des
allenfalls gebildeten Kohlendioxyds.

Bei der Bestimmung der katalytischen Aktivitat unserer Préiparate im
Bernsteinssureoxydase-System folgten wir den Angaben von Potterls, er-
setzten jedoch das 5%ige Rattenleber-Homogenat durch ein 5- bis 89%iges
walr. Rinderleber-Homogenat. Dieses zeigt mit Succinat als Substrat eine
nor sehr geringe Op-Aufnahme, die durch Zusatz katalytischer Mengen
Cytochrom ¢ kriftig gesteigert wird (Abb. 6). Das Rindsleber-Homogenat
erweist sich somit als relativ arm an endogenem Cytochrom ¢ und als

duBerst geeignet zur Testung des tr-FePe-Peptids auf Cytochrom c-Wirk-
samkeit.

6 V. R. Potter, in W. W. Umbreit, R. H. Burris und J. F. Staquffer, Mano-
metric Techniques and Tissue Metabolism, S.139. Burgess Publishing Co.;
Minneapolis, 1951.
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Ergebnisse.
Struktur des tr-FePc-Peptids.

Durch Verdauung von Cytochrom ¢ mit Trypsin und anschlieBende
Ausfiihrung der im vorangehenden Abschnitt beschriebenen Reinigungs-
operationen wurde das tr-FePec-Peptid in einer Ausbeute von 50%, d. Th.
gewonnen. Es enthilt unversehrt die prosthetische Gruppe, jedoch nur
mehr ein Bruchstiick der Proteinkomponente des Cytochroms. Eine
papierchromatographische Untersuchung der nach vollstindiger Hydro-
lyse mit Sdure erhaltenen Spaltprodukte erwies, dafi das tr-FePc-Peptid
von den zahlreichen Aminosdureresten des Enzyms nur mehr einige
wenige besitzt, die von den sieben Aminoséuren Cystin [(CyS),], Glutamin-
sdure (Glu), Threonin (Thr), Alanin (Ala), Valin (Val), Histidin (His)
und Lysin (Lys) gebildet werden. Da Trypsin gewill nicht imstande ist,
Thio#therbindungen zu spalten, mufl im tr-FePe-Peptid, ebenso wie in
Cytochrom c selbst, die Farbstoffkomponente, Ferriporphyrin, gebunden
an die Seitenketten 2 und 4 je einen Halbeystinrest (CyS) tragen. Diese
beiden Halbeystinreste sind in Cytochrom ¢, wie wir in der I. Mitteilung?
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 Thiodtherbindungen, welche
die Farbstoffkomponente mit dem aus Aminosiuren aufgebauten Rest
der Proteinkomponente verkniipfen, zwei Peptide zu erhalten: eines von
der Seitenkette 2 und eines von der Seitenkette 4 des Porphyrins. Ent-
gegen dieser Erwartung ging jedoch aus reinem tr-FePc-Peptid bei der
mit Hilfe von Silbersulfat nach Pawll? vorgenommenen Abscheidung
des Farbstoffs vom Peptidteil und nachfolgender Oxydation des letzteren
mit Perameisenséiure nur ein einziges Peptid hervor; dieses enthielt
— infolge der Perameisensiure-Oxydation — Cysteinsiure (CySO,H)
an Stelle von CyS, im fibrigen jedoch unveridndert und ohne Abstrich
alle zuvor im tr-FePc-Peptid nachgewiesenen Aminosiuren. Wurde nur
unvollstindig gereinigtes tr-FePc-Peptid mit Silbersalz gespalten und
das porphyrinfreie Produkt oxydiert, so konnten im Reaktionsprodukt
wohl mehrere Peptide papierchromatographisch nachgewiesen werden,
von denen jedoch nur ein einziges Cysteinsiure enthielt (Fleck Nr. 1
in Abb. 1 und Tabelle 1); in diesem Peptid befanden sich neben CySO,H
wiederum die 6 Aminosiuren Glu, Thr, Ala, Val, Lys und His. Dieses
Ergebnis legte die Vermutung nahe, daB die beiden in Cytochrom e
durch Thiodtherbindungen mit der Farbstoffkomponente verbundenen
Halbecystinreste Glieder einer und derselben Peptidkette sind und in
dieser miteinander durch nur wenige andere Aminosiurereste und durch
trypsinresistente Peptidbindungen verkniipft sind.

17 K.Q. Paul, Acta Chem. Scand. 8, 1178 (1949); 4, 239 (1950).
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Das aus dem tr-FePe-Peptid gewonnene porphyrinfreie und cystein-
sdurehéltige Produkt erweist sich, abgesehen von seinem papierchromato-
graphischen Verhalten, auch dadurch als einheitlich und als ein einziges
Peptid, daB es nur einen aminocendstdndigen Aminoséurerest besitzt,
und zwar, wie mit Sangers DNP-Methode!® festgestellt werden konnte,
Cysteinsdure. Bei der Dinitrophenylierung mit Dinitrofluorbenzol wird
nicht die gesamte im Peptid vorkommende Cysteinsdure substituiert,
vielmehr findet man nach Hydrolyse des DNP-Peptids aufer DNP-
CySO,H auch noch freie CySO;H in grofer Menge. Dieser Befund steht
in Ubereinstimmung mit der Erwartung, daB sich im untersuchten Peptid
zwei Cysteinsdurereste befinden, von denen fiiglich nur einer amino-
endstindig sein kann.

Weiterer Einblick in die Struktur dieses Peptids wurde durch partielle
Hydrolyse mit Sdure 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 148t sich unzweideutig die Struktur des
die zwei Cysteinsdurereste enthaltenden Peptids erschlieBen. In diesem
muB sich eine Pentapeptidsequenz CySO,H-Ala-Glu-CySO,H-His und
eine Tetrapeptidsequenz Thr-Val-Glu-Lys befinden; erstere ergibt sich.
mit Notwendigkeit aus den Peptiden CySO,H-Ala (4 6), Ala-Glu (4 8,
M 8), CySO,H-[Ala, Glu] (4 3), Glu-CySO.H (4 2), CySO,H-His (M 1}
und Glu-[CySO,H, His] (4 4), letztere aus den Peptiden Thr-[Val, Glu]
(M 9), [Val, Glu] (M 10), Thr-[Val, Glu, Lys] (M 7) und Glu-Lys (M 6).
Die so erschlossenen zwei Aminosédure-Sequenzen liegen im urspriing-
lichen Peptid zu einer einzigen Kette verkniipft vor. Der zuvor erwihnte
Befund, daB in dieser Kette CySO,H an N-terminaler Stelle steht, erweist,
daB die Penta- und nicht die Tetrapeptidsequenz den aminoendstdndigen
Rest beisteuert, und erlaubt die Aufstellung der Formel CySO;H-Ala-Glu-
CySO,H-His-Thr-Val-Glu-Lys. Das Peptid, welches sich somit aus ins-
gesamt neun Aminosiureresten zusammensetzt, wird in dieser Mitteilung
der Kiirze halber einfach als ,,Enneapeptid” bezeichnet.

In dieser Formel des ,,Enneapeptids* kénnte vielleicht die Nachbarschaft
von His und Thr noch in Zweifel gezogen werden mit der Begrindung,
daB sich unter den zahlreichen Abbaupeptiden kein einziges befunden hat,
welches die Peptidbindung His-Thr intakt enthalten hitte. Es ist jedoch
bekannt, da Bindungen, an denen Serin- oder Threonin-Reste mit ihrer
Aminogruppe beteiligt sind, gegeniiber saurer Hydrolyse besonders empfind-
lich sind, und darum auch nicht verwunderlich, daf nur solche threonin-
hiltige Peptide gefunden worden sind (M 7 und M 9), die das Threonin
als N-terminalen Rest tragen. Wenn in der Peptidkette zwischen Histidin

und Threonin noch ein anderer Aminosdurerest eingeschoben wire, z. B.
ein Glu- oder Ala-Rest, so bliebe es unerklarlich, warum unter den gefundenen

18 F., Sanger, Biochemic. J. 89, 507 (1945).
67%
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Peptiden des Histidins kein einziges war, welches diese Aminosdure mit
peptidisch verkniipfter Carboxylgruppe enthielt, also z. B. ein Dipeptid
His-Glu oder His-Ala.

Die Struktur des ,,Enneapeptids’ bestétigt und erweitert die in
unserer L. Mitteilung® beschriebenen Ergebnisse, denen zufolge die mit
dem Ferriporphyrin verkniipften Halbeystinreste im Verbande der
Proteinkomponente des Cytochroms ¢ eingefiigt in die Aminosiure-
Sequenzen ...Lys-Cys-Ala-Glu. .. und ...Glu-Cys-His. .. vorliegen. Es
wird nun deutlich, da der carboxylendstéindige Glu-Rest der Sequenz
Lys-CyS-Ala-Glu mit dem aminoendstéindigen Glu-Rest der Sequenz
Glu-CyS-His identisch ist; es sind demnach die beiden Halbeystinreste

voneinander nur durch zwei
e~ Wert (Penslf4s %’V"{a/ﬂ/f’v/ ,, Aminosiurereste, Ala und Glu,

g ”_f 4 4 4 i getrennt. Alles in allem kennen
ey wir nun also die Reihenfolge von
§ %% 10 Aminosdureresten in der mit
S der prosthetischen Gruppe durch
E’: ‘ @ Schwefelbriicken  verbundenen
3 D Peptidkette: Lys-Cys-Ala-Glu-
sS4 Cys-His-Thr-Val-Glu-Lys.

Bei der Siurehydrolyse des

Abb. 3. Partielle Hydrolyse des ,,Enneapeptids*. ey e
Papicrchromatographie der neutralen Fraktion . », Enneapeptids” wurde ebenso
Vel. Tabelle 3. wie bei den Versuchen der I. Mit-

teilung CySO;H-Ala in groBler
Menge gefunden (4 6 in Abb. 2 und Tabelle 2), das Isomere Ala-CySO,H
nun jedoch nicht einmal in Spuren. Dies bekriftigt die dort geduBerte
Ansicht, dafl Ala-CySO,H ein Artefakt war, welches sich in der damals
zur Hydrolyse des Cytochroms ¢ verwendeten heiflen verd. Schwefelsdure
durch Peptidumlagerung gebildet hatte. Xine solche Peptidumlagerung
tritt bei Verwendung von 5,7 n HC! bei 37° nicht ein.

An Stelle von Salzsdure verwendeten wir in einem orientierenden
Versuch zur partiellen Hydrolyse des ,, Enneapeptids® auch das bakterielle
Enzym Subtilisin. Bei der Einwirkung dieser Proteinase bildeten sich
aus dem ,Enneapeptid” vorwiegend drei Peptide. Zwei von ihnen
-erwiesen sich als identisch mit CySO,H-His (M 1) und Thr-[Val, Glu, Lys]
(M 7); das dritte hingegen bestand zwar ebenso wie CySO,H-[Ala, Glu]
(4 3) aus den drei Aminosduren CySO,H, Ala und Glu, trug ebenfalls
CySO;H an N-terminaler Stelle, unterschied sich von diesem jedoch
durch sein papierchromatographisches Verhalten; so zeigte es in Phenol/
0,3%, NH,;/HCN einen REp-Wert von etwa 0,46, wihrend 4 3 (Abb. 2)
bedeutend langsamer lief. Das bei der enzymatischen Hydrolyse des
. Enneapeptids‘ erhaltene Tripeptid ist demnach etwas weniger hydrophil
als A4 3; wir vermuten, dal es sich von 4 3 dadurch-. unterscheidet,
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daB es einen Glutamin-Rest statt eines Glutaminsidure-Restes enthilt
und somit die Struktur CySO,H-Ala-Glu(NH,) besitzt.

Die beim Abbau des Cytochroms ¢ mit Trypsin und des ,,Enneapeptids®
mit Subtilisin zutage tretende Spezifitét dieser beiden Proteinasen entspricht
in befriedigender Weise den Xrgebnissen fritherer Untersuchungen. Wie
Bergmann und seine Mitarbeiter®.1® bei Verwendung synthetischer Substrate
festgestellt haben, spaltet Trypsin ausschliefilich jene Peptidbindungen, an
denen Arginin- und Lysinreste mit ihren Carboxylgruppen beteiligt sind.
Diese Spezifitét des Trypsins, die neuerdings auch bei der Untersuchung
eines hohermolekularen, natiirlichen Substrats bestétigt worden ist?, laBt
erwarten, dal} ein aus einem Protein herausgebrochenes tryptisches Abbau-
produkt an seinem Carboxylende entweder Arg oder Lys und in N-terminaler
Position einen solchen Aminosdurerest tragen mul, dessen nun freie Amino-
gruppe vor der Spaltung mit Arg oder Lys verkniipft war. Diese Erwartung
trifft in unserem Falle vollends zu. Die Aminosdure-Sequenz im tr-FePe-
Peptid, CyS-Ala-Glu-Cys-His-Thr-Val-Glu-Lys, endet mit einem Lysinrest
und beginnt mit einexn Halbeystinrest, dessen Aminogruppe, wie aus der
vorigen Mitteilung bekannt ist, in Cytochrom ¢ mit Lysin verbunden ist
(... Lys-CyS-Ala-Glu ...). Fiir die Spaltung der Peptidbindungen Glu-
CySO,H bzw. Glu(NH,)-CySO,H und His-Thr im ,,Enneapeptid durch
Subtilisin findet man gewisse Analogien in der frither beobachteten Spaltung
der Bindung Glu(NH,)-Asp(NH,) in oxydiertem Oxytocin® und der Bindungen
Glu(NH,)-His, Glu-Ala und His-Leu in der Fraktion B des oxydierten Insulins?.

Tabelle 4. Eisen-, Schwefel- und Aminostickstofi-Gehalt des
tr-FePc-Peptids.

Gefundene Werte
Berechnet fiir
bezogen auf das unter Beriicksichtigung des C73Hge0,5N 78, Fet
Trockengewicht Essigstiure- und Aschegehaltes
|
% | % %
Fe 2,71 i 3,20 3,42
S 3,21 3,79 3,92
NH,-N 2,19 : 2,58 2,67*

* Berechnet fur 3 NH,-Stickstoffatome je Molekiil.

Wenn auch durch die (in der I. Mitteilung tiber Cytochrom c* zitierten)
Arbeiten von Theorell und von Zeile und deren Mitarbeitern die Struktur
des Porphyrins ¢ aufgeklirt und durch unsere Untersuchungen die
Aminosdure-Sequenz im tr-FePc-Peptid festgestellt ist, so 148t sich doch
dessen Struktur noch nicht eindeutig formulieren, da es derzeit unméglich
ist anzugeben, welcher der beiden Halbeystinreste der Peptidkomponente
mit dem Pyrrolring I und welche mit dem Pyrrolring IT des Porphyrins
verbunden ist. Es bleiben zwei Formeln zur Wahl:

¥ K. Hofmann und M. Bergmann, J. Biol. Chem. 180, 81 (1939).
20 F. Sanger und H. Tuppy, Biochemic. J. 49, 481 (1951).

A H. Tuppy und H. Michl, Mh. Chem. 84, 1011 (1953).

2 H. Tuppy, Mh. Chem. 84, 996 (1953).
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tr-Fe-Po-Peptid.

Der in den Formeln mit einem Sternchen (*) bezeichnete Glu-Rest liegt
vermutlich als Glutamin-Rest [ Glu(NH,)] vor.
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Unbeschadet dieser noch ungeklirten Einzelheit der Struktur kénnen
wir dem tr-FePe-Peptid eine Bruttoformel C,H, 0Ny, S, Fe* und ein
Molekulargewicht von 1634,6 zuschreiben. Es ist nun interessant, die
auns der Formel zu errechnenden analytischen Daten (Tabelle 4, Spalte 4)
mit den von uns an dem sorgfiltig chromatographisch gereinigten
tr-FePc-Peptid festgestellten zu vergleichen. Dabei mull zweierlei in
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Abb. 4. Absorptionsspektrunﬁ des tr-FePc-Peptids. O: oxydiert; R: reduziert.

Betracht gezogen werden: Hrstens zeigte das von uns aus essigsaurer
Losung isolierte Produkt auch nach scharfem Trocknen einen betricht-
lichen Gehalt an (vermutlich salzartig gebundener) Essigsdure (10,99,
entsprechend 3,75 Molen Essigsdure je Atom Eisen); zweitens blieb nach
vorsichtigem Veraschen unseres tr-FePe-Peptids ein Glithriickstand von
8,22%,, der nur zu einem Teil dem Eisenoxyd zuzuschreiben ist, welches
aus dem REisen der prosthetischen Gruppe beim Verglithen entstehen
muB3 (3,889, errechnet aus dem experimentell gefundenen Fe-Gehalt),
zum anderen Teil jedoch (4,34%,) anorganischen Verunreinigungen. In
Spalte 3  der Tabelle 4 sind die unter Beriicksichtigung des Essigsiure-
und Restaschegehalts korrigierten, in Spalte 2 die effektiv erhaltenen
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analytischen Werte angefithrt. Ein Vergleich der Spalten 3 und 4
zeigt eine befriedigende Ubereinstimmung. Das molare Verhiltnis der
bestimmten KEisen-, Schwefel- und Aminostickstoffwerte betrigt fir
das tr-FePc-Peptid 0,97 : 2,00 : 3,12 und kommt somit dem ganzzahligen
Verhdltnis 1:2:3 nahe.

Einige Beachtung verdient das Ergebnis der nach der Methode von
Kainz'® vorgenommenen Aminostickstoff-Bestimmung, welche im Gegen-
satz zur iblichen Van Slyke-Methode nicht nur «-Aminogruppen, sondern
auch e-Aminogruppen von Lysinresten und Siureamidgruppen erfaft;
die gefundene Zahl von etwas iiber 3 Aminogruppen je 2 Atome Schwefel
zeigt, dall auller dem N-terminalen Halbeystinrest und dem Lysinrest
im tr-FePc-Peptid noch eine dritte reagierende Gruppe vorhanden sein
mubB; es erscheint verniinftig anzunehmen, dafl einer der beiden Glutamin-
saurereste des tr-FePc-Peptids, vermutlich der zwischen den beiden
Halbeystinresten stehende, in Sidureamidform, als Glutamiorest, vor-
liegt.

Der von Tsou? 1951 fiir ein von ihm dargestelltes tryptisches Abbau-
produkt des Cytochroms ¢ angegebene Eisengehalt von 0,879, steht in
schroffem Gegensatz zu unserem Wert von 2,71%. Es ist ungewiB, ob der
duBerst niedrige Eisengehalt dieses ,trypsin-modifizierten Cytochroms c‘
auf einen nur teilweisen Abbau des Enzyms mit Trypsin oder auf Unreinheit
zuriickzufithren ist. Es wire mdéglich, daB Tsou den Eisengehalt seines
Priparats spektrophotormetrisch bestimmte, unter der Voraussetzung, daB
dessen Absorptionsspektrum mit dem des Cytochroms ¢ quantitativ iiber-

einstimme; diese Voraussetzung ist, wie aus dem folgenden Abschnitt hervor-
geht, nicht zutreffend.

Spektrophotometrie des tr-FePc-Peptids.

Abb. 4 zeigt die Absorptionsspektren des reduzierten und des oxy-
dierten tr-FePc-Peptids. Diese sind im sichtbaren Wellenbereich denen
des reduzierten und oxydierten Cytochroms ¢ qualitativ sehr dhnlich;
die Héhe der Absorptionsmaxima ist jedoch, verglichen mit jenen des
unverinderten Enzyms, bel dem tryptischen Abbauprodukt betrichtlich
geringer.

Die Messung der Extinktionsmaxima bereitete im Falle des reduzierten
tr-FePc-Peptids unerwartete Schwierigkeiten und war nicht genau durch-
fihrbar, da sie in den mit Natriumdithionit als Reduktionsmittel versetzten
Losungen rasch absanken; es ist moglich, daB das tr-FePc-Peptid durch
Spuren von H,0,, wie sie sich aus Dithionit und Luftsauerstoff bilden kénnen,
zerstort wird. Ein dhnliches Absinken der Extinktionswerte tritt bei Cyto-
chrom ¢ in Gegenwart von Natriumdithionit erst nach langerem Stehen
em.

Eine Messung des Absorptionsspektrums des oxydierten tr-FePe-
Peptids im ultravioletten Bereich erwies das Fehlen einer Bande bei
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280 my; dieser Befund entspricht der Tatsache, dal das tryptische
Abbauprodukt des Cytochroms ¢ im Gegensatz zu diesem selbst unter
seinen Aminosidureresten keine aromatischen (Phe, Tyr, Try) mehr
enthalt.

S
Y
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Abb. 5. Einfluf von «-Benzoyl-L-histidin auf das Absorptionsspektrum des tr-FePe-Peptids.
A: tr-FePc-Peptid (red.), B: tr-FePc-Peptid (red.) -~ 10fache molare Menge «-Benzoyl-L-histidin,
€ tr-FePec-Peptid (red.) + 100fache molare Menge a-Benzoyl-t-histidin, D: tr-FePc-Peptid (red.) +

1000fache molare Menge «-Benzoyl-L-histidin, E: Cytochrom ¢ (red.).

Zusatz von Histidin oder dessen x-Benzoylderivat in groBem Uber-
schuBl zu einer bei pH 7,3 gepufferten Losung des tr-FePec-Peptids be-
wirkte eine schon mit freiem Auge deutlich sichtbare Farbvertiefung.
In Abb. 5 ist dargestellt, wie steigende Konzentrationen von «-Benzoyl-
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L-histidin eine zunehmende Anundherung des Spektrums des reduzierten
tr-FePc-Peptids an dasg des reduzierten Cytochroms o herbeifithren.

Katalytische Wirksamkeit des tr-FePc-Peptids,

Wie aus Abb. 6 hervorgeht, ist das tr-FePc-Peptid im Bernstein-
siureoxydase-System inaktiv; es erhtht die in Gegenwart von Rindsleber-
homogenat sehr geringe, auf die Gegenwart von endogenem Cytochrom ¢
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Abb. 6. Bestimmmung der Cytochrom c-Aktivitdt Abb. 7. Hemmung dJder Ascorbinsdure-Auntogy-
im Bernsteinsdureoxydase-System. 4 und B dation durch Komplexon und durch Ovalbumin,
zeigen die Sauerstoffaufpahme in Abwesenheit A Ascorbinsdure-Autoxydation; B: in Gegen-
bzw. in Gegenwart (4-1075m) des tr-FePe- wart von 6,7 - 10~% m Komplexon; €: in Gegen~
Peptids, O und D in Gegenwart von 2-10-°m  wart von 0,17 Gew.-% Ovalbumin. (6,1 m Phos-
bzw. 4-10-*m Cytochrom ¢. (0,1 m Phosphat- phatpuifer pH 7,3; 8-10~*m Ascorbinséiure.)
puffer pH 7,3; 4+ 10~4m CaCly, 4 - 10~ m AlCY;
6+ 10~%m Natriumsuccinat; 0,15 com  5%iges-
Leberhomogenat in einem Endvolumen von
2,50 eem.)

zuriickzufithrende Sauerstoffaufnahme nicht, wihrend zugesetztes Cyto-
chrom ¢ eine starke Wirksamkeit entfaltet.

Fiir eine Pritfung des tr-FePo-Peptids auf eine eventuelle katalytische
Aktivitit im Cytochromoxydase-Systemn mit Ascorbinsédure als Substrat
erwies es sich als notwendig, die in Losung bei pH 7,3 bereits sehr starke,
wohl durch Spuren von Schwermetallionen katalysierte Autoxydation
der Ascorbinsdure zu unterdriicken. Abb. 7 zeigt, wie diese Autoxydation
sowohl durch Komplexon ITI (Athylendiamintetraessigsaures Na) als
auch durch Zusatz von Proteinen, z. B. durch eine frisch bereitete
Ovalbuminlosung, weitgehend unterbunden werden kanm.

Die in Gegenwart von Ovalbumin sehr geringe Oxydation der Ascorbin-
siure durch Luftsauerstoff wird in Anwesenheit von Leberhomogenat
kriftig durch Cytochrom ¢, aber auch (in sogar noch hoherem Mafe)
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durch das tr-FePc-Peptid katalysiert (Abb.8). Diese katalytische
Wirkung des tr-FePc-Peptids bedarf jedoch nicht der Mitwirkung des
Cytochromoxydase-Systems (Abb. 9) und ist in Abwesenheit von Leber-
homogenat noch ausgepréigter als in dessen Gegenwart. Im Gegensatz
hierzu besitzt Cytochrom ¢ ohne Zusatz des Cytochromoxydase-Systems
keine oder {wie in Abb.9) eine nur sehr geringfiigige Aktivitit, welche
wohl einer Verunreinigung des Enzyms durch eine kleine Menge autoxydab-
len Cytochroms ¢ zuzuschreiben ist. Die Fahigkeit, die Autoxydation der
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Abb. 8. Katalyse der Ascorbinsiure-Oxydation
in Gegenwart von Leberhomogenat. 4 : Ascorbin-
siiure-Autoxydation; B: in Gegenwart von
4-107%m FeS0,; C: in Gegenwart von 4- 10-5m
Cytochrom ¢; D: in Gegenwart von 4-10—°m
tr-FePe-Peptid. (0,1 m Phosphatpuffer pH 7,3;
&+ 10 m Ascorbinsfiure; 0,10 cem wiBr. 5%iges
Leberhomogenat und 0,20 cemx 2,5%ige Oval-

J 7

20
Zeit (M)

Abb. 9. Katalyse der Ascorbinséureoxydation in
Abwesenheit von Leberhomogenat. 4: Ascorbin-
sdure-Autoxydation; B: in Gegenwart von
4-10~°m Fe80,; C: in Gegenwart von 4 - 10-5m
Cytochrom ¢; D: in Gegenwart von 4-10~%m
tr-FePec-Peptid. (0,1 m Phosphatpuffer pH 7,3;
8-10~*m Ascorbinsiure; 0,33 Gew.-9% Oval-
bumin.)

buminlésung in einem Endvolumez von 1,50 cem.)

Ascorbinsdure kriftig zu steigern, liegt im tr-FePo-Peptid selbst und
nicht etwa in Hisenionen, die aus ihm frei werden kénnten; denn selbst
eine dem tr-FePc-Peptid dquimolekulare Menge Fe++ ist zu einer solchen
katalytischen Wirkung nicht befihigt (Kurven B in den Abb. 8 und 9).
Die Katalyse beruht vielmehr darauf, dal das reduzierte tr-FePc-Peptid,
ungleich der reduzierten Form des nativen Cytochroms ¢, autoxydabel
ist und daB das oxydierte tr-FePc-Peptid, gleich der oxydierten Form
des Cytochroms ¢, durch Ascorbinsiure bei 38° leicht
wird.

Das von Tsou im Hinblick auf seine spektroskopischen und katalyti-
schen REigenschaften sehr grindlich untersuchte ,,pepsin-modifizierte
Cytochrom ¢ verhielt sich unserem tr-FePc-Peptid insofern vollig

reduziert
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analog, als es ebenfalls die Autoxydation der Ascorbinsiure kréftig
katalysierte, jedoch im natirlichen Succinoxydase- und Cytochrom-
oxydase-System inaktiv war. In der Tat scheinen bisher noch alle Ver-
suche einer Modifikation des Cytochroms ¢, durch welche dieses in einen
autoxydablen Zustand gerdt — sei es durch Einwirkung extremer pH-
Bedingungen oder proteolytischer Enzyme -—, zu einer gleichzeitigen
Zerstorung seiner Aktivitdt im natiirlichen Enzymsystem gefiihrt zu
haben.

Offenbar verdndern alle versuchten Modifikationen einen fiir die
katalytische Wirksamkeit des Cytochroms entscheidenden Bindungs-
zustand des Kisenatoms der prosthetischen Gruppe, einen Bindungs-
zustand, welcher allein imstande ist, das Eisen gegeniiber der oxydierenden
Wirkung molekularen Sauerstoffs abzuschirmen. Nach Theorell und
Akeson® ist das Porphyrin-Eisenatom in Cytochrom ¢ mit zwei wahr-
scheinlich stickstoffhiltigen Gruppen der Proteinkomponente, wohl
Imidazolgruppen zweier Histidinreste, verkniipft. Im Proteinteil des
Enzyms befinden sich diese Histidinreste vermutlich an Stellen, die fiir
ihre Funktion als ,,hiim-gebundene Gruppen riumlich besonders giinstig
sind. Wir wissen nun, daB in Cytochrom c insgesamt drei Histidinreste
vorkommen?, Einer von ihnen ist unmittelbar benachbart einem der
beiden Halbeystinreste, welche die prosthetische Gruppe des Enzyms
mit der Proteinkomponente verkniipfen, und scheint somit fiir eine
Funktion als ,h#m-gebundene Gruppe‘* réumlich pridestiniert zu sein'.
Dieser eine Histidinrest ist auch noch im tr-FePe-Peptid vorhanden.
Wir versuchten nun, fiir die fehlende zweite ,,ham-gebundene Gruppe*
Ersatz zu schaffen und dadurch das Eisenatom der prosthetischen Gruppe
gegen Sauerstoff ,,abzuschirmen®, indem wir zur Ldsung des tr-FePe-
Peptids Histidin zusetzten. Die nachteilige Tatsache, dal es bei einem
solchen Zusatz in Losung unméglich ist, die Imidazolgruppen in raumliche
Nihe des Eisens zu zwingen und dort festzuhalten, trachteten wir dadurch
wettzumachen, daB wir das Histidin in groffem UberschuB zufiigten.
Unter diesen Umstéinden erfihrt nicht nur, wie oben beschrieben, das
Spektrum des tr-FePc-Peptids eine Anniherung an das des Cytochroms e,
sondern es tritt auch eine Abschwichung des autoxydablen Charakters
des tr-FePc-Peptids ein, wie sich aus einer teilweisen Hemmung der
durch dieser katalysierten Ascorbinsiure-Autoxydation kundtut. Aller-
dings wird Histidin selbst in Gegenwart von tr-FePe-Peptid und Ascorbin-
ssure unter Sauerstoffaufnahme abgebaut. Wir ersetzten darum Histidin
durch das unter diesen Bedingungen besténdigere x-Benzoyl-r-histidin
und konnten bei dessen Verwendung eine bemerkenswerte, mit steigender

% E. Theorell und A. fikesbn, J. Amer. Soc. 63, 1804, 1812, 1818, 1820
(1941).
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Konzentration zunehmende Hemmung des katalytischen Einflusses des
tr-FePc-Peptids auf die Autoxydation der Ascorbinsidure nachweisen
(Abb. 10). Diese teilweise Unterdriickung des autoxydablen Charakters
des tr-FePc-Peptids in Gegenwart von «-Benzoyl-v-histidin ist jedoch
nicht mit einem auch nur geringen Auftreten einer Cytochrom ¢-Wirksam-
keit im natiirlichen Succinoxydase-System verbunden.

Die Beeinflussung der katalytischen Wirksamkeit des tr-FePc-Peptids
durch «-Benzoyl-L-histidin scheint ein verhiltnismafiig spezifischer
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Abb. 10. EinfluB von «-Benzoyl-L-histidin auf
die Katalyse der Ascotbinsidure-Autoxydation
durch das tr-FePc-Peptid. 4: Autoxydation der
Ascorbinsiiure, katalysiert durch das tr-FePe-
Peptid; B, ¢ und D: nach Zusatz von 4- 1079,
4-107% und 4-10"*m «-Benzoyl-I-histidin.
(0,1 m Phosphatpuffer pH 7,3; 8- 10-3 m Ascor-
binsdure; 1-10~°*m Komplexon; 4- 1075 m tr-
FePc-Peptid.)

Abb. 11. EinfluB der o-Benzoyl-derivate von
L-Histidin, ©-Lysin und L-Arginin auf die Xata-
lyse der Ascorbinsiure-Autoxydation durch das
tr-FePc-Peptid. Autoxydation der Ascorbinséure,
katalysiert durch das tr-FePec-Peptid; ohne Zu-
satz (4) bzw. nach Zusatz einer 100fachen
molaren Menge (4- 1073 m) von o-Benzoyl-L-
histidin (B), «-Benzoyl-L-lysin (C), «-Benzoyl-
L-arginin (D). (0,1 m Phosphatpuffer pH 7,3;
8- 10~3 m Ascorbinsdure; 1-10~* m Komplexon;
4+ 107% m tr-FePec-Peptid.)

Effekt zu sein; wie Abb. 11 zeigt, ist die Wirkung der «-Benzoylderivate
der beiden anderen natiirlich vorkommenden basischen Aminoséduren,
Lysin und Arginin, im Vergleich zu der des Benzoyl-histidins gering.
Man kann in diesem Befund eine Bestitigung der Theorie sehen, dafl
in Cytochrom ¢ die Imidazolgruppen von zwei Histidinresten der EiweiB-
komponente als ,him-gebundene Gruppen** fungieren.

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