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Naherung der Fall. Allerdings braucht man zur Bereehnung der inneren 
Oberfi~ehe noeh den Volumanteil w der dispersen Phase bzw. den Volum- 
anteiI w' des Dispersionsmittels. Naehdem dieser Wert nieht genau bekannt 
ist, muB er im Ergebnis often gelassen werden. Die innere Oberfl/iche ergab 

~O p 

sieh zu ~ -  ]k -1. Dieser Wert steht mit der gefundenen Teilehengr6ge 

in verniinftiger Ubereinstimmung, denn bei kreisf6rmigem Quersehnit, t 

erhalt man den Durchmesser 52 .~, bei quadratisehem eine Kanten- t g )  z 

l~tnge yon ebenfalls 52 A. Trotz der Unsicherheit beztiglieh w zeigt 
~ 2  

die obige Betrachtung, dag die erhaltenen Resultate grSfienordnungs- 
m./tBig verniinftig sind. Die diesbezfigliehen Versuehe werden fortgesetzt. 

I-Ierrn cand. chem. Paletta sind wir fiir preparative Hilfe zu bestem 
Dank verpflichtet. 

Die Rockejeller Foundation hat  die vorliegende Untersuehung durch 
Bereitstellung apparativer I-Iilfsmittel in groBziigiger Weise gefSrdert, 
wofiir ihr auch an dieser Stelle unser besonderer Dank ausgesprochen sei. 

Cytochrom c. 
III. Zur Frage der Artspezifit~t yon S~iugetier-Cytochrom c. 

(Kurze Mitteilung.) 

Von 

H. Tuppy und G. Bodo. 

Aus dem If. Chemischen L~boratorium der Universit~t Wien~ 

(Eingelangt am 14. September 1954.) 

Wie in vorhergehenden Mitteilungen beschrieben worden ist, wurde 
Pferde-Cytochrom c sowohI hydroly~iseh mit Minerals/~ure ~ ais aueh 
proteolytisch mit Trypsin 2 abgebaut. Durch Untersuehung der im 
Gemisch der Bruchstiicke enthaltenen Porphyrin-c-Peptide war es 
m6glich, folgende Sequenz yon 10 Aminos/s festzustellen: 

�9  -Lys-CyS-AI~- Glu(NH2)-CyS-I-Iis-Thr-Val- Glu-Lys- . . .  

Diese Aminos~turefolge ist dadureh ausgezeichnet, dab sie einen Teil 
der Proteinkomponente des Cytochroms e darstellt, welcher der prosthe~isehen 
Gruppe des Enzyms eng benaehbart ist. In der Tat sind es die in der auf- 
gekl/irten Sequenz vorkommenden zwei HMbcystinreste (CyS), welehe dureh 

1 H.  Tuppy  und G. Bodo, Mh. Chem. 85, 807 (1954). 
11. T u p p y  und G. Bodo, Mh. Chem. 85, 1024 (1954). 
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Ausbildung yon Thio/itherbriicken zu den Seitenketten 2 und 4 eines Eisen- 
porphyrinmolekii]s EiweiBanCeil und Farbstoffkomloonente des in takten 
H/~moproteids lest  mite inander  verbinden;  aueh ist es wahrscheinlieh, dab 
der mit  einem I:lalbcysginrest peptidiseh verknfipfte Hist idinrest  (His) eine 
der zwei ffir die H&moehromnatur des Enzyms verantwort l ichen und fiir 
seine ka~alytische Wirksamkei t  mitentscheidenden ,,h/im-gebundenen 
Gruppen"  darstell~. 

N a c h d e m  nun !Ylethoden ausgea rbe i t e t  waren,  die Aminos/~uresequenz 
in unmi t t e lb~re r  N a e h b a r s c h a f t  der  p ros the t i schen  Grulope aufzukli~ren, 
lag  es nahe,  ana loge  Un~ersuehungen,  wie sie mi t  P/erde.Oytoehrom e 

anges te l l t  worden waren,  auch  mi t  Cy tochrom c andere r  T ie ra r t en  aus- 
zuffihren. Es  war  zu hoffen, auf diese Weise  Aufsehlug  dar f iber  zu ge- 
winnen,  bis zu welchem Grad  die S t r u k t u r  eines Pro te ins  gleicher F u n k t i o n  
yon  einer Tierspezies  zur anderen  Abwand]ungen  zeigt.  Woh l  dur f t en  
keine  al lzu grogen  Unterseh iede  zwischen Cy tochrom c verschiedener  

Sdugetierarten e rwar t e t  werden,  h a t t e n  doch bere i t s  Theorell und  Alceson 
gezeigt  s, dab  Rinder- und  P/erde.Cytochrom c h ins ieht l ieh  ihres 1Vlolekular- 
gewichtes und  des St ickstoff-  und  Schwefelgehal tes  i i be re ins t immten  
und  aueh im loH-Bereieh 1,6 bis  11 ident i sche  T i t r a t i o n s k u r v e n  l ieferten.  
Sp~tere sero]ogische Un te r suchungen  4 sp rachen  ebenfal ls  fiir eine nahe  
Ve rwand t scha I t  yon  P/erde-, Rinder- und  Schweine-Oytochrom e. Azlderer- 
seits  h a t t e  ein genauer  Vergleich yon  C y t o c h r o m  e aus  den l e t z tgenann ten  
drei  Tierspezies  Tint  und  Relss zur  Uberzeugung  gebracht ,  dab  in ihren  
Pri~paraten wohl  I d e n t i t ~ t  der  p ros the t i schen  Gruppe ,  n ieh t  jedoch des 
Pro te inan te i l e s  bes t eh t  ~. 

Die fiir unsere Abbauversuche verwendeten Cytochrom-e-Pri~loarate 
aus Rinder- und Schweineherzmuskel waren (ebenso wie das friiher unter- 
suehte P]e~de-Cytochrom c) nach Keilin und Hartree dargestellt~; naeh 
]%einigung mi t  dem Ionenaustauscher  Amberl i te  It%C-50 in der yon Margotiash 
beschriebenen Weise 7 zeigten sie einen Eisengeha]t von 0,39 bis 0,41% bzw. 
0,43 bis 0,44%. 

Part iel le l-Iydrolyse mit  20%iger Schwefels/~ure, naehfolgende Abtrennung 
der Porphyrin-e-Peptide,  Spaltung der Thioatherbr/ lcken mit  Silbersulfat s, 
Oxydat ion der erhaltenen Cysteinpeptide mit  l~ und Trennung 
der Cysteins/iurepeiotide dureh Ionophorese und Paloierchromatographie 
erfolgten auf die gleiche Ar t  wie fr/iher besehrieben 1. I n  Tabelle 1 sind die 
naeh S/iureabbau aus l~inder- und Schweine-Cy%ochrom c gewonnenen und 
identifizierten Pept ide  der Cysteins~ure zum Vergleich mit  jenen, die zuvor 
aus Pferde-Cytochrom c erhalten worden waren 1, zusammengestellt .  

a H. Theorell und A. Alceson, J. Amer. Chem. Soo. 63, 1804 (1941). 
E. L. Beeker und J. Munoz, J. Immunol .  63, 173 (1949). 

5 H. Tint und W. Re~ss, J. Biol. Chem. 182, 397 (1950), 
6 D. Keilin und E. F. Hartree, Biochemic. J. 39, 289 (1945). 
7 E. Margoliash, :-xTature 170, 1014 (1952). 
s If .  G. Paul, Acts  Chem. Scand. 4, 239 (1950). 
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Tabelle 1. D u r c h  pa r t i e l l e  H y d r o l y s e  des C y t o e h r o m s  o g e w o n n e n e  
P e ) t i d e  der Cysgeinsaure*.  

Aus g inder -Cytochrom e Aus Schweine-Cytochrom c Aus Yferde-Cytoehrom c 

Lys-CySO3H 
Lys-[CySO3K, Ala] 
CySOsH-Ala 

Glu-[CySO3H, His] 
CySOaH-His 

Lys-CySO3K 

CySOatt-Ala 
Cy SO3I-I-[Ala, Glu] 

Glu-[CySO~H, His] 
CySO3IK-Itis 
Ala-CySO~H** 

Lys-CySOa H 
Lys-[CySO3H, Ala] 
CySO3I{-Ala 
CySOaI-I-[Ala, Glu] 
Glu-CySOatt 
Glu-[CySO~H, His] 
Cy SOaH-t-Iis 
Ala-CySOaH** 

* Die Cysteias/im-ereste (CySO3H) sind aus den in Cytochrom e vor- 
liegenden 2 I:Ialbeystinresten (CyS) bei der Aufarbei~ung dureh Oxydation 
mit Perameisens~ure gebildet worden. 

** Dutch Umlagertmg entstanden ~ 

Verdauung von Rinder- und Schweine-Cytochrom c m i t  Trypsfll und 
Reinigung der dabei entstehenden Ferriporphyrin-c-Peptide (tr-FePc- 
Peptide) lieB sich auf die gleiehe Weise bewerkstelligen 2 wie im Falle des 
Pferde-Cytochroms c. Die den 3 S~tugetierarten entstamrnenden tr-FePc- 
Peptide zeigten alle die gleiehe Aminos~m'ezusammensetzung: sie enthalten, 
abgesehen yon den an die prosthetisehe Gruppe gebundenen HMbeystiw 
resten, Glutaminsi~ure, Threonin, Alanin, Valin, Lysin und Histidin. Spals 
der die Farbstoffkomponente mit dem Peptidanteil verknfipfenden Thio- 
/~therbrficken mit Silbersulfat s und Oxydation der freigewordenen SulfhydryL 
gruppen zu Sulfosauregruppen mit Hilfe yon Perameisens/~ure lieg aus den 
tr-FePe-Peptiden je ein eysteinsaurehaltiges, farbstoff-freies Peptid - -  kurz 
,,Enneapeptid" genannt 2 - -  entstehen. Tabelle 2 gibe0 eine Ubersich~ fiber 
die dureh partielle Hydrolyse der 3 ,,Enneapeptide" mit Salzsfiure gewonnenen 
und mit Hilfe yon Ionophorese und Papierchroma?0ographie getrennten 
Bruehstfieke. 

Tabelle 2. D u r c h  pa r t i e l l e  H y d r o t y s e  der , , E n n e a p e p t i d e "  
g e w o n n e n e  n i ed r ige re  Pep t ide .  

Aus Rinder-Cytochrom c Aus Schweine-Cytochrom c _(us Pferde-Cytochrom c 

CyS08IK-Ala 
CySO3H-[Ala, Glu] 

Ala-Glu 
G~-CyS03H 
Gh-[CySO3H, His] 
CySO3H-His 

Thr-[Val, Glu] 
Thr-[Val, Glu, Lys] 

Glu-Lys 

CySO~H-Ala 
CySO~H-[Ala, Glu] 
CySO3II-[Ala, Glu, CySO~I-I] 
Ala- Glu 
[Glu-CySOaIt] 
Glu-[CySO3H, His] 
[CySO3H, His] 
Thr-Val 
Thr-[Val, Glu] 
Thr-[VM, Glu, Lys] 

Glu-Lys 

CySOaH-Ala 
CySO3I-I-[Ala, Glu] 

Ala-Glu 
Glu-CySOaIK 
Glu-[CySQIK, His] 
Cy SOaI-I-His 

Thr-[Val, Glu] 
Thr-[Val, Glu, Lys] 
[Val, Glu] 
Gtu-Lys 
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Im allgemeinen wurden die bei der partiellen Hydrolyse anfallenden 
Bruehstficke yon Pept idnatur  durch totale Hydrolyse und dureh Bestimrnung 
der aminoendst~ndigen Aminos~iurereste mit  Sangers DNP-!YIethode 9 cha- 
rakterisiert;  die soleher~rt gewonnenen Ergebnisse wurden in die Tabellen 1 
und 2 aufgenommefi. Gelegentlich wurde jedoch auch - -  versuehsweise und 
im MikromaBstab - -  die yon Akabori und Mi~arb. 1~ zur Kennzeichnung 
der carboxylendsti~ndigen Reste vorgesehlagene ~e thode  der Hydrazinolyse  
angewendet, bei der ~lle Aminos~uren mit  peptidiseh verknfipfter Carboxyl- 
gruppe Aminos~urehydrazide und nur die C-terminalen Reste freie Amino- 
s~uren liefern sollen. Papierchromatographisch getrermte und veto  Papier 
eluier~e Peptide warden in e~wa 50 #I wasserfreiem I-lydrazin gelTst und in 
versehmo]zenen Kapillaren aus Jenaer Glas 4 bis 5 Stdn. lang auf I05 ~ 
erhitzt. Nach Eindunsten im evakuierten Exsikkator fiber Sehwefelsaure 
wurden die Hydrazinolysate auf Papier eindimensional mlt Phenol als 
LSsungsmittel ehromatographiert, ohne dall zuvor eine Trennung der freien 
Aminos~uren yon den Aminosiiurehydraziden vorgenommen worden w~ire. 
Eine Unterscheidung der 2 Verbindungsklassen ist dadureh mTglich, dall 
Aminos~iuren auf Papier bei vorsichtigem Erhitzen mit Ni1~ahydrin raseh 
violette l~lecken geben, indessen Aminos~iurehydrazide sieh anfangs nur 
sehwaeh gelb und erst nach ]~ingerer Zeit violett f~irben. Es erwies sich, 
dab unter den angegebenen Bedingungen der Hydrazinolyse-aus jenen Amino- 
siiureresten, deren Carboxylgrulopen in Pelatidbindung sta~aden, ~ats~chlieh 
keine freien Aminos~uren hervorgingen, so dab die Identifiziertmg einer 
Aminos~iure in einem Hydrazinolysat eindeutiger l~achweis ffir das Vor- 
liegen nnd die lqatur eines C-terminalen A_minos/iurerestes war; hingegen 
kann aueh der carboxylendst~indige l~est eines Peptids unter Umst~inden 
betr~ichtliehe ~r yon Hydrazid bilden, worunter die Ausbeute an freier 
Aminosgure empfindlich leidet. Insbesondere Peptide mit C-terminalem 
Glut~minsaurerest liellen, wenn fiberhaupt, nut geringfiigige Mengen freier 
Glutamins~iure entstehen. Immerhin war die Methode der IKydrazinolyse 
infolge ihrer besteehenden Einfaehheit und der M0glichkeit, im MikromaBstab 
ausgeffihrt zu werden, eine erwiinsehte Erggnzung der klareren Dl~P-Methode. 
Der Abbau einiger aus Schweine-Cytoehrom e gewonnener und in dot zweiten 
Spalte der Tabelle 2 angeffihrter Peptide mit I-Iydrazin erg~b eindeutige 
]~esultate, die teils Kenntnisse erh~ixteten, die bereits auf andere Weise 
erworben worden waren, tells auch neue vermit te l ten:  CySO~H-Ala; 
[CyS0~H, Ala]-Glu; Glu-CySOsH; CySO~H-His ; Thr- [Val, Glu]-Lys. 

Das ,,Ermeapelotid ' '  aus Schweine-Cytochromc wurde auch, ebenso 
wie sehon zuvor jenes aus Pferde-Cytochrom c 3, mit  dem bakteriellen Enzym 
,,Sub~ilisin ' ' n  wei~er abgebaut;  hierbei warden vorwiegend 3 Peptide er- 
halten: CySO~H-[Ala, Glu[NHe]*], CySO~H-His und [Thr, Val, Glu, Lys]. 

Die hier mi tge te i l ten  Ergebnisse er lauben die Sehlul~folgerung, daI~ 

9 2W. Sanger, Bioehemie. J .  39, 507 (1945). - -  /~. Sanger und /L O. P. 
Thompson, ibid. 53, 353 (1953). 

lo S. Akabori, K.  Ohno und K. Narita, t3ull. Chem. Soc. J apan  25, 214 
(1952). 

11 A.  V. Gi~ntelberg, C. r. tray. lab. Carlsberg, S~r. chim. 29, 27 (1954). - -  
A. V. Gi~ntelberg und M. Ottesen, ibid. 29, 36 (1954). 

* Mit der Formulierung Glu[NH~] wird angedeutet,  dab dieser Glutamin- 
s~urerest wahrseheinlich als Glutaminylrest, Glu(NI-I~), vorliegt. 
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die zuvor aufgekl~rte Sequenz yon 10 Aminos~ureresten in Nachbarsehaft  
der prosthetisehen Gruppe des P/erde-Cytochroms e 2, 

�9  -Lys-CyS-Ala- Glu[NI-I2]*-CyS-His-Thr-Val- Glu-Lys- . . . ,  

aueh in Schweine- und Rinder-Cytoehrom e vorliegt. 
Die Ident i tgt  einer 10 Aminos~urereste umfassenden Pept idket te  in 

Cytoehrom e aus 3 verschiedenen S/~ugetierarten ist erstaunlich mit  
Hinbliek auf die sowohl serologiseh als auch chemisch wohlbegriindete 
Ansieht, dab die allermeisten Proteine Artspezifits zeigen. Andererseits 
ist der Befund vSlliger Gleiehheit der Dekapeptidsequenz bei Pferd, 
1%ind und Sehwein insofern befriedigend, als sieh diese doeh in unmittel- 
barer N/~he der prosthetisehen Gruppe des Cytoehroms e befindet, fiir 
die enzymatisehe Aktivit~t des Proteins mitentseheidend ist und somit 
die iVI6gliehkeit besteht, dab sie sich ohne Verlust ihrer SlOezifisehen 
Funktion nicht odor nut  geringfiigig abwandeln li~13t. Es bleibt freilieh 
abzuwarten, ob die Ident i tgt  der Aminoss in S~ugetier- 
eytochrom c sieh auf die Naehbarsehaft  zum Ferriporphyrin besehri~nkt 
oder als weiterreiehend erweisen wird. 

Bei der Ausfiihrung der vorliegenden Arbeit war die Kilfe, die uns 
der Vorstand unseres Insti tutes,  Herr  Prof. Dr. F. Wessely, dutch stete 
F6rderung, die Herren Prof. K. IAnderstrom-Lang und M. Ottesen dutch 
Uberlassung kristallisierten Subtilisins und die 0sterreiehische Akademie 
der Wissenschaften dutch eine Zuwendung aus den Ertr~gnissen der 
Seegen-Stif tung angedeihen lieBen, yon grSgtem Weft.  I.iierfiir sei herzlieh 
gedankt. 

Zur Kenntnis des alkalischen Zuckerabbaues. 
(IX., k u r z e  Mi t t e i lung . )  

Von 
V. Prey, E. Waldmann, H. Berbalk und F. 8ommer. 

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Teehnisehen Hochsehule IVien. 

Mit 6 Abbildungen. 

(Eingelangt am 22. Juli  1955.) 

Nach den derzeit iiblichen Ansehauungen 1, ~ t r i t t  bei der Behand- 
lung der Kohlehydrate im alkalischen iVfiheu ein Abbau fiber C2- , C3-: 
C 4- und Cs-Bruchstiieke ein, der letzten Endes zu Sguren fiihr~. 

1 W. LSb und G. Pu~vermaeher, Biochem. Z. 23, 10 (1909). - -  W. L. Evans, 
R . H .  Edgar und G. P. Hot/, J. Amer. Chem. Soe. 48, 2665 ( 1 9 2 6 ) . -  
O. Schmidt, Chem. t~ev. 17, 137 (1935). - -  H. Fredenhagen und K . F .  Bon. 


