Cytochrom e.

I. Uber die der prosthetischen Gruppe benachbarten Amino-
séurereste*,

Von

H. Tuppy und G. Bodo.
Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitit Wien.
Mit 3 Abbildungen.
(Hingelangt am 12. April 1954.)

In Cytochrom c sind Apoferment und prosthetische Gruppe
miteinander durch zwei Cysteinreste verkniipft, die vermittels
ihrer Amino- und Carboxylgruppen peptidisch in die Eiwei8-
komponente eingebaut sind, wihrend ihre Sulfhydrylgruppen
an die Doppelbindungen in den Seitenketten 2 und 4 eines
Protohdmatinmolekiils unter Ausbildung von Thiodtherbriicken
angelagert sind. Es wird gezeigt, dall die mit dem Héamatin
verkniipften Cysteinreste im Apoferment eingefiigt in die
Aminoséuresequenzen

... Lys-CyS-Ala-Glu ... und ... Glu-CyS-His . . .**
vorliegen. Die Imidazolgruppe des in der Sequenz Glu-CyS-His
vorkommenden Histidinrestes stellt vermutlich eine der beiden
,»ham-gebundenen‘ und fir die Himochromogennatur des Cyto-
chroms ¢ verantwortlichen Gruppen dar.

Wihrend in anderen Hémoproteiden, in Katalase und Peroxydase,
in Hédmoglobin und Myoglobin, zwischen prosthetischer Gruppe und
Fiweilkomponente eine verhidltnismiBig lockere Verkniipfung besteht,
sind diese in Cytochrom c¢ in stabiler Weise durch zwei Thiodtherbriicken

* Herrn Prof. Dr. L. Ebert zum 60. Geburtstag gewidmet.

**% Zur Bezeichnung der Aminosdurereste bedienen wir uns hier und
im folgenden der von Brand und Hdsall® vorgeschlagenen Abkiirzungen.
(Cy8), bedeutet Cystin-, CySH Cystein-, CyS Halbeystin- und CySO,H
Cysteinsdure- (§-Sulfoalanin-} Reste.

1 K. Brand und J.T. Edsall, Ann. Rev. Biochem. 16, 224 (1947).
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verbunden. Deren Ausbildung ist nach Theorell? 3 und Zeile*: 5 darauf
zuriickzufiihren, daB die Sulfhydrylgruppen zweier Cysteinreste der
EiweiBkomponente an die zwei ungesittigten Seitenketten 2 und 4
eines Ferriprotoporphyrinmolekiils angelagert sind. Die aus einem
Porphyrin- und zwei Cysteinmolekillen zusammengesetzte und als
,,Porphyrin ¢ bezeichnete Verbindung konnte von Theorell? und von
Zeile* aus Hydrolysaten des Cytochroms ¢ isoliert werden. Die von
ihnen aufgestellte Strukturformel? ¢ wurde kirzlich von Paul® in einer
neuverlichen Untersuchung als richtig befunden.
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Abgesehen von den Thiodtherbindungen zwischen Himatin und
Apoenzym, ist in Cytochrom ¢ eine Verkniipfung des Eisenatoms der
prosthetischen Gruppe mit zwei wahrscheinlich stickstoffhaltigen Gruppen
der Eiweilkomponente anzunehmen. Die Natur dieser beiden ,him-
gebundenen Gruppen® wurde vor allem von Theorell und seinen Mit-
arbeitern eingehend bearbeitet und diskutiert®-1, Diese Autoren kamen
auf Grund der Ergebnisse spektrophotometrischer, titrimetrischer und
magnetochemischer Untersuchungen sowie gewisser Analogien zu den

* H. Theorell, Biochem. Z. 298, 242 (1938).

8 H. Theorell, Enzymologia 6, 88 (1939).

* K. Zeile und H. Meyer, Z. physiol. Chem. 262, 178 (1939).

5 K. Zeile und H. Meyer, Naturwiss, 27, 596 (1939).

8 K.@. Poul, Acta Chem. Scand. 5, 379, 389 (1951).

" H. Theorell und A. Akeson, J. Amer. Chem. Soc. 63, 1804, 1812, 1818,
1820 (1941).

8 H. Theorell, Adv. Enzymol. 7, 265 (1947).

® E. Boeri, A. Ehrenberg, K.G. Paul und H. Theorell, Biochim. Biophys.
Acta 12, 273 (1953).

10 K.@G. Paul, Acta Chem. Scand. 8, 1178 (1949).
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Verhiltnissen beim Himoglobin zur Uberzeugung, daB mindestens eine
der zwei ham-gebundenen Gruppen, vermutlich jedoch beide, Imidazol-
gruppen von Histidinresten sind.

Die in der vorliegenden Mitteilung beschriebenen Versuche hatten
zum Ziel, die Natur jener Aminosdurereste zu bestimmen, die in Cyto-
chrom ¢ den beiden an das Porphyrin gebundenen Cysteinresten be-
nachbart sind. Besonderes Interesse galt der Frage, ob sich unter ihnen
etwa auch Histidinreste befinden, deren Imidazolgruppen der prostheti-
schen Gruppe gentigend nahe wiren, um fiir eine Bindung an das Hiamatin-
Eisen in Frage zu kommen.

Pferde-Cytochrom ¢ wurde mit Séure partiell hydrolysiert. Porphyrin ¢
und Peptide des Porphyrins ¢ lieBen sich von den im Hydrolysat in
groBer Menge vorkommenden freien Aminosiuren und porphyrinfreien
Peptiden durch Adsorption an Talk abtrennen. Mit Hilfe der Silbersalz- -
methode, die Paul erfolgreich zur Spaltung des intakten Cytochroms e
in Ferrihimatoporphyrin einerseits und freies Apoprotein anderseits
angewendet hattel® 11 wurden hierauf aus Porphyrin ¢ und seinen
Peptiden unter Sprengung der Thiodtherbriicken Cystein und Cystein-
peptide in Freiheit gesetzt. Oxydation mit Perameisensidure verwandelte
diese in Cysteinsiure und Cysteinsdurepeptide. Das Peptidgemisch
wurde nun der Tonophorese unterworfen, die dabei erhaltenen Fraktionen
papierchromatographisch in ihre einzelnen Komponenten aufgetrennt.
Es erwies sich, daB von den hierbei gefundenen und néher charakterisierten
Peptiden der Cysteinsiure 4 Dipeptide und 3 Tripeptide ihren
Ursprung in 2 Aminosduresequenzen, ...Lys-CyS-Ala-Glu... und
...Glu-CyS-His..., hatten. Nur ein fiinftes gefundenes Dipeptid,
Ala-CySO,H, lieS sich aus keiner der beiden Sequenzen herleiten. Es
konnte jedoch mit groBer Wahrscheinlichkeit gezeigt werden, daB8 dieses
Peptid seine Entstehung einer unvorhergesehenen Umlagerung verdankt:
Denn die firr diesen Zweck synthetisch dargestellten Peptide r.-Cystinyl-
di-r-alanin und 1-8-Sulfoalanyl-r-alanin (CySOzH-Ala) erfahren, wenn
sie den fiir die partielle Hydrolyse des Cytochroms ¢ gewéhlten Bedin-
gungen unterworfen werden, zum Teil eine Umwandlung in 1-Alanyl-
L-cysteinsidure bzw. Di-L-alanyl-L-cystin.

Material und Methoden.

Cytochrom c. TFir die Darstellung von Cytochrom ¢ mit einem Hisen-
gehalt von 0,349, ans Pferdeherzmuskel hielten wir uns an die Angaben
von Keilin und Hartree'® 13, fanden allerdings héufig einen etwas niedrigeren

11 K. Q. Paul, Acta Chem. Scand. 4, 239 (1950).

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

13 D, Keilin, und E. F. Hartree, Biochemic. J. 89, 289 (1945).
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Eisenwert. Dieses Cytochrompréparat wurde far die ersten Versuche wver-
wendet und ergab die gleichen Ergebnisse wie das spédter ausschlieBlich
eingesetzte Produkt hoheren Reinheitsgrades. Die weitere Reinigung er-
folgte nach Margoliash* mit Hilfe des Tonenaustauschers Amberlite TRC-50.
Auf diese Weise wurde regelmifig, auch wenn das der Reinigung zugefithrte
Cytochrom ¢ einen niedrigeren Eisengehalt als 0,349 hatte, ein Endprodukt
mit 0,42 bis 0,449 Fe gewonnen. Die durch Eluieren des Jonenaustauschers
erhaltene ammoniakalische Cytochrom c-Lésung wurde nach Filtration im
gefrorenen Zustand getrocknet.

Die Bestimmung des Eisengehaltes erfolgte durch Messung der Extinktion
des in 0,02 m sek.-Natriumphosphatlosung mit Natriumdithionit reduzierten
Cytochroms ¢ im Beckman-Spektrophotometer bei 550 my und einer Spalt-

breite von 0,015 mm. Bei der Berechnung fand der von Theorell und Akeson”
angegebene Extinktionskoeffizient (¢ = 2,84 - 10%) Verwendung; das Trocken-
gewicht des Cytochroms ¢ wurde bei 105° bestimmt.

Partielle Hydrolyse des Cytochroms c. 500 mg Cytochrom ¢ wurden in
10 com Wasser geldst und mit 80 com ausgekochter 20%iger Schwefelsidure
versetzt. Die Mischung wurde, in einem evakuierten Bombenrohr einge-
schmolzen, 4 Stdn. lang auf 100° erhitzt. Fiir die Hydrolyse bedienten wir
uns verd. Schwefelsdure, weil bei deren Verwendung (wie schon von Zeile
und Meyert beschrieben worden ist, die mit ihrer Hilfe Cytochrom ¢ er-
folgreich zu Porphyrin ¢ abgebaut haben) die Farbstoffkomponente des
Cytochroms ¢ in geringerem Malle Zersetzung erleidet als unter der Ein-
wirkung von konz. Salzsdure bei 37°. Die schwefelsaure Liosung, deren Farbe
im Verlaufe der 4stiind. Hydrolyse von braunrot nach violettrot umgeschlagen
war, wurde nach Erkalten mit konz. Natronlauge auf ein pH von 3 bis 4
gebracht; dabei flockte ein brdunlichroter Niederschlag aus. Allenfalls
auskristallisierendes Natriumsulfat brachten wir durch Wasserzusatz wieder
in Lésung. Nun wurden 10 g Talk, der zuvor mit 1 n Ammoniak, dann mit
Wasser, hierauf mit 1 n Salzsdure und zuletzt wieder sorgféltig mit Wasser
gewaschen worden war, in ein Chromatographierohr von 3 cm Durchmesser
eingeschlémmt. Das schwach saure Hydrolysat des Cytochroms ¢ mit dem
ausgeflockten Niederschlag wurde unter Verwendung eines geringen Unter-
druckes durch die etwa 2 cm hohe Talksiiule gesaugt, wobei die gefirbten
Bestandteile, Derivate des Porphyrins ¢, teils durch Filtration, teils durch
Adsorption quantitativ am Talk zuriickgehalten wurden. Von der mit 50 ccm.
0,001 n HCI und anschlieBend mit 150 com Wasser salzfrei gewaschenen Séule
wurden die Porphyrinderivate mit etwa 10 cern wilr.-alkohol. Ammoniaks
(2 cern konz, NH, in 100 cem 50%igem Athanol) eluiert. Das dunkelrote
Eluat wurde im Exsikkator iiber konz. Schwefelsdure zur Trockene gebracht.

Spaltung der Thiodtherbindungen. Das die Porphyrin c-Peptide ent-
haltende trockene Produkt wurde in 4 cem Wasser geldst, mit 8 cem Risessig
versetzt und nach Zusatz einer Losung von 200 mg Silbersulfat in 25 cem
Wasser 9 Stdn. lang unter Lichtausschiul auf 50° erhitzt. Dabei fiel all-
méhlich eine geringe Menge eines braunen Niederschlages aus.

Retnigung und Oxydation der Cysteinpeptide. Die Aufarbeitung der vom
Porphyrin losgelésten Cysteinpeptide lie sich auf zweierlei Art bewerk-
stelligen :

A. Urspriingliches Verfahren. Die dunkelrote silbersalzhaltige Losung
wurde mit 175 cem 209,iger Essigsdure, welcher 5%, Phenol zugesetzt worden

1 E. Margoliash, Nature 170, 1014 (1952).
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war, verdiinnt und auf zirka 50° erwédrmt. In die Mischung wurde nun in
langsamem Strom Schwefelwasserstoff eingeleitet. Der Zusatz von Essig-
sdure und Phenol vor der Abscheidung des Silbers erwies sich als unbedingt
erforderlich, weil in deren Abwesenheit die Cysteinpeptide am ausfallenden
Sulfid adsorbiert werden. (Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit
Hamoirs Beobachtung's, dal Cystein von Silbersulfid bevorzugt festgehalten
wird. Phenol und Essigséure waren schon von T4selius, Drake und Hagdahl'®
zum Eluieren von Aminosduren und von Sanger und Tuppy'” zum Ablésen
von Peptiden von Tierkohle verwendet worden.) Die Ausfillung des Silber-
sulfids in der phenolhaltigen Lésung ging trédge vonstatten und die an-
schlisBende Filtration bereitete meistens Schwierigkeiten. Das rotlich ge-
farbte Filtrat wurde im Vak. bei einer Badtemp. von héchstens 40° auf etwa
7 cem eingedampft und dadurch vom GroBteil der Essigséure befreit. Der
Riickstand wurde hierauf mit 40 ccm Wasser aufgenommen und die rot-
braune Lésung zur Entfernung des Phenols und eines Teiles des Farbstoifes
mit 15 cem Chloroform ausgeschiittelt. AnschlieBend muBte der wiBr.
Losung noch die aus dem Silbersulfat stammende Schwefelssure durch
3maliges Ausschitteln mit je 0,25 cem Tri-n-octylamin in 15 ecm Chloroform
entzogen werden!s, Die nunmehr gegen Kongorot neutral reagierende
Fliissigkeit wurde noch 2mal mit je 10 cem Chloroform und einmal mit 15 cem
Ather ausgeschiittelt und dann zur Trockene eingedampft. Der Riickstand
wurde in 4 ccm 879,iger Ameisensiure geldst und zur Oxydation der Peptide
des Cysteins zu solchen der Cysteinsdure'® mit 0,4 cem Perhydrol versetzt.
Die Reaktionsmischung blieb 20 Min. bei Zimmertemp. stehen, wurde dann
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und im Vak. zur Trockene
gebracht.

Zur Entfernung restlichen Farbstoffes wurde das erhaltene Produkt in
2,56 cem 59%iger Essigsdure aufgenommen, durch eine zuvor mit 1n HCI
und mit Wasser gewaschene Talksdule (1 em Durchmesser, 3 cm Hohe)
filtriert und mit 10 cem 59 iger Essigsidure nachgewaschen. Das Porphyrin
blieb am Talk adsorbiert. Das Eluat, welches nur ganz schwach bréunlich-
gelb gefirbt war, wurde im Vak. zur Trockene verdampft, mit 20 cermm Wasser
aufgenommen und tropfenweise mit 1 n NH; bis zum Umschlagspunkt von
Methylrot versetzt.

B. Modifiziertes Verfahren (Oxydation der Cysteinpeptide wor der Aus-
fillung des Silbers). Die bei der Silbersulfatspaltung erhaltene Losung wurde
im Vak. zur Trockene verdampft. Der Riickstand lieB sich mit Ausnahme
eines Teiles des Silbersulfats in 5 com 879 iger Ameisensdure l6sen. Diese
Losung wurde nach Zusatz von 0,5 cem Perhydrol 20 Min. lang stehenge-
lassen, hierauf mit Wasser verdinnt, im Vak. eingetrocknet, nochmals mit
wenig Wasser versetzt und wieder zur Trockene gebracht. Der Riickstand
wurde hiersuf mit 65 ccrn Wasser von zirka 60° sorgfiltig digeriert und das
pH der Flissigkeit durch Zusatz von 2 bis 3 Tropfen 20%iger Schwefelsiure
auf ungefihr 3 gebracht. Der GroBteil des Porphyrins blieb bei dieser Be-
handlung als brauner Niederschlag ungeldst; er wurde nach Einleiten von
H,S in die Suspension gemeinsam mit dem geféillten Silbersulfid abfiltriert.

15 G, Hamoir, C. r. soc. biol. 187, 734 (1943); Chem. Abstr. 39, 35617,
16 A, Tiselius, B. Drake und L. Hagdahl, Exper. 3, 21 (1947).

17 F. Sanger und H. Tuppy, Biochemic. J. 49, 463 (1951).

18 D, E. Hughes und D. H. Williamson, Biochemic. J. 48, 487 (1951).
19 F'. Sanger, Biochemic. J. 44, 126 (1949).
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Da bei diesemn Verfahren ein Zusatz von Essigsdure und Phenol nicht er-
forderlich ist, scheidet sich das Silbersulfid rasch und in leicht filtrierbarer
Form ab. Dem stark sauren, manchmal noch etwas gelblichrot gefiarbten
Filtrat wurde (wie unter A beschrieben) mit Hilfe von Trioctylamin die
Schwefelsdure und, wenn noétig, mittels Filtration durch Talk restlicher
Farbstoff entzogen. Fiir die nun folgende Tonophorese wurde die Peptid-
16sung mit 1 n NH; neutralisiert (Umschlag von Methylrot).

Ionophoretische Trennung. Die nahezu salzfreie und weitgehend ent-
farbte Losung wurde in der von Sanger und Tuppy'” beschriebenen Weise
in einer aus vier Kammern zusammengesetzten Apparatur der Ionophorese
unterworfen. Dabei erfdhrt die Peptidmischung eine Aufspaltung in je eine
saure, neutrale und basische Fraktion. Die ionophoretische Trennung dauert
durchsehnittlich 45 Min., mitunter allerdings auch linger. Nach ihrem Ende
wurde der Inhalt der Kammer mit den neutralen Peptiden sowie auch die
basische Peptidfraktion ohne weitere Vorbehandlung im Vak. zur Trockene
verdampft und zweidimensional auf Filtrierpapier chromatographiert. Aus
der sauren Peptidfraktion mufiten jedoch meistens erst geringe Mengen
Schwefelsdure, die in sie aus dem benachbarten ,,Anodenabteil” hinein-
geraten waren, entfernt werden. Zu diesem Zwecke wurde die saure Peptid-
16sung zunidchst bei mdglichst tiefer Temp. weitgehend eingeengt; war der
sroBteil der Essigsiure entfernt, wurde der 6lige Riickstand mit Wasser
verdiinnt, die Lésung mit Tri-n-octylamin ausgeschiittelt und dann erst
zur Trockene gebracht.

Papierchromatographie. Die angewendete Methodik entspricht im wesent-
lichen der von Sanger und Twuppy'’ beschriebenen. Die beim Eindampfen
der drei Peptidfraktionen erhaltenen Riickstinde wurden in je zwei gleiche
Teile geteilt. Die beiden Hailften jeder Fraktion wurden gleichzeitig unter
genau identischen Bedingungen auf Whatman Nr. 4-Filtrierpapier zwei-
dimension absteigend verteilt. In der ersten Richtung (lingere Seite des
Papierbogens) wurde als Ldsungsmittel stets Phenol, in der zweiten Richtung
{(kiirzere Seite des Bogens) bald n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5), bald
eine wassergesittigte Misechung aus gleichen Teilen Kollidin und Lutidin
verwendet. Die Entwicklung in der ersten Richtung wurde abgebrochen,
sobald das Losungsmittel am unteren Rande des Bogens angelangt war;
in der zweiten Richtung lieBen wir die Entwicklung 16 bis 18 Stdn. lang
vor sich gehen, unbeschadet dessen, dafl das Losungsmittel nach Erreichen
des Papierrandes von diesem abtropfte. Die getrockneten Filtrierpapier-
bégen wurden zur Lokalisierung der Peptide nach 15min. Erhitzen auf 105°
unter der UV-Lampe betrachtet: Dabei gaben sich gewdhnlich die meisten
Aminosduren und Peptide, allerdings auch manche ninhydrinnegative,
verunreinigende Substanzen durch Fluoreszenz zu erkennen??., Das eine
der beiden paarweise entwickelten Chromatogramme wurde anschlieBend
mit einer 0,025%igen alkohol. Ninhydrinlésung besprengt und vorsichtig
erwérmt. Die Kombination von Fluoreszenz und Ninhydrinfirbung er-
moglicht es, aus beiden Papierchromatogrammen die Stellen, an denen die
Peptide lokalisiert sind, korrekt auszuschneiden. Die aus dem mit Ninhydrin
behandelten Bogen eluierten Peptide wurden mit 5,7 n HCI (15 Stdn. bei 105°)
total hydrolysiert, die dabei freigesetzten Aminoséuren durch eindimensionale
Papierchromatographie identifiziert. In den aus dem zweiten Chromatogramm
eluierten Peptiden wurden die N-terminalen Aminosdurereste mit der

2 D. M. P. Phillips, Nature 161, 53 (1948).
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Dinitrofluorbenzol-Methode?! (unter Verwendung von Tridthylamin®? an
Stelle des frither ublichen Bikarbonats) bestimmt. In Peptiden, die in
gréBerer Menge vorlagen, konnten die amino-endstéindigen Aminosédurereste
auch dann noch festgestellt werden, wenn das Chromatogramm, von dem
jene stammten, vorher mit 0,025%iger Ninhydrinlésung besprengt worden
war. Fir die Hydrolyse der Dinitrophenyl- (DNP-) Peptide erwies sich im
allgemeinen ein 5stiind. Erhitzen mit 5,7 n HCl auf 105° als zureichend.
(Die zu Zwecken der Hydrolyse verwendete Salzsdure war vorteilhaft zuvor
2mal iiber SnCl, destilliert worden.) Die #therloslichen DNP-Aminoséuren
wurden durch Chromatographie auf Papierstreifen, die mit Phthalatpuffer
imprigniert worden waren, mit tert.-Amylalkohol als Verteilungsmittel
identifiziert®, Die #therunldslichen DNP-Derivate (DNP-Cysteinséure,
im-DNP-Histidin, ¢-DNP-Lysin usw.) konnten durch gewdhnliche Papier-
chromatographie mit n-Butanol-Eisessig-Wasser?’, Butanol-Pyridin-Wasser
(3:2:3) oder Phenol als Losungsmittel voneinander getrennt und unter-
schieden werden. Es erwies sich iibrigens, dafl der fir die DNP-Methode
gebrauchte Ather unbedingt peroxydfrei sein muf.

Synthese won  L-COystinyl-di-L-alanin  und  L-B-Sulfoalanyl-L-alanin
(CySO,H-Ala). Zur Darstellung des Cystinyl-di-alanins fand die Methode
der Peptidsynthese von Boissonnas®, Wieland? und Vaughan® Anwendung.
Die Oxydation des Cystinpeptids zum Peptid der Cysteinsdure erfolgte nach
Toennies und Homiller mit Perameisenséure!? 27,

Di-carbobenzozy-L-cystinyl-di-L-alanindthylester. 4,94 g (0,01 Mol) Di-
carbobenzoxy-L-cystin2, gelést in 10 cem absol. Tetrahydrofuran, wurden
nach Zusatz von 2,86 g (0,02 Mol) Tri-n-propylamin mit einer Bis-Kochsalz-
Mischung auf -— 12° gekiihlt. Dann wurden tropfenweise 2,16 g (1,9 cem;
0,02 Mol) Chlorkohlensiureithylester und nach weiteren 10 Min. bei — 12°
langsam 2,6 g (0,022 Mol) r-Alanindthylester?® zugegeben. Die Mischung
wurde hierauf noch einige Min. in der Kélte und dann 16 Stdn. lang bei
Zimmertemp. stehengelassen, wobei sie allmahlich infolge Abscheidung
langer weiBler Kristallnadeln erstarrte. Bei Erhitzen der Reaktionsmischung
mit 200 ccm Essigester ging die Kristallmasse in Losung. Die noch etwas
warme Losung wurde mit 50 cem 5%iger Sodaldsung ausgeschiittelt. Beim
anschlieBenden Waschen der Essigesterlosung mit Wasser fiel ein groBer
Teil des' Carbobenzoxy-cystinyl-di-alaninesters in kristallisierter Form aus;
er wurde abgesaugt und nacheinander mit 95%igem Athanol, mit Wasser
und nochmals mit Alkohol gewaschen. Um den Rest des Reaktionsproduktes
zu gewinnen, wurde die durch Absaugen von der auskristallisierten Substanz
befreite Essigesterlésung mit Wasser, 1 n HCl und wieder mit Wasser ge-
waschen, mit CaCl, getrocknet und im Vak. zur Trockene verdampft. Der
3mal mit je 20 ccm kaltem Alkohol digerierte Riickstand wurde mit dem

21 F. Sanger, Biochemic. J. 89, 507 (1945).

22 P Sanger und H.O. P. Thompson, Biochemic. J. 53, 353 (1953).

23 S, Blackburn und A. Q. Lowther, Biochemic. J. 48, 126 (1951).

2 R, A. Boissonnas, Helv. Chim. Acta 34, 874 (1951).

25 Th. Wieland und H. Bernhard, Ann. Chem. 5§72, 190 (1951).

2 J. R. Vaughan, J. Amer. Chem. Soc. 78, 3547 (1951). — J. R. Vaughan
und R. L. Osato, ibid..74, 676 (1952). ’

27 (. Toennies und R. P. Homiller, J. Amer. Chem. Soc. 64, 3054 (1942).

28 M. Bergmann und L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 (1932).

29 F, Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 442 (1901).
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zuvor abgesaugten Produkt vereinigt und aus 60 cem 95%igem Alkohol
umkristallisiert. Nach ldngerem Stehen im Eisschrank wurde die aus weilen
Nadeln bestehende Kristallmasse abgesaugt. Ausbeute 4,95 g (709, d. Th.).
Schmp. (im Kofler-Mikroschmp.-Apparat) 164 bis 170°. Nach Umkristalli-
sieren aus Hssigester, dann aus absol. Methanol und Trocknen bei 100°
im Vak. schmolzen die Kristallnadeln bei 168,5 bis 170,5°.

CypH 1,04, N,S,. Ber. S 9,07. Gef. S 8,78.

Di-carbobenzoxy-L-cystinyl-di-L-alanin. 4,4g des Esters wurden in
70 ccmn warmern Dioxan geldst. Zu der auf Zimmertemp. abgekiihlten Lésung,
aus der sich ein Teil des Esters wieder abgeschieden hatte, wurden langsam
unter Schiitteln 13,9 ccm 1 n NaOH (109, Uberschu8) hinzugefiigt, Im Ver-
lauf von zirka 15 Min. ging der ungeldste Teil des Esters in Lésung und es
trat leichte Gelbfirbung ein. Als nach 30 Min. eine Probe der Ldsung nach
Wasserzusatz fast keine Ausscheidung unverseiften Esters mehr zeigte,
wurde das pH durch Zugabe von 10cem 1n HCL auf 6 gebracht und die
Losung im Vak. auf 20 cem eingeengt. Das dabei ausgeschiedene weiBe
Produkt ging bei Zusatz von 50 cem gesattigter NaHCO,-Losung bis auf
einen kleinen Rest, der abfiltriert wurde, in Losung. Das bikarbonat-alkalische
Filtrat wurde mit HEssigester 3mal ausgeschiittelt, nochmals filtriert und
nach Vertreiben des in ihr gelosten Essigesters durch kurzes Aufkochen
mit Salzsdure (1:1) auf pH 1 gebracht. Dabei fiel ein weiller gallertiger
Niederschlag aus. Dieser wurde nach 12stiind. Stehen im Bisschrank abge-
saugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ausbeute 2,25 g (569 d. Th.).
Ein kleiner Teil dieses Produktes wurde zur weiteren Reinigung mit siedendem
Alkohol behandeit; nach Abfiltrieren von ein wenig Ungeldstem wurde das
klare Filtrat mit einem gleichen Volumen Wasser versetzt. Beim Abkiithlen
schieden sich lange weile Nadeln, die nach Trocknen bei 100° (im Vak.),
bei 190 bis 194° (Kofler) schmolzen.

CyeH5,010N,S,. Ber. § 9,85. Gef. S 9,54.

L-Cystinyl-di-L-alanin. Die Abspaltung der Carbobenzoxy-Gruppen
erfolgte nach Loring und du Vigneaud?®® mit Natrium in fliss. NH,. In eine
mit Trockeneis-Aceton-Mischung gekiihlte Lsung von 1,8 g Di-carbobenzoxy-
oystinyl-di-alanin in 25 cem fliiss. NH; wurden allmihlich kleine Stiicke
Natrivmmetall unter Umschiitteln eingetragen. Dabei schied sich nach
und nach ein weiller Niederschlag ab. Das Ende der Reaktion gab sich
dadurch zu erkennen, daf die durch geldstes Natrium hervorgerufene Blau-
farbung der Reaktionsmischung einige Min. lang anhielt. Die zugesetzte
Menge Natrium betrug etwa 0,45 g. Nun wurde der fliiss. NI, abgedampft.
Letzte Reste Ammoniaks lieBen sich durch Evakuieren, Aufnehmen des
Riickstandes in wenig Eiswasser und nochmaliges Evakuieren entfernen.
Dann wurde das Reaktionsprodukt unter Eiskiihlung in wenigen cem Wasser
gelost und mit konstant siedender Jodwasserstoffsdure (zirka 3 cem) auf
pH 3 gebracht. Die nach Eindampfen der Lésung im Vak. zuriickbleibende
Masse wurde mit 50 eccm absol. Athanol sorgfiltig digeriert, das ungeldste
Produkt durch Zentrifugieren abgetrennt und nochmals mit 20 cem absol.
Alkohol gewaschen. Der so erhaltene feste weile Korper wurde mit 5 eem
Wasser aufgenommen. Er ging hierbei zum gréfiten Teil in Lésung. Nun
wurde zur Oxydation der Sulfhydryl- zu Disulfidgruppen Luft durchperien
gelassen, bis die Farbreaktion auf Thiole mit Natriumnitroprussid negativ

30 H. 8. Loring und V. du Vigneaud, J. Biol. Chem. 111, 385 (1935).
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war. Wihrend der Oxydation nahm der anfangs nur geringe weille Nieder-
schlag von ©r-Cystinyl-di-L-alanin an Menge bedeutend zu. Nach Zusatz
von weiteren 5 ccm Wasser wurde zum Sieden erhitzt und das Cystinyl-
di-alanin nach 16stiind. Stehen im Eisschrank abgesaugt, 3mal mit etwas
Wasser und einmal mit Alkohol gewaschen. Ausbeute 0,27 g (269, d. Th.).
Wurde die Mutterlosung zur Trockene verdampft, erhielten wir weitere 0,17g
eines weniger reinen Produktes. Zur weiteren Reinigung wurden 0,27 g
des umkristallisierten Peptids in 6 ccrn Wasser unter Zusatz von 3 Tropfen
konz. HCl gelost; nach Entfernung unléslicher Verunreinigungen durch
Zentrifugieren wurde die klare Flissigkeit mit Hilfe von 1 n NH, wieder
auf ein pH von 5 bis 6 gebracht. Die Kristalle, die sich langsam ausschieden,
wurden nach 2tégigem Stehen im Eisschrank abgesaugt, mit wenig Wasser
und mit Alkohol gewaschen und bei 100° im Vak. getrocknet. Ausbeute
0,20 g.
CypH,,06N,S,. Ber. 8 16,76. Gef. S 16,48,

[« = —137° (5%ige Losung in 1n HCI).

L-B-Sulfoalanyl-L-alanin (L-OySOH-L-Ala). 50 mg L-Cystinyl-di-L-alanin
wurden mit einer Mischung von 0,1 cem Perhydrol und 0,9 cem 87%iger
Ameisensidure versetzt. Das Peptid loste sich rasch unter Erwérmung des
Reaktionsgemisches auf. Nach 15 Min. Stehen bei Zimmertemp. wurde die
Lésung mit 0,5 com Wasser versetzt und in einem Exsikkator zur Trockene
gebracht. Der Riickstand wurde nochmals mit etwas Wasser aufgenommen
und wieder eingetrocknet. Das Cysteinsdurepeptid bildete eine farblose,
kristallisierbare, jedoch #uBerst hygroskopische Masse. HEs war papier-
chromatographisch einheitlich (Fleck Nr. 3 in Abb. 3).

Versuche zur Umlagerung von L-B-Sulfoalanyl-L-olanin (CySOH-Ala)
und L-Cystinyl-di-L-alanin. Jedes der beiden Peptide wurde sowohl mit
209%,ger Schwefelsdure als auch mit stark verd. Schwefelsdure behandelt.
Es wurden jeweils 250 ug Peptid in 0,1 bis 0,15 cem schwefelsaurer Losung,
in eine (laskapillare eingeschmolzen, 4 Stdn. lang auf 105° erhitzt. Dann
wurden die Lésungen aus den Kapillaren herausgeblasen, mit Wasser auf
zirka 1 cem verdiinnt, zur Entfernung der Schwefelsdure mit einer Lésung
von Tri-n-octylamin in. Chloroform ausgeschiittelt und schlieBlich zur Trockene
verdampft. Bei den Umlagerungsversuchen mit Cystinyl-di-alanin schlof
sich hieran noch eine Oxydation des trockenen Riickstandes mit einer Misechung
von 10 yl Perhydrol und 100 ul 87%iger Ameisenséure (20 Min. bei Zimmer-
temp.).

Zuletzt wurde mit Hilfe der zweidimensionalen Papierchromatographie
festgestellt, ob und in welchen Mengen in den Reaktionsprodukten das dem
unverinderten Peptid entsprechende 1-CySO,H-L-Ala, das durch Umlagerung
entstehende Dipeptid 1-Ala-L-CySO,H sowie die durch Hydrolyse gebildeten
freien Aminosauren CySO,H und Ala vorhanden waren. Diese vier Substanzen
lieBen sich auf halben Bégen Whatman Nr. 4-Filtrierpapier mit Phenol-
0,3% NH,-HCN und n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) als Losungsmittel
klar voneinander trennen (Abb. 3).

Ergebnisse.

Aus den in Cytochrom ¢ durch Thiodtherbindungen mit der prostheti-
schen Gruppe verkniipften Cysteinresten entstehen durch die im vorher-
gehenden Abschnitt beschriebene lingere Prozedur Cysteinsdure und
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Cysteinsdurepeptide. Nach der Tonophorese ihres Gemigches finden sich
Peptide der Cysteinsdure teils in der sauren, teils in der neutralen Fraktion.
Die basische Fraktion, in der Cysteinsiure nur dann vorkommen kénnte,

Fe-Wert (Prensl/0.3 % M/ HEW)
4 23 24

7 4.2 2 7.7
T T

T r

em (7 - Butanol/ Esspgsinre)
S S
T T
o

Do
>
T

Abb. 1. Chromatogramm der sauren Peptidfraktion A. Vgl. Tabelle 1.

wenn sie mit zwei basischen Aminosiiuren in einem Peptid verbunden
wire, war hingegen cysteinsdurefrei. Die Abb. 1 und 2 stellen Papier-
chromatogramme der sauren und neutralen Fraktion dar. Die bei der
nidheren Untersuchung ihrer Komponenten erhaltenen Resultate sind
in den Tabellen 1 und 2 wiedergegeben.

R -Wert [Fhenol/ 0.5 % Nz /HEN)

4 22 24 0.6 a0 7.0
R T T T =T
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em(,4,6-Collidin /2,4 - Lutidin/Wasser)
% N
4 N
T T

N
<

Abb. 2, Chromatogramm der neutralen Peptidfraktion M. Vgl. Tabelle 2.

Die in den Tabellen iibersichtlich zusammengestellten Frgebnisse stammen
nicht von einem einzigen Versuch, sondern sind im Verlaufe wiederholter
Bemiihungen erarbeitet worden. In den Tabellen dient die Zahi der Kreuze { x )
neben Aminosiuren oder DNP-Aminoséuren als approximative Angabe der
Menge, in der diese chromatographisch gefunden worden sind. Eine geringe
Quantitét ist durch ein Fragezeichen (?) gekennzeichnet.
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Wie aus den Tabellen 1 und 2 hervorgeht, bestehen die saure Peptid-
fraktion (4) und die neutrale Fraktion (M) fast ausschlieBlich aus
cysteinsdurehaltigen Komponenten; neben diesen wurden blo8 noch
kleinere Mengen freier Aminoséuren (so z. B. 47, M 4, M 5) und eines
Dipeptids (M 7) als Verunreinigungen gefunden.

Die in den beiden Fraktionen untersuchten und niher charakterisierten
Peptide Lys-CySO,H (M 1), Lys-[CySO,H, Ala] (M 2), CySO;H-Ala
(44), CySO,H-[Ala. Glu] (4 3) einerseits und Glu-CySO;H (4 2),
CySOH-His (M 3), Gln-[CySO,H, His] (4 6, M 6) anderseits lassen sich
zu zwei Aminosiuresequenzen, Lys-CySO,;H-Ala-Glu und Glu-CySOH-
His, zusammensetzen.

Rr-Wert [Fhenol /0.3 % Ny /HEN)

7 42 44 426 (24 20
T T T T
~IF°
N
N
P Qo
3
< @
N4 @
3
>
S
£
§ 20t

Abb. 8. Chromatographische Trennung von CySO;H—Ala, Ala—CyS80,H, CySO;H und Ala.
Vgl. Tabelle 3.

Zusitzlich zu den vier Dipeptiden M 1, A 4, A2 und M 3, welche
eben zur Aufstellung der zwei Aminosiurefolgen verwendet worden sind,
wurde jedoch — entgegen allen Erwartungen und theoretischen Uber-
legungen — auch noch ein fiinftes, Ala-CySO;H (4 5) gefunden, welches
sich in die zwei Sequenzen nicht einordnen laBt. Ala-CySO,H. erschien
in der sauren Fraktion in wechselnder, meist geringer Menge. Dies und
die Tatsache, daf Ala-CySO,H im Peptidgemisch als Begleiter
des Isomeren, CySO;H-Ala (4 4), auftrat, legte die Vermutung
nahe, daB es ein durch Umlagerung entstandenes Artefakt ist.
Eine Umlagerung wire denkbar sowohl bereits bei  der anfinglichen
partiellen Hydrolyse des Cytochromsc¢ mit 209%iger Schwefelsiure

CyS-Ala - Ala-CyS

| | als auch erst spiter bei der weiteren
( Porphyrin Porphyrin>
Aufarbeitung (CySH-Ala — Ala-CySH oder CySOsH-Ala — Ala-CySO;H).
DaB eine Umlagerung von Dipeptiden in verdinnter S#ure eintreten
kann, haben Sanger und Thompson® kirzlich am Beispiel des Glycyl-

st . Sanger und E.O. P. Thompson, Biochim. Biophys. Acta 9, 225
(1952).
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valins demonstriert. Diketopiperazine, die bei solchen Inversionen als
Zwischenprodukte fungieren diirften, scheinen sich verhiltnismafiig
leicht in heiBer schwefelsaurer Losung zu bilden®? 33,

Um die Moglichkeit der Entstehung von Ala-CySO,H durch eine
Peptidumlagerung zu prifen, erhitzten wir die fiir diesen Zweck syntheti-
sierten Verbindungen r-Cystinyl-di-v-alanin und CySO;H-Ala in ver-
dinnter Schwefelsdure, unter Bedingungen, welche die bei der Hydrolyse
des Cytochroms ¢ und bei der Aufarbeitung der Peptide herrschenden
Verhéltnisse nachahmen sollten; in der Tat trat bei allen angestellten
Versuchen in betréchtlichem Mafle Peptidumlagerung ein (Abb. 3 und
Tabelle 3).

in schwefelsaurer

Tabelle 3. Versuche zur Peptidumlagerung

Loésung.
Endprodukse (vgl. Abb. 3)
Avsgangs- Versuchs- .
produkt bedingungen | AUROIWOE | oo g Ala CyS0,H-Ala | Ala-CyS0,0
Fleck 1 2 | g% gt
Cy8-Ala 20%,ige Oxydation
[ H,80,, mit XX XX | X XXX X X X
CyS-Ala 4 Stdn., 105° | HCOOOH
CyS-Ala verd. H,S0,, | Oxydation
! pH 1,5, mit Spur Spur X X X X
CyS-Ala 4 Stdn., 105° | HCOOOH :
209%ige :
CyS0O,H-Ala | H,S0,, X X X X X X X X X
4 Stdn., 105° :
verd. H,80,, |
CySO,H-Ala | pH 2,5, Spur Spur | X X X X
4 Stdn., 105° i

Dieser Befund stellt zwar noch keinen absoluten Beweis, wohl aber

eine kraftige Stiitze fiir die Annahme dar, dafl das Dipeptid Ala-CySO,H,
welches sich in die Aminoséuresequenzen Lys-CySO,H-Ala-Glu und
Glu-CySO,H-His nicht einfigen lieB, ein durch Umlagerung entstandenes

8 H. Abderhalden und E. Komm, Z. physiol. Chem. 139, 147 (1924).

88 R. Hirohata, Y.Kanda, M.Nakamura, N.Izumiya, A.Nagamatsu,
T.0no, S.Fujii und M. Kimitsuki, Z. physiol. Chem. 295, 368 (1953).

* Gab mit Ninhydrin eine gelbe und erst nach lingerem Erhitzen violette
Farbung; nach Dinitrophenylierung und Hydrolyse wurden DNP-CySO,H
und freies Ala gefunden.

** Gab mit Ninhydrin eine schwache violette Farbung; nach Dinitro-
phenylierung und Hydrolyse wurden DNP-Ala und freie CySO,H gefunden.
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Artefakt ist. Die immer noch bestehende Unsicherheit konnte schlieBlich
in weiteren Untersuchungen iiber die Struktur des Cytochroms ¢, tber
die spiter berichtet werden wird®, beseitigt werden: Unter Abbau-
bedingungen, die keine Moglichkeit zu Peptidumlagerungen boten,
wurde das Peptid Ala-CySO,H nicht mehr gefunden und die Richtigkeit
der hier angegebenen Aminosdurefolgen bestitigt.

Bs ist somit der sichere Schluf zulidssig, daBl in jener Region der
EiweiBkomponente des Cytochroms ¢, die sich in unmittelbarer Néhe
der prosthetischen Gruppe befindet, Aminoséurereste zu den Sequenzen
Lys-CyS-Ala-Glu und Glu-CyS-His zusammengefiigt vorliegen, wobei
die in ihnen enthaltenen Halbcystinreste jene sind, deren Schwefelatome
durch Ausbildung von Thiodtherbriicken die Verkniipfung von Protein-
anteil und prosthetischer Gruppe bewerkstelligen. Es kann allerdings
derzeit nicht entschieden werden, welche der beiden Aminosiuresequenzen
mit der Seitenkette 2 und welche mit der Seitenkette 4 des Ferriporphyrins
der prosthetischen Gruppe verbunden ist.

Einer gesonderten Beachtung wert ist die Tatsache, dall einer der
Histidinreste des Cytochroms ¢, deren es nach Theorell und Akeson?
insgesamt drei gibt, in direkter Verbindung mit einem der beiden
hiimatingebundenen Halbeystinreste und somit in unmittelbarer Nachbar-
schaft zur prosthetischen Gruppe selbst steht. Dies 146t vermuten, daf
es sich bei der Imidazolgruppe dieses Histidinrestes um eine der beiden
mit dem Eisenatom der prosthetischen Gruppe verkniipften und fiir das
Himochromogenspektrum des Ferments verantwortlichen Gruppen des
Proteins handelt.

Die Mikro-S-Analysen wurden von Dr. G. Kainz im Mikroanalytischen
Laboratorium des II. Chemischen Instituts ausgefithrt.

Fiir sein férderndes Interesse an dieser Arbeit sind wir dem Vorstand
unseres Institutes, Herrn Prof. Dr. F. Wessely, zu grofem Dank ver-

pilichtet.
Einer von uns (H. 7T.) dankt fiir die Hilfe, die ihm von der Oster-

reichischen Akademie der Wissenschaften aus den Mitteln der Seegen-
Stiftung gewdhrt worden ist.

3¢ H. Tuppy und G. Bodo, Mh. Chem. 85 (1954), im Druck,



