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In Cy~ochrom c sind Apoferment und prosthetische Gruppe 
miteinander durch zwei Cysteinreste verkniipft, die vermittels 
ihrer Amino- und Carboxylgruppen peptidisch in die Eiwei~- 
komponente eingebaut sind, w-~hrend ihre Sulfhydrylgruppen 
an die Doppelbindungen in den Seitenketten 2 und 4 eines 
Protoh~matinmolekfils unter Ausbildung yon Thio~therbrficken 
angelagert sind. Es wird gezeig~, dai3 die mit dem tt~matin 
verknfipften Cysbeinreste im Apoferment eingefiigt in die 
Aminos~uresequenzen 

� 9  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 
,,h~m-gebundenen" und for die H~mochromogennatur des Cy~o- 
chroms c veran~wortlichen Gruppen dar. 

W~hrend in anderen H~moproteiden, in Katalase  und Peroxydase,  
in t t~moglobin und Myoglobin, zwischen prosthetischer Gruppe und 
Eiweigkomponente eine verh~ltnism~Big lockere Verkniipfung besteht,  
sind diese in Cytochrom c in stabiler Weise durch zwei Thio~therbriicken 

* Herrn Prof. Dr. L.  Ebert zum 60. Geburtstag gewidmet. 
** Zur Bezeichnung der Aminos~urereste bedienen wir uns bier und 

im folgenden der yon Brand und Edsall  1 vorgeschlagenen Abkfirzungen. 
(CyS)~ bedeutet Cystin-, CySH Cystein-, CyS ttMbcystin- und CySO3tt 
Cysteins~ure- (fl-Sulfoalanin-) l~este. 

1 E.  Brand und J .  T .  Edsall, Ann. Rev. Biochem. 16, 224 (1947). 
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verbunden. Deren Ausbildung ist naeh Thsoretl ~, s und Zeile ~, 5 darauf 
zuriickzufiihren, dab die Snlfhydrylgruploen zweier Cysteinreste der 
EiweiBkomponente an die zwei unges~ttigten Seitenketten 2 und 4 
eines Ferriprotoporphyrinmolekiils  angelagert sind. Die aus einem 
Porphyrin- und zwei Cysteinmolekfilen zusammengesetzte und als 
, ,Porphyrin c" bezeichnete Verbindnng konnte yon Theorell 2 und yon 
Zeile ~ aus HydroIysaten des Cytochroms c isoliert werden. Die yon 
ihnen aufgestellte Strukturformel  3, 4 wurde k~'zl ich yon Paul  6 in einer 
neuerlichen Untersuchung gls richtig befunden. 
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Abgesehen yon den Thiogtherbindungen zwischen I Igmat in  und 
Apoenzym, ist in Cytochrom e eine Verkn/ipfung des Eisenatoms der 
prosthetisehen g ruppe  mit  zwei wahrscheinlich stiokstoffhaltigen Grulopen 
der Eiweil~komponente anzunehmen. Die Natur  dieser beiden ,,hgm- 
gebundenen Gruppen" wurde vor allem yon Theorell und seinen ~MJt- 
~rbeitern eingehend bearbeitet  und diskutiert e-lo. Diese Autoren kamen 
auf Grund der Ergebnisse spektrophotometrischer, t i trimetrischer und 
magnetochemiseher Untersuchungen sowie gewisser Analogien zu den 
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Verh~ltnissen beim H~moglobin zur ~berzeugung, daS mindestens eine 
der zwei h~m-gebundenen Gruppen, vermutlich jedoeh beide, Imidazol- 
gruppen yon Histidinresten sind. 

Die in der vorliegenden Mitteilung beschriebenen Versuehe hat ten 
zum Ziel, die Natur  jener Aminos~urereste zu bestimmen, die in Cyto- 
ch romc  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 geniigend nahe w~ren, am f/it eine Bindung an das H~matin- 
Eisen in Frage zu kommen. 

Pferde-Cytoehrom c wurde mit S~ure partiell hydrolysiert. Porphyrin c 
und Peptide des Porphyrins c lieSen sieh yon den im Hydrolysat  in 
groSer ~enge vorkommenden freien Aminosi~uren und porphyrinfreien 
Peptiden dureh Adsorption an Talk abtrennen. Mit Hilfe der Silbersalz- 
methode, die P a u l  erfolgreieh zur Spattung des intakten Cytochroms c 
in Ferrih~matoporphyrin einerseits und freies Apoprotein andersei~s 
angewendet hat te  1~ 11, wurden hierauf aus Porphyrin e und seinen 
Peptiden unter Sprengung der Thio~therbriicken Cystein und Cystein- 
peptide in Freiheit gesetzt. Oxydation mit Perameisens~ure verwandelte 
diese in Cysteins~ure und Cysteins~urepeptide. Das Peptidgemisch 
wurde nun der Ionophorese unterworfen, die dabei erhaltenen Fraktionen 
papierehromatographiseh in ihre einzelnen Komponenten aufgetrennt. 
Es erwies sich, daS yon den hierbei gefundenen und n~her eharakterisierten 
Peptiden der Cysteins~ure 4 Dipeptide und 3 Tripeptide ihren 
Ursprung in 2 Aminos~uresequenzen . . . .  Lys-CyS-Ala-Glu. . .  und 
. . .Glu-CyS-His  . . . .  hatten. Nur ein fiinftes gefundenes Dipeptid, 
Ala-CySOaH, lies sich aus keiner der beiden Sequenzen herleiten. Es 
konnte jedoch mit groSer Wahrscheinlichkeit gezeigt werden, daS dieses 
Poptid seine Entstehung einer unvorhergesehenen Umlagerung verdankt:  
Denn die fiir diesen Zweck synthetisch dargestellten Peptide L-Cystinyl- 
di-L-alanin und L-fl-Sulfoalanyl-L-alanin (CySOaH-Ala) erfahren, wenn 
sie den fiir die partielle Hydrolyse des Cytoehroms e gew~hlten Bedin- 
gungen unterworfen werden, zum Teil eine Umwandlung in L-Alanyl- 
L-cysteinsgure bzw. Di-L-alanyl-~-cystin. 

Material und Methoden. 

Cytochrom c. Fiir die Darstellung yon Cytochrom e m i t  einem Eisen- 
gehalt yon 0,34% aus Pferdeherzmuskel hiel~en wit uns an die Angaben 
von Kei l in  und Hartree 1~, 13, fanden allerdings h~ufig einen etwas niedrigeren 

11 K .  G. Paul ,  Acta Chem. Seand. 4, 239 (1950). 
13 D. Ke i l i n  u n d  E . F .  Hartree, Proc. Roy. Soe. London, Ser. ]3, 122, 

298 (1937). 
la D. Ke i l i n  und  E .  F .  Hartree, Biochemic. J. 89, 289 (1945). 
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Eisenwert.  Dieses Cytoehrompr~parat  wurde ffir die ersten Versuche ver- 
wendet  und ergab die gleichen Ergebnisse wie das sp~tter ausschlieBlich 
eingesetzte Produkt  h6heren l%einheitsgrades. Die weitere Reinigung er- 
folgte naeh MargoIiash 14 mit  t t i lfe des Ionenaustausehers Amberli te  I1%C-50. 
Auf diese Weise wurde regelm/ifiig, auch wean das der 1%einigung zugeftihrte 
Cytochrom c einen niedrigeren Eisengehalt als 0,34% hatte,  ei~ Endproduk t  
mit  0,42 bis 0,44% Fe gewonnen. Die dutch Eluieren des Ionenaustauschers 
erhaltene ammoniakalische Cytochrom c-L6sung wurde nach Fi l t ra t ion irn 
gefrorenen Zustand getrocknet. 

Die Best immung des Eisengehaltes erfolgte dureh Messung der Ext inkt ion  
des in 0,02 m sek.-NatriumphosphatlSsung mit  l~atriumdithionit  reduzierten 
Cytochroms c i m  Beckman-Spektrophotorneter bei 550 m/z und einer Spalt- 

brei te  yon 0,015 tara. Bei der Bereehmmg fund der yon Theorell und Akeson ~ 
angegebene Extinktionskoeffizient (v = 2,84- 10 ~) Verwendung; das Trocken- 
gewicht des Cytochroms e wurde bei 105 ~ bestimmt. 

Partielle Hydrolyse des Cytochroms c. 500 mg Cytoehrom e wurden in 
10 cem Wasser gelSst und mit  80 ccm ausgekochter 20~oiger Schwefels~ure 
versetzt.  Die Mischung wurde, i n  einem evakuierten Bombenrohr einge- 
schmolzen, 4 Stdn. lang auf 100 ~ erhitzt.  Ffir die Hydrolyse bedienten wit  
uns verd. Schwefels/~ure, weft bei deren Verwendung (wie schon yon Zeile 
und .~1eyer 4 beschrieben worden ist, die mit  ihrer I-Iilfe Cytochrom c er- 
folgreieh zu Porphyrin  c abgebuut haben) die Farbstoffkomponente des 
Cytochroms c in geringerem ~r Zersetzung erleidet als unter  der Ein- 
wirkung yon konz. Salzs/~ure bei 37 ~ Die sehwefelsaure L6sung, deren Farbe  
im Verlaufe der 4stfind. Hydrolyse yon braunrot  nach violet t rot  umgeschlagen 
war,  wurde nach Erkal ten mi t  konz. Natronlauge auf sin pH yon 3 bis 4 
gebraeht ;  dabei flockte ein br~iunlichroter Niederschlag aus. AllenfMls 
auskristallisierendes Natriurnsulfat braehten wit durch W~asserzusatz wieder 
in L6sung. l~un wurden 10 g Talk, der zuvor mit  ] n Ammoniak,  dann mi t  
Wasser, hierauf mit  1 n Sa]zsaure und zuletzt wieder sorgf~ltig rnit Wasser 
gewaschen worden war, in ein Chromatographierohr yon 3 cm Durchmesser 
eingesch]/~mmt. Bus schwach saute Hydrolysat  des Cytochroms e rait dem 
ausgeflockten l~iederscblag wurde unter  Verwendung eines geringen Unter-  
druckes durch die etwa 2 cm hohe Talks~tule gesaugt, wobei die geffirbten 
Bestandteile, Derivate  des Porphyrins c, tells durch Filtration, tells durch 
Adsorption quant i ta t iv  am Talk zurfickgehalten wurden. V o n d e r  mit  50 ccm 
0,001 n HC1 und ansehliel~end mit  150 ccm Wasser salzfrei gewaschenen S~ule 
wurden die Porphyrinderivate  mit  etvea 10 cem w~l~r.-alkoho]. Ammoniaks 
(2 ecru konz. N H  3 in 100 ecru 50~/oigem J~thanol) eluiert. Das d ~ k e l r o t e  
Eluat  wurde im Exsikkator  fiber konz. Schwefels~ture zur Troekene gebracht.  

Spaltung der Thioatherbindungen. Das die Porphyrin c-Peptide ent- 
haltende trockene Produkt  wurde in 4 ccm Wasser getSst, mit  8 ccm Eisessig 
versetzt  und naeh Zusatz einer LSsung yon 200 mg Silbersulfat in 25 cem 
Wasser 9 Stdn. lung unter  Lichtaussehlul3 auf 50 ~ erhitzt. Dabei fiel all- 
m~hlich eine geringe ~Ienge sines braunen Niederschlages aus. 

Reinigung und Oxydation dsr Cysteinpeptide. Die Aufarbeitung der ve to  
Porphyrin  losgelSsten Cysteinpeptide liel] sich auf zweierlei Art  bewerk- 
stelligen : 

A.  Urspri~ngliches Ver~ahren. Die dunkelrote silbersalzhaltige LSsung 
wurde mit  175 ccm 20~oiger Essigs~ure, welsher 5% Phenol zugesetzt worden 

1~ E. 2Ylargoliash, Nature 170, 1014 (1952). 
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war, verdiinnt  und auf zirka 50 ~ erwgrmt. In  die Mischung wurde nun in 
langsamem Strom Sehwefelwasserstoff eingcleitct. Der Zusatz yon Essig- 
sgure und Phenol vor  der Abscheidung des Silbers erwies sich als unbedingt  
erforderlieh, well in deren Abwesenheit die Cysteinpeptide am ausfallenden 
Sulfid adsorbiert werden. (Dieser Befund steht in Obereinstimmung mit  
Hamoi r s  Beobaehtung 15, da~ Cystein von Silbersulfid bevorzugt festgehalten 
wird. Phenol und Essigsgure waren sehon yon Tisel ius ,  Drake  und Hagdah116 
zum Eluiereu yon Aminos~iuren und yon Sanger  und T u p p y  1~ zum AblSsen 
yon Pept iden yon Tierkohle verwendet  worden.) Die Ausfgllung des Silber- 
sulfids in der phenolhaltigen L6sung ging tr~ige vonstat ten und die an- 
sehlielBende Filtra~ior~ bereitete meistens Schwierigkeiten. Des rbtlieh ge- 
f~rbte Filtrat wurde ir Vak. bei einer Badtemp. yon hbchstens 40? auf etwa 
7 ecru eingedampft und dadurch veto  GroBteil der Essigs~ure befreit. Der 
Riiokstand wurde hierauf mit  40 corn Wasser aufgenommen und die rot- 
braune L6sung zur Entfernung des Phenols und eines Teiles des Farbstoffes 
mit  15 cem Chloroform ausgeschiittelt. AnschlieBend muSte der w~il~r. 
L6sung nooh die aus dem Silbersulfat stammende Sehwefels~ure dureh 
3maliges Ausschfitteln mit  je 0,25 corn Tri-n-octylamin in 15 ccm Chloroform 
cntzogen werden is. Die nunmehr gegen Kongorot  neutral  reagierende 
Fliissigkeit wurde nooh 2real mit  je 10 ccm Chloroform und einmal mi t  15 ecru 
J~ther ausgeschOttelt und dann zur Troekene eingedampft. Der 1Riiekstand 
wurde in 4 cem 87%iger Anaeisens~iure gel6st und zur Oxydation der Peptide 
des Cysteins zu solchen der Cysteins~ure 19 mit  0,4 ecru Perhydrol  versetzt.  
Die Reaktionsmischung blieb 20 1Viin. bei Zimmertemp. stehen, wurdc dann 
mit  dem gleiohen Volumen Wasser verd~innt und im Vak. zur Trockene 
gebracht. 

Zur Entfernm~g restlichen Farbstoffes wurde des erhaltene Produkt  in 
2,5 ecm 5%iger Essigs~iure aufgenommen, durch eine zuvor mi t  1 n HC1 
und mit  ~Vasser gewasehene Talks~ule (1 cm Durehmesser, 3 cm I-I6he) 
filtriert und mit  10 ecm 5%iger Essigs~ure naehgewaschen. Des Porphyrin  
blieb am Talk adsorbiert. Des Eluat,  welches nur ganz schwach brgunlich- 
gelb gef~irbt war, wurde im Vak. zur Troekene verdampft,  mit  20 ccm Wasser 
aufgenommen und tropfenweise mit  1 n 1WI-I a bis zum Umschlagspunkt yon 
Methylrot  versetzt .  

B.  Modi]iz iertes  VerJahren (Oxydation der Cysteinpeptide ve t  der Aus- 
f~llung des Silbers). Die bei der Silbersulfatspaltung erhaltene L6sung wurde 
im Vak. zur Troekene verdampft .  I)er Riickstand lieB sieh mit  Ausnahme 
eines Teiles des Silbersulfats in 5 corn 87%iger Ameisens~ure 16sen. Diese 
L6sung wurde nach Zusatz yon 0,5 corn Perhydrol  20 Min. lang stehenge- 
lessen, hierauf mi t  Wasser verdiinnt,  im Vak. eingetrocknet, nochmals mit  
wenig Wasser versetzt  und wieder zur Trockene gebraeht. Be t  Riickstand 
wurde hierauf mit  65 ecru Wasser yon zirka 60 ~ sorgf~ltig digeriert und des 
pH der l~liissigkeit durch Zusatz yon 2 bis 3 Tropfen 20%iger Schwefels~ure 
auf ungef~ihr 3 gebracht. Der Grol~teil des Porphyrins blieb bei dieser Be- 
handlung als brauner Niedersohlag ungel6st; er wurde nach Einleiten yon 
I-I~S in die Suspension gemeinsam mit  dem gcf~illten SHbersulfid abfiltriert.  

15 G. Hamoir ,  C. r. soc. biol. 187, 734(1943); Chem. Abstr. 39, 3561 v. 
16 A .  Tiselgus, B .  Drake  und L.  Hagdahl ,  Exper.  8, 21 (1947). 
1~ F .  Sanger  und H .  T u p p y ,  Bioehemic. J .  49, 463 (1951). 
is D.  E .  Hughes  u n d  D.  H .  WiUiamson,  Bioehemic. J .  48, 487 (1951). 
19 2'. Sanger,  Biochemic. J .  44, 126 (1949). 

~onatshefte fiir Chemic. Bd. 85/4. 53 
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Da bet diesem Verfahren ein Zusatz yon Essigs~ure und Phenol nicht er- 
forderlieh ist, seheidet sich das Silbersulfid raseh und in leieht filtrierbarer 
Form ab. Dem stark sauren, manehrnal noeh etwas gelbliehrot geffirbten 
Filtrat wurde (wie unter A beschrieben) mit I-lille yon Trioetylamin die 
Sehwefels/~ure und, wenn n6tig, mittels Filtration dureh Talk restlieher 
Farbstoff entzogen. Fiir die nun folgende Ionophorese wurde die Peptid- 
15sung mi~ 1 n NI-I z neutralisiert (Umsehlag yon Methylrot). 

Ionophoretische Trennung. Die nahezu salzfreie und  weitgehend ent- 
f~rbte L6sung wurde in der yon Sanger und Tuppy  1~ besehriebenen ~ e i s e  
in einer aus vier Kammern  zusammengesetzten Apparatur  der Ionophorese 
unterworfen. Dabei erf~hrt die Peptidmischung eine Aufspaltung in je eine 
saure, neutrale und  basische Fraktion.  Die ionophoretische Trennung dauert 
durchschnittlich 45 Min., mi tunter  allerdings auch l~nger. Nach ihrem Ende 
wurde der InhMt der I4a~raner mit dan neutralen Pelotiden sowie aueh die 
basisehe Peptidfraktion ohne weitere Vorbehandlung irn Vak. zur Troekene 
verdampft und zweidimensional auf Filtrierpapier ehromatographiert. Aus 
der sauren Peptidfraktion mui]ten jedoeh meistens erst geringe lMengen 
Sehwefelsgure, die in sie aus dem benachbarten ,,Anodenabteil" hinein- 
geraten waren, entfernt werden. Zu diesem Zweeke wurde die saure Peptid- 
16sung zm~/~chst bet m6gliehst tiefer Temp. weitgehend eingeengt; war der 
Grol]teil der Essigs/iure en~fernt, wurde der 6lige l%/iekstand mit ~fasser 
verdtinnt, die L6sung mit Tri-n-octylamin ausgesehfittelt told dann erst 
zur Troekene gebraeht. 

Pctpierchromatographie. Die angewendete Methodik entsprieht im wesent- 
lichen der yon Sanger und rfuppy17 besehriebenen. Die beirn Eindampfen 
der drei Peptidfraktionen erhaltenen l%fiekst/inde wurden in je zwei gleiehe 
Teile geteilt. Die beiden I-Ifilften jeder Fraktion wurden gleiehzeitig unter 
genau identisehen Bedingungen auf V~Thatman Nr. 4-Filtrierpai)ier zwei- 
dimension absteigend verteilt. I n  der ersten l~ieht~mg (l~ingere Seite des 
Papierbogens) wurde Ms L6sungsmittel stets Phenol, in der zweiten l~iehtung 
(kiirzere Seite des Bogens) bald n-Butanol-EisessigAVasser (l  : 1 : 5), bald 
eine wasserges/ittigge Misehung aus gleiehen Teilen Kollidin und  Lutidin 
verwendet. Die Entwieklung in der ersten Riehtung wurde abgebroehen, 
sobald das L6sungsmitte] am unteren Rande des Bogens angetangt war; 
in der zweiten l~iehtung liel3en wit  die EntwieMung 16 his 18 Stdn. lang 
vor sieh gehen, unbesehadet dessen, dal3 das LOsungsmittel nach Erreiehen 
des Papierrandes yon diesem abtropfte. Die getroekneten Filtrierpapier~ 
b6gen wurden zm" Lokalisierung der Peptide naeh 15rain. Erhitzen auf 105 ~ 
unter  der iYV-Lampe betraehtet:  Dabei gaben sieh gew6hnlieh die meisten 
Aminosauren und  Peptide, allerdings aueh manehe ninhydrinnegative,  
verunreinigende Substanzen dureh Fluoreszenz zu erkennen z~ Das eine 
der beiden paarweise entwiekelten Chromatograrnme wurde ansehliel3end 
mit  einer 0,025O/oigen alkohol. Ninhydrinl6sung besprengt und vorsiehtig 
erw~t,~nt. Die Kombinat ion yon Fluoreszenz und Ninhydrinffirbung er- 
m6glieht es, atLs beiden Papierehromatogrammen die Stellen, an denen die 
Peptide lokalisiert sind, korrekt auszusehneiden. Die aus dent mit  Ninhydrin 
behandelten Bogen eluierten Peptide wurden mit  5,7 n HC1 (15 Stdn. bei 105 ~ 
total  hydrolysiert, die dabei freigesetzten Aminos~uren dureh eindinlensionale 
Papierehromatographie identifiziert. I n  den aus dem zweiten Chromatogramm 
eluierten Peptiden wurden die N-terminalen Arninos~urereste mit  der 

2o D. M.  P.  Phillips, Nature 161, 53 (1948). 
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Dinitrofluorbenzol-Methode 21 (mater Verwendung yon Tri~ithylamin 2~ an 
Stelle des frfiher iiblichen Bikarbonats) bestirnmt. I n  Pelotiden, die in 
grSl~erer 5[enge x~orlagen, konnten  die amino.endst~ndigen Aminos~turereste 
a u c h  dann  noch festgestellt werden, wenn das Chromatogramm, yon dem 
jene s tammten,  vorher rnit 0,025~oiger ~inhydrinlSsung besprengt worden 
war. Ffir die Hydrolyse der Dini tropheny]-(DIqP-)Peptide erwies sich im 
allgemeinen ein 5stfind. Erhi tzen mit  5,7 n HC1 auf 105 ~ als zureichend. 
(Die zu Zwecken der I-Iydrolyse verwendete Salzs~ure war vorteilhaft zuvor 
2real fiber SnCI 2 destilliert worden.) Die ~itherlSsliehen DNP-Aminosiiuren 
wurden durch Chromatographie auf Papierstreifen, die mit  Phthalatpuffer 
impr~igniert worden waren, mit  tert.-Amylalkohol als Verteilungsmittel 
identifiziert ~8. Die ~therunlSslichen DNP-Derivate (DNP-Cysteins~iure, 
im-Dl~lP-Histidin, e-DI~P-Lysin usw.) konnten  durch gewShnliche Papier- 
ehromatogralohie mi t  n-Butanol-Eisessig-Wasser 1~, Butanol-Pyridin-Wasser 
( 3 : 2 : 3 )  oder Phenol als LSsungsrnittel voneinander getrennt und  unter- 
schieden werden. Es erwies sich iibrigens, dal~ der fiir die DNP-Methode 
gebrauchte Ather unbedingt  peroxydfrei sein mu~. 

Synthese  yon ~ -Cys t iny l -d i -L -a lan in  u n d  L- f l .Sul]oalanyl-L-alanin  
(CySOaH-Ala ) .  Zur Darstellung des Cystinyl-di-alanins land die Methode 
cler Peptidsynthese yon Boissonnas  ~4, Wie land  ~5 u n d  Vaughan  26 Anwend~mg. 
Die Oxydation des Cystinpeptids zum Peptid der Cysteins~ure erfolgte nach 
Toennies  und Homi l ler  mit Perameisens~ure 19, 2v. 

Di.carbobenzoxy-L-cys t inyl -d i -L-alanin~thyles ter .  4,94 g (0,01 ~r Di- 
carbobenzoxy-L-cystin ~s, gelSst in 10 ccm absol. Tetrahydrofuran, wurden 
nach Zusatz yon 2,86 g (0,02 Mol) Tri-n-propylamin mit  einer Eis-Kochsalz- 
Mischung auf - - 1 2  ~ gekfihlt. Dann  wurden tropfenweise 2,16 g (1,9 cem; 
0,02 Mol) Chlorkohlens~ureiithylester und  nach weiteren 10 Min. bei - -  12~ 
langsam 2,6 g (0,022 Mol) L-Alanin~thylester ~9 zugegeben. Die Mischmag 
wurde hierauf noch einige Min. in der I ~ l t e  mad dann  16 Stdn. lang bei 
Zimmertemp. stehengelassen, wobei sie a]lm~hlieh infolge Abscheidm~g 
langer weil~er l~ristallnadeln erstarrte. Bei Erhitzen der Reaktionsmischtmg 
mit  200 ccm Essigester ging die Kristallmasse in L6sung. Die noch etwas 
warrne L6smag wurde mit  50 ecru 5% iger Sod~16sung ausgeschiittelt. Beim 
anschliel~enden Waschen der Essigesterl6sung mit  Wasser  fiel ein grol3er 
Teil des  Carbobenzoxy-cystinyl-di-alaninesters in kristallisierter Form aus; 
er wurde abgesaugt und  naeheinander mit  95~oigem ~thanol ,  mit  Wasser 
und  noehmals mi t  Alkohol gewasehen. Urn den Rest des Reaktionsproduktes 
zu gewinnen, wurde die durch Absaugen yon der auskristallisierten Substanz 
be~reite ]EssigesterlSsung mit  Wasser, 1 n HC1 und  wieder mit  Wasser ge- 
waschen, mit  CaC]~ getrocknet und  im u  zur Trockene verdampft. Der 
3mal mit  je 20 cem kaltem Alkohol digerierte Riickstand wurde mit  dem 

21 F .  Sanger,  Bioehemie. J. 39, 507 (1945). 
22 F .  Sanger  u n d  E .  O. _P. Thompson ,  Biochemic. J. 58, 353 (1953). 
~3 S.  B lackburn  und  A .  G. Lowther,  Biochemic. J. 48, 126 (1951). 
24 R . A .  Boissonnas ,  ttelv. Chim. Acta 34, 874 (1951). 
25 Th .  Wgeland u n d  H .  Bernhard,  Ann. Chem. 572, 190 (1951). 
2~ j .  R .  Vaughan,  J .  Amer. Chem. Soe. 78, 3547 (1951). - -  J .  t~. Vaughan  

und  R .  L .  Osato, ibid. 74, 676 (1952). 
2~ G. Toennies  ~ n d  R .  P .  Homil ler ,  J .  Amer. Chem. Soe. 64, 3054 (1942). 
2s M .  Bergmann  u n d  L .  Zervas,  ]3er. dtsch, chem. Ges. 65, 1192 (1932). 
~9 E .  Fischer,  Ber. dtseh, chem. Ges. 34, 442 (1901). 

53* 
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zuvor abgesaugten Produkt  vereinigt und aus 60eem 95% igem Alkohot 
umkristMlisiert. Naeh lgngerem Stehen im Eissehrank wurde die aus weigen 
Nadeln bestehende I~2ristallmasse abgesaugt. Ausbeute 4,95 g (70~o d. Th.)o 
Sehmp. (im KoJler-Mikrosehmp..Apparat) 164 bis 170 ~ Naeh Umkristal l i-  
sieren arts Essigester, dann aus absol. ~{ethanol und Troeknen bei 100 ~ 
im Vak. sehmolzen die Kristallnadeln bei 168,5 bis 170,5 ~ 

C~2Ht~O10N~S 2. Ber. S 9,07. Gef. S 8,78. 

Di-carbober~zoxy-L-cystinyl-di-1,-alanin. 4,4 g des Esters wurden in 
70 ccm warmem Dioxan gel6st. Zu der auf Zimmertemp. abgekiihlten LSsung, 
aus der sieh ein Teit des Esters wieder abgeschieden hatte,  wurden tangsam 
unter Schiitteln 13,9 ccm 1 n NaOI-I (10% l~-bersehul3) hinzugeffigt. I m  Ver- 
lauf yon zirka 15 Min. ging der ungelSste Teil des Esters in L6sung trod es 
t ra t  leichte Gelbfgrbung ein. Als naeh 30 Min. eine Probe der L6sung naeh 
Wasserzusatz fast keine Ausseheidung unverseiften Esters mehr zeigte, 
wurde das pI-I durch Zugabe yon 10 ccm 1 n I-IC1 auf 6 gebraeht und die 
LSsung im Vak. auf 20 ccm eingeengt. Das dabei ausgesehiedene weil?e 
Produkt  ging bei Zusatz yon 50 ecru ges~ttigter Nal=[CO3-LSsung bis auf 
einen kleinen I~est, der abfiltriert  wurde, in LSsung. Das bikarbonat-alkalische 
Fi l t ra t  wurde mit  Essigester 3real ausgesch~tte]t, noehmMs fil triert  und 
nach Vertreiben des in ihr gelSsten Essigesters dureh kurzes Aufkochen 
mit  Salzs~ure (1 :1)  auf pI-I i gebraeht. Dabei fiel ein weiger gailertiger 
Niederschlag aus. Dieser wurde nach 12st/ind. Stehen im Eissehrank abge- 
saugt, mit  Wasser gewaschen und getroeknet.  Ausbeute 2,25 g (56% d. Th.). 
Ein kleiner Teil dieses Produktes wurde zur weiteren t~einigung mit  siedendem 
Alkohol behandelt ;  nach Abfiltrieren yon ein wenig UngetSstem wurde das 
klare l~'iltrat mit  einem gleiehen Volumen Wasser versetzt.  Beim Abk/ihlen 
schieden sich tange weil3e Nadeln, die naeh Troeknen bei 100 ~ (ira Vak.), 
bei 190 bis 194 ~ (Kofler) schmolzen. 

C2sI-Ia4010NtSe. Ber. S 9,85. Gef. S 9,54. 

L.Cystinyl-di-L-alanin. Die Abspaltung der Carbobenzoxy-Gruppen 
erfolgte naeh Loring und du Vigneaud ~~ mit  Nat r ium in fliiss. N H  3. In  eine 
mit  Trockeneis-Aeeton-Misehung gekiihlte LSsung yon 1,8 g Di-earbobenzoxy- 
eystinyl-di-alanin in 25 ecm fliiss. :NI-I 3 wurden allm~hlieh kleine Stiieke 
NatriummetM1 unter  Umseh~tteln eingetragen. Dabei sehied sieh naeh 
und nach ein weil3er Niedersehlag ab. Das Ende der ]~eaktion gab sich 
dadm'eh zu erkennen, dal~ die dutch gel6stes Nat r ium hervorgerufene Blau- 
fgrbung der Reaktionsmischm~g einige Min. lang anhielt.  Die zugesetzte 
Menge Natr ium betrug etwa 0,45 g. Nun wurde der fliiss. N H  3 abgedampft .  
Letzte Reste Ammoniaks liel~en sieh dureh Evakuieren,  Aufnehmen des 
Riiekstandes in wenig Eiswasser und nochmMiges Evakuieren entfernen. 
])ann wurde das Reaktionsprodukt unter  Eisk/ihlung in wenigen cem grasser 
gel6st und mit  konstant siedender Jodwasserstoffsgure (zirka 3 cem) auf 
pH  3 gebraeht. Die nach Eindampfen der LSsung im Vak. zurfiekbleibende 
Masse wurde mi~ 50 ecru absol. J~thanol sorgf~ltig digeriert, das ungel6ste 
Produkt dutch Zentrifugieren abgetrermt und nochmals mit  20 cem absol. 
Alkohol gewasehen. Der so erhaltene feste weil3e KSrper wurde mit  5 ecru 
~u aufgenommen. Er  ghlg hierbei zum grSl?ten Teil in L6sung. Nun 
wurde zur Oxydation der Sulfhydryl- zu Disulfidgruppen Luft  durehperlen 
gelassen, bis die Parbreakt ion auf Thiole mit  Natriumnitroprussid negat iv  

so H. S. Loring und V. du Vigneaud, J .  Biol. Chem. 111, 385 (1935). 
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war. W~hrend der Oxydation nahm der anfangs nur  geringe weil]e l~ieder- 
schlag yon L-Cystinyl-di-L-alanin an Menge bedeutend zu. lgach Zusatz 
yon weiteren 5 corn Wasser wurde zum Sieden erhitzt und das Cystinyl- 
di-alanin nach 16stiind. Stehen im Eisschrank ~bgesaugt, 3mal mi t  etwas 
Wasser und  einmal mi t  Alkohol gewaschen. Ausbeute 0,27 g (26% d. Th.). 
Wurde die Mutterl6sung zur Trockene verdampft, erhielten wir weitere 0,17 g 
eines weniger reinen Produktes. Zur weiteren l~einigung wurden 0,27 g 
dos umkristall isierten Peptids in 6 ccm Wasser unter  Zusatz yon 3 Tropfen 
konz. ]=IC1 gel6st; nach Ent fernung unl6slicher Verunreinigungen durch 
Zentrifugieren wurde die klare Fliissigkeit mit  Hilfe yon 1 n NH 3 wieder 
auf ein pH yon 5 bis 6 gebracht. Die Kristalle, die sieh langsam ausschieden, 
wurden nach 2t~gigem Stehen im Eisschrank abgesaugt, mit  wenig Wasser 
und  mit  Alkohol gewaschen und  bei 100 ~ irn Vak. getroeknet. Ausbeute 
0,20 g. 

C12H2sO6N482. Ber. S 16,76. Gel. S 16,48. 
.200 a id  = - -  137 ~ (5%ige L6sung in 1 n HC1). 

L-fl-Sul]oalanyl-L-alanin (L-CySO3H-I~-Ala). 50 mg L-Cystinyl-di-L-alanin 
wurden mit  einer Mischung yon 0,1 ccm Perhydrol und 0,9 ccm 87%iger 
Ameisens~ure versetzt. Des Peptid 16ste sich raseh unter  Erw~trmung des 
Reaktionsgemisches auf. Nach 15 Min. Stehen bei Zimmertemp. wurde die 
L6sung mit  0,5 ccm Wasser versetzt und  in einem Exsikkator zur Troekene 
gebracht. Der l~iickstand wurde nochmals mit  etwas Wasser aufgenommen 
und  wieder eingetrocknet. ]:)us Cysteins~iurepeptid bildete eine farblose, 
kristallisierbare, jedoeh ~ul3erst hygroskopische Masse. Es war papier- 
chromatographisch einheitlich (Fleck Nr. 3 in Abb. 3). 

Versuche zur Umlagerung yon ~-fl-Sulfoalanyl-L-alanin (CySO3H-Ala) 
und L-Cystinyl-di-L-alanin. Jedes der beiden l%ptide wurde sowohl mit  
20%iger Sehwefels~ure als aueh mit  stark retd.  Schwefels~ure behandelt. 
Es wurden jeweils 250/~g Peptid in 0,1 bis 0,15 cem schwefelsaurer L6sung, 
in eine Glaskapillare eingeschmolzen, 4 Stdn. lung auf 105 ~ erhitzt. Dann 
wurden die L6sungen aus den Kapillaren herausgeblasen, mit  Wasser auf 
zirka 1 cam verdiinnt,  zur Entfernung der Schwefels~ture mit  einer L6sung 
yon Tri-n-octylamin in Chloroform ausgeschiittelt und  schliel31ieh zur Trockene 
verdampft.  Bei den Umlagerungsversuchen mit  Cystinyl-di-alanin schlol~ 
sieh hieran noch eine Oxydation des trockenen ]~iickstandes mit  einer Mischung 
yon 10 #1 Perhydrol und  100 #1 87%iger Ameisens~iure (20 Min. bei Zimmer- 
temp.). 

Zuletzt wurde mit  Hilfe der zweidimensionalen Papierchromatographie 
festgestellt, ob und  in welehen Mengen in den Reaktionsprodukten des dem 
unver~tnderten Peptid entsprechende L-CySO3H-~-Ala, das dutch Umlagerung 
entstehende Dipeptid L-Ala-L-CySO2H sowie die durch I-Iydrolyse gebildeten 
freien Aminos~uren CySO3I-I und  Ale vorhanden waren. Diese vier Substanzen 
liel~en sich auf halben B6gen Wha tman  Nr. 4-Filtrierpapier mit  Phenol- 
0,3% I~H3-HCI~ und  n-Butanol-Eisessig-Wasser (4 : 1 : 5) als L6sungsmittel 
klar voneinander trermen (Abb. 3). 

Ergebnisse. 
Aus den in  Cytochrom c durch Th io~ therb indungen  mit  der prostheti-  

schen Gruppe  verknf ipf ten  Cysteinresten ents tehen  durch die im vorher- 
gehenden Abschn i t t  beschriebene l~ngere Prozedur  Cysteins~ure und  
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Cysteins~turepeptide. 1N~ch der Ionophorese ihres Gemisehes finden sich 
Peptide der Cysteins~ure teils in der sauren, teils in der neutralen Fraktion. 
Die basisehe Fraktion, in der Cysteins~ure nur dann vorkommen kSnnte, 

o 

zo 

~P,~- ~@x"i ?Phenol/0.3 ~ Alil3/il6~IV} 
o 0.2 0.~ 0,6 o,# 

c~ 

CDCD<: D 

z,o 

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

wenn sie mit zwei basisehen Aminosi~uren in einem Peptid verbunden 
w/~re, war hingegen eysteins/iurefrei. Die Abb. 1 und 2 stellen Papier- 
chromatogramme der s~uren und neutralen Fraktion dar. Die bei der 
n/~heren Untersuchung ihrer Komponenten erhaltenen Result~t.e sind 
in den Tabellen 1 und 2 wiedergegeben. 

o 

% 

4 ~  

eL 

o 
~o 

RZ" ~er t  f,~ N~///['N,/ 
~z  0.~ 0.6 O,B ZO 

C D  

Abb. 2. Chromatogr~mm der neutrulen Peptidfraktion M. Vgl. Tabelle 2. 

Die in den Tabellen fibersichtlich zusammenges~ellten Ergebnisse stammen 
nicht yon einem einzigen Versueh, sondern sind im Ver]aufe wiederholter 
Bemiihungen erarbeitet worden. In den Tabellen dient die Zahl der:Kreuze ( • ) 
neben Aminos/~uren oder DNl~-Aminos~uren als approximative Angabe der 
Menge, in der diese chromatographisch gefunden worden sind. Eine geringe 
Quantit/&t ist dureh ein Fragezeichen (?) gekennzeichnet. 
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Wie aus den Tabellen 1 und 2 hervorgeht, bestehen die saute Peptid- 
fraktion (A) und die neutrale Fraktion (M) fast ausschliei31ich aus 
cysteins~urehaltigen Komponen~en; neben diesen wurden bloB noch 
kleinere Mengen freier Aminos~uren (so z. B. A 7, M 4, M 5) und eines 
Dipeptids (M 7) als Verunreinigungen gefunden. 

Die in den beiden Fraktionen untersuchten und n~her charakterisierten 
Peptide Lys-CySOatt (M1), Lys-[CySOsH, Ala] (M2), CySO3H-Ala 
(A 4), CySO~H-[Ala. Glu] (A 3) einerseits und Glu-CySO~H (A 2), 
CySOaI-LI-Iis (M 3), Glu-[CySO3H, His] (A 6, M 6) anderseits lassen sieh 
zu zwei Aminos~uresequenzen, Lys-CySO3H-Ala-Glu und Glu-CySOaH- 
His, zusammensetzen. 

A> f - s, vrpt f f k r , ~  l /Oa  ~ k'it3 / i tC iv)  
0,2  O~  0 s  0,6 '  Z@ 

i i i i 

% CZ) <Z) 

(:Z:) 

Abb. 3. Chromatographische Trennung yon CySOsH--Ala , Ala--CySOaH, CySOsH und Ala. 
Vgl. Tabelle 3. 

Zus~zlich zu den vier Dipeptiden M 1, A 4~ A 2 und M 3, wclche 
eben zur Aufstellung der zwei Aminos~urefolgen verwendet worden sind, 
wurde jedoch - -  entgegen allen Erwartungen und theoretischen ~ber- 
legungen - -  auch noch ein fiinftes, Ala-CySO3tt (A 5} gefunden, welches 
sich in die zwei Sequenzen nicht einordnen l~Bt. Ala-CySO3H erschien 
in der sauren Fraktion in wechselnder, meist gcringer Menge. Dies und 
die Tatsache, dal~ Ala-CySO~H im Peptidgemisch als Begleiter 
des Isomeren, CySO~H-Ala (A 4), auftrat, legte die Vermutung 
nahe, dab es ein durch Umlagerung entstandenes Artefakt ist. 
Eine Umlagerung wi~re denkbar sowohl bereits be i  der anf~nglichen 
partiellen Hydrolyse des Cytochroms c mi~ 20%iger Schwefels~ure 

( CyS-Ala ~-~ Ala-Cy]S / als auch erst sp~er bei der weiteren 

Porphyrin Porphyrin/ 
Aufarbeitung (CySH-Ala -~ Ala-CySH oder CySO3H-Ala --~Ala-CySO~H). 
DaB eine Umlagerung yon Dipep~iden in verdiinnter Saure eintreten 
kann, haben Sanger und Thompson al kiirzlich am Beispiel des Glycyl- 

sl F. Sanger und E . O . P .  Thompson, Biochirn. Biophys. Acta 9, 225 
(1952). 
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vMins demonstriert. Diketopiperazine, die bei solchen Inversionen als 
Zwisehenprodukte fungieren dfirften, seheinen sieh verhaltnism~gig 
Meht in heiger sehwefelsaurer L6sung zu bilden 32, ss 

Um die iViSgliehkeit der Entstehung yon Ala-CySOsH dutch eine 
Peptidumlagerung zu prtifen, erhitzten wit die fiir diesen Zweek syntheti- 
sierten Verbindungen L-Cystinyl-di-~-Manin und CySO~I-I-Ala in ver- 
dfinnter Sehwefels~ture, uuter Bedingungen, welche die bei der ttydrolyse 
des Cytoehroms e und bei der Aufarbeitung der Peptide herrsehenden 
Verhaltnisse naehahmen sollten; in der Tat trat  bei allen angestell~en 
Versuehen in betr~ehtliehem Mage Peptidumlagernng ein (Abb. 3 und 
Tabelle 3). 

Tabelle 3. Ve r suehe  zur  P e p t i d u m l a g e r u n g  in s e h w e f e l s a u r e r  
LSsung.  

Ausgangs- 
produkt 

CyS-Ala 
I 

CyS-Ala 

CyS-Ala 
I 

CyS-Ala 

CySO3I-I-Ala 

CySOaH-Ala 

Vsrsliehs- 
bedingungen 

20%ige 
H,SO~, 
4 St4u., 105 ~ 

verd. H2S04, 
pI-I 1,5, 
4 Stdm, 105 ~ 

20 %ige 
H2SO4, 
4 Stdn., 105 ~ 

verd. H2SO4, 
pH 2,5, 
4 Stdn., 105 ~ 

Aufarbeitung 

0xydation 
mit 

HCOOOH 

Oxydation 
mit 

HCOOOH 

CyS03tt 
Fleck 1 

x x x x  

Spur 

X X X  

Spur 

Endprodukte (vgl. Abb. 3) 

AIa CyS03tt-Ala 
[ 2 [ 3" 

I 
X X X X  X 

Sp~r X 

x x x  x 
i 

Spur ' x 

i i 

AIa-CyS03H 
4** 

XX 

XXX 

x x  

X X X  

Dieser Befund stellt zwar noch keinen absoluten Beweis, wohl aber 
eine krMtige Stiitze fiir die Annahme dar, dab das Dipeptid Ala-CySOaH , 
welches sieh in die Aminosguresequenzen Lys-CySO3H-Ala-Glu und 
Glu-CySO3tLIlis nieht einffigen lieB, ein dureh Umlagerung entstandenes 

32 E. Abderhalden und E. Komm, Z. physioh Chem. 189, 147 (1924). 
as R. Hirohata, Y.  Kanda, M. Nakamura, N. Izumiya, A.  Nagamatsu, 

T. Ono, S. Fu]ii und M. KPmitsuki, Z. physiol. Chem. 295, 368 (1953). 
* Gab mit Ninhydrin eine gelbe mid erst nach 1/~ngerem Erhitzen violette 

F~irbung; nach Dinitrophenylierung und I{ydrolyse wurden DNP-CySO~H 
und freies Ala gefunden. 

** Gab mit Ninhydrin eine schwaehe violette Ffirbung; nach Dinitro- 
phenylierung und Hydrolyse ~xlrden DNP-Ala und freie CySOatt gefunden. 
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Artefakt ist. Die immer noch bestehende Unsicherheit konnte sehlieBlich 
in weiteren Untersuchungen fiber die Struktur des Cytochroms c, fiber 
die spgter beriehtet werden wird at, beseitigt werden: Unter Abbau- 
bedingungen, die keine MSgliehkeit zu Peptidumlagernngen boten, 
wurde das Peptid Ala-CySOsI-I nicht mehr gefunden und die Riehtigkeit 
der hier angegebenen Aminosgurefolgen bestgtigt. 

Es ist somit der siehere Sehlu• zulassig, dal~ in jener Region der 
Eiweil~komponente des Cytochroms c, die sich in unmittelbarer Nghe 
der prosthetischen Gruppe befindet, Aminos~nrereste zu den Sequenzen 
Lys-CyS-Ala-Glu nnd Glu-CyS-His zusammengeffigt vorliegen, wobei 
die in ihnen enthaltenen Halbeystinreste jene sind, deren Schwefelatome 
durch Ausbildung yon Thiogtherbriicken die Verkniipfung yon Protein- 
anteil und prosthetiseher Gruppe bewerkstelligen. Es kann allerdings 
derzeit nicht entsohieden werden, welehe der beiden Aminos~nresequenzen 
mit der SeiteJxkette 2 und welche mit der Seitenkette 4 des Ferriporphyrins 
der prosthetischen Gruppe verbunden ist. 

Einer gesonderten Beachtung wert ist die Tatsache, dal] einer der 
Histidinreste des Cytochroms c, deren es nach Theorell und ~keson v 
insgesamt drei gibt, in direkter Verbindung mit einem der beiden 
h~matingebundenen Halbeystinreste und somit in nnmittelbarer Nachbar- 
schaft zur prosthetischen Gruppe selbst steht. Dies l~fit vermuten, dal] 
es sich bei der Imidazolgrnppe dieses I-tistidinrestes um eine der beiden 
mit dem Eisenatom der prosthetischen Gruppe verknfipften nnd ffir das 
H~moehromogenspektrum des Ferments verantwortlichen Gruppen des 
Proteins handelt. 

Die Mikro-S-Analysen wurden yon Dr. G. Kainz im Mikroanalytischen 
Laboratorium des II. Chemisehen Instituts ausgefiihrt. 

r f i r  sein fSrderndes Interesse an dieser Arbeit sind wir dem Vorstand 
unseres Institutes, Herrn  Prof. Dr. F. Wessely, zu grol~em Dank ver- 
pflichtet. 

Einer yon uns (H. T.)  dankt fiir die Hilfe, die ihm yon der 0ster- 
reichischen Akademie der Wissenschaften aus den Mitte]n der Seegen- 
Stiftung gewghrt worden ist. 

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


