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Aus Bickerhefe wurden mit Hilfe einer neuen, einfachen Ex-
traktionsmethode und durch Chromatographie der Extrakte
an Jonenaustauschersdulen zwei Hamoprotein-Fraktionen mit
Cytochrom-c-Aktivitdt gewonnen. Die mengenmifig iberwie-
gende, deren Eisengehalt 0,379 betrug, zeigte eine etwas
hohere katalytische Aktivitét im Bernsteinsdureoxydase-System
als das aus Herzmuskel von Pferden isolierte Cytochrom-c. Diese
Fraktion wurde fiir die Bestimmung der Anordnung der Amino-
sduren in der Nachbarschaft der prosthetischen Gruppe ver-
wendet. Die ermittelte Aminoséuresequenz, Phe-Lys-Thr-Arg-
CyS-Glu-Leu-CyS-His-Thr-[Val, Glu], stimmt mit friher aufge-
klarten homologen Sequenzen in Vertebraten- und Insekten-
Cytochromen beziiglich des Abstandes der beiden Halbcystinreste
voneinander und der diesen benachbarten Lage eines Histidin-
und eines anderen basischen Restes iiberein, unterscheidet sich
von ihnen jedoch in mancher anderer Hinsicht.

Aus verschiedenen Tierarten isoliertes Cytochrom-c besitzt weitgehend
iibereinstimmende Eigenschaften. Auch die Sequenz der Aminosiurereste
in der Nachbarschaft der prosthetischen Gruppe hat sich in allen gepriiften
Fillen, wenn nicht als gleich, so doch als sehr dhnlich erwiesen!: 2.3, Hs
war nun von Interesse zu untersuchen, ob sich die Ahnlichkeit im Muster
der Aminosdurereste auch auf das Cytochrom-c eines Mikroorganismus
wie der Hefe erstreckt.
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Voraussetzung fiir einen solchen Struktur-Vergleich war die Gewin-
nung von Cytochrom-c aus Hefe in geniigender Ausbeute und Reinheit.
Das von Keilin® ausgearbeitete Isolierungsverfahren eignet sich anschei-
nend nur fir bestimmte Heferassen; seine Nachahmung fithrte bei uns
(so wie auch an anderer Stelle®) nicht zu befriedigendem Erfolg. In der
vorliegenden Arbeit werden die von uns verwendeten, einfachen Methoden
zur Gewinnung und Reinigung von Cytochrom-c aus Hefe und die an dem
isolierten Material angestellten Strukturuntersuchungen beschrieben.

Methoden und Versuche

Extraktion des Cytochroms-c aus Bédckerhefe

10 kg frische PreBhefe werden mit 2,51 Essigester, 420 ml Glycerin und
einer Loésung von 200 g Natriumdithionit in 51 Wasser so lange geriihrt, bis
ein homogener Brei entstanden ist. Dieser bleibt 12 Stdn. bei Zimmertemp.
stehen. Die durch Zentrifugieren erhaltene goldgelbe iiberstehende Léosung
wird, wenn sie triibe ist, durch Einriihren von Hyflo Supercel (4 g je 1) und
Abnutschen geklirt (dabei bleibt ein kleiner Teil des Cytochroms-c an der Kie-
selgur adsorbiert; er kann aus dieser mit 2 m Ammonacetat eluiert werden).
Das Filtrat enthilt, nach seiner Extinktion bei 550 mu, dem Maximum der
Absorption des reduzierten Cytochroms-c im sichtbaren Wellenlangenbereich,
zu schlieBen, 650 bis 700 mg Cytochrom. Sein pH betrigt etwa 6. Es wird
zur Verminderung der Ionenstirke vor der nachfolgenden Adsorption des
Hémoproteins an Amberlite XE 64 mit Wasser auf das dreifache Volum ver-
diant.

Anreicherung durch Ionenaustausch

Amberlite XE 64 in der Ammoniumform (10 g lufttrockener Austauscher
je 1 kg Hefe) wird zur Quellung in Wasser suspendiert und die Suspension durch
tropfenweisen Zusatz von 2 n HCI auf pH 6,5 gebracht. Dann rithrt man den
Austauscher in die dreifach verdiinnte Extraktionsflissigkeit ein, wobei er
sich durch Aufnahme des Cytochroms-c rosa firbt. Nach 1 bis 2stdg. Rithren
ist die Adsorption vollstindig; in der nunmehr gelbgrimen Losung ist spek-
trophotometrisch kein Cytochrom-c mehr nachweisbar. Der mit Cytochrom-c
beladene Austauscher wird in ein Chromatographierrohr gespiilt, in diesem mit
Wasser griindlich gewaschen und durch Perkolieren mit 2 m Ammonacetat-
losung eluiert. Das aus dem dunkelroten Eluat nach Dialyse durch Gefrier-
trocknung erhaltene Cytochrom-c-Priparat hatte einen Eisengehalt von
0,109, ; das Verhiltnis der bei 550 mu und bei 280 my gemessenen Lichtab-
sorptionswerte (Ess0/Eago) betrug 0,33.

Reinigung und Fraktionierung durch Chromatographie

500 g XE 64 (NH4*) wurden in der oben angegeberien Weise auf pH 6 bis 7
gebracht und in ein Chromatographierrohr mit 7,5 cm Durchmesser gefiillt.
Die 20 cma hohe Austauschersdule wurde so lange mit 0,2 m Phosphatpuffer
von pH 7,67 durchspiilt, bis die ausflieBende Flissigkeit genau den gleichen
pH-Wert zeigte wie der oben aufgebrachte Puffer. Dann wurden 700 mg
Cytochrom-c-Priaparat (0,10%, Fe), in einem mdéglichst kleinen Volumen des

¢ D. Keilin, Proc. Roy. Soc. London B 106, 418 (1930).
5 K. Zeile und F. Reuter, Z. physiol. Chem. 221, 101 (1933).
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Puffers geldst, vorsichtig mit Hilfe einer Kapillare auf die (vollkommen ebene)
obere Flache der Austauschersidule aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte
mit dem gleichen Puffer (pH 7,67), die Durchflugeschwindigkeit’ wurde auf
10 ml/Stde. gedrosselt. Die aus der Saule austretende Flissigkeit wurde
unter Verwendung eines Fraktionsschneiders in 10-ml-Portionen gesammelt.
Bei der Chromatographie trennte sich das Cytochrom-c-Priparat in
4 Banden auf (Abb. 1). Schnell voran wanderte eine gelbbraune, cytochrom-
freie Zone (A), die viel Protein enthielt. Thr folgten zwei rote Banden mit
Cytochrom-c-Aktivitit : Das in der schnel-
leren und der Menge nach geringeren (B)
enthaltene Hiémoprotein-Material hatte
einen Eisengehalt von 0,299%; in der lang-
sameren (C) befand sich die Hauptmenge e
(etwa 609) des bei 550 my absorbierenden
Materials, mit 0,379, Fe. Die am lang-
samsten wandernde Zone (D) blieb wih-
rend der Chromatographie immer weiter
zurlick und lieB sich schlieBlich mit dem
verwendeten Phosphatpuffer tberhaupt
nicht mehr vom Amberlite XE 64 abls-
sen, so daBl zu ihrer Elution 2 m Ammon-
acetat verwendet wurde; obgleich diese
Fraktion ein fur Cytochrom charakteristi- A
sches Absorptionsspektrum besall, warsie = = 7T
katalytisch nicht wirksam; ihr Eisengehalt
war 0,319,. Die Chromatographie nahm
10 bis 14 Tage in Anspruch.

3

) Die 2 Produkte mit Cytochrom-c-Akti- Abb. 1. Chromatographie eines rohen
vitédt (0,299 Fe und 0,37%, Fe) verliefen Oytochrom-c-Priparats aus Hefe an einer
die Saule in stark verdiinnter Losung. Zur S;‘ﬂte von A“Il;’%ﬂége )((13) 6;- t0’2hm PI?O.S‘

. " phatpulrer, p. ,07. (£ ytochromireie
Gewmnung fester Cytgchrom-c-Praparate Verunreinigungen, (B) Himoprotein-Frak-
wurden die pufferhdltigen (0,2 m) Eluate tion mit 0,20 % Fe und Cytochrom-c-
mit Wasser .auf das zehnfache verdiinnt Aktivitit. (C) Himoprotein-Fraktion mit

. . - [ ~C- ivita
und rasch durch kleinere Amberlite X E 64- 037% Fe und Cytochrom-c-Aktivits.

(D) Denaturiertes Hamoprotein-Material

Sédulen (pH 6,5; d = 4 cm; h = 5 em)
filtriert; das in der obersten Schichte der
Austauschersédulen adsorbierte Cytochrom-c¢ wurde mit Wasser gut gewaschen,
mittels 2 m Ammonacetat eluiert und aus dem konzentrierten Eluat nach Dia-
lyse durch Gefriertrocknung in Form eines dunkelroten Pulvers erhalten.

Einfacheres Verfahren zur Gewinnung von Hefe-Cytochrom-¢
mit 0,319% Fe

Auf folgende Weise 148t sich die Adsorption des Cytochroms-c aus der
Hefe-Extraktionslosung mit einer Reinigung durch Chromatographie zeit-
sparend kombinieren: In ein Chromatographierrohr (d = 3 bis 4 cm) fullt
man zunédchst Amberlite XE 64 (pH 6,5) in breiiger wiBriger Suspension zu
einer gleichmibig gepackten 10 em hohen Sdule ein und iberschichtet sodann
den weiBen Austauscher — wiederum gleichmiBig — mit rosafarbenem, mit
Cytochrom-c beladenem Austauscher, wie er durch Einrithren von XE 64 in
die Hefe-Extraktionsldsung erhalten worden ist, bis zu einer Gesamthéhe von
20 cmn. Behandelt man nun die Sdule mit 1 m Ammonacetat (15 ml/Std.), so
spielt sich in einer und derselben Operation sowohl Elution des Cytochroms
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aus dem beladenen X 64 im oberen Teil der Siule als auch eine gewisse chro-
matographische Reinigung im darunterbefindlichen unbeladenen Austauscher
ab. Dabei erhilt man in 2 bis 3 Stdn., nach Abtrennung einer vorauseilenden
Zone von Verunreinigungen, ein rotes Eluat, aus dem sich ein Cytochrom-c-Pré-
parat mit 0,269, Fe gewinnen 148t (Ausbeute 75%). Setzt man dem Eluat
festes Ammonsulfat bis zu einer Sdttigung von 809, zu, so fillt eine betrdcht-
liche Menge eines farblosen Proteinniederschlags aus und das aus der iiber-
stehenden Lésung durch Dialysieren und Gefriertrocknung erhéltliche Cyto-
chrom-c hat einen Eigengehalt von 0,319%,.

Eigenschaften des Hefe-Cytochroms-c

Die Maxima der Lichtabsorption liegen bei reduziertern Cytochrom-c aus
Hefe (ebenso wie bei dem aus Sdugetiermuskulatur gewonnenen Cytochrom)
bei 280, 415, 521 und 550 mpy.®.

Zur Bestimmung der in Lésungen vorhandenen Menge Cytochrom-c
wurde stets — nach Reduktion des Hamoproteins mit Natriumdithionit — die
Lichtabsorption bei 550 mp. gemessen; den Berechnungen legten wir aus Griin-
den der Analogie zu den Verhiltnissen bei Sdugetier-Cytochrom-c einen ange-
nommenen molaren Extinktionskoeffizienten von $ = 6,2 X 107 und ein
angenommenes Molekulargewicht von 12.000 zugrunde.

Der Erfolg der der Reinigung der Cytochrompréiparate dienenden Opera-
tionen 148t sich an der Verdnderung des Verhiltnisses der Extinktionswerte
bei 550 my und 280 mp messend verfolgen. Dieses Verhéltnis (Ess50/E2g0) und
der auf das Trockengewicht bezogene Eisengehalt der Praparate nehmen, wie
wir uns tberzeugen konnten, wihrend der Reinigung parallel zu:

Ess0/Eag0 0,33 0,85 1,00 1,21
9% Fe 0,10 0,26 0,31 0,37

Die Ermittlung des Eisengehaltes erfolgte nach der von Paul” modifizierten
Methode von Lorbers.

Die katalytische Aktivitit des Cytochroms-c im Bernsteinsdureoxydase-
System wurde manometrisch nach Potter? bestimmt, wobei jedoch an Stelle
von Rattenleber ein 6proz. Rinderleber-Homogenat Verwendung fand?io.
Die Hefe-Cytochrom-c¢-Fraktion mit 0,379, Fe war in diesem System um etwa.
159, aktiver, die Fraktion mit 0,299, Fe hingegen um etwa 5%, weniger aktiv
als Cytochrom-c-Préiparate aus Pferdeherzmuskulatur, bezogen auf gleiche
Extinktionswerte bei 550 my.

Abbau des Cytochroms-¢ mit Pepsin

420 mg Hefe-Cytochrom-c (0,37% Fe) lieferten, auf frither beschriebene
Weise? mit Pepsin verdaut, 37 mg ,,Himopeptid*‘. Bei der Verteilungschro-
matographie auf einer Hyflo-Supercel-Saule!® mit frischbereitetem n-Butanol-
Eisessig-Wasser-Gemisch (4:1:5) hatte es den Anschein, als spalte sich das
Produkt in 2 Zonen auf, die sich jedoch nicht klar voneinander trennten. Die

¢ H. Theorell, Biochem. Z. 285, 207 (1936).

" K. Q. Paul, Acta Chem. Scand. 2, 430 (1948).

8 L. Lorber, Biochem. Z. 181, 391 (1927).

9 V. R. Potter, in W.W. Umbrest u. a., Manometric Techniques and Tissue
Metabolism, Burgess Publishing Co., Minneapolis 1851, Seite 139.

w H. Tuppy und G. Bodo, Mh. Chem. 85, 1024 (1954).
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unvollstdndig separierten Fraktionen lieferten bei der Totalhydrolyse {mit
5,7n HCI, 15 Stdn., 105° die gleichen freien Aminosduren (Glutaminsiure,
Threonin, Histidin, Lysin, Arginin, Valin, Leucin, Phenylalanin, dazu wenig
Alanin) und ergaben bei Endgruppenbestimmungen nach der DNP-Methode 1!
den gleichen N-terminalen Aminosdurerest (Phenylalanin). Sie wurden auf
Grund dieser Ubereinstimmung und unseres Unvermdgens, eine klare pré-
parative Scheidung zu erzielen, bei den folgenden Versuchen zur Aufklirung
der Aminosiuresequenz unterschiedslos eingesetzt.

Durch Behandlung mit Silbersulfat in essigsaurer Lésung'? wurde das
»Hamopeptid ‘-Material in prosthetische Gruppe und Polypeptid-Kompo-
nente gespalten't, letztere zur Umwandlung von Cystein- in Cysteinsdure-
reste mit Perameisensiure oxydiert!®. Die hamatinfreie, oxydierte Poly-
peptid-Komponente wird im folgenden als ,,Dodekapeptid‘‘ bezeichnet, da sie,
wie spitere Untersuchungen zeigten, aus 12 Aminogéureresten zusarmmenge-
setzt ist.

Bestimmung der Aminosdurezusammensetzung des

,»Dodekapeptids‘’

Eine papierchromatographische Bestimmung der in einem Hydrolysat
des ,,Dodekapeptids’® vorhandenen Aminoséuren ergab die in Tab. 1 ange-
fuhrten Werte. Die Auftrennung der Aminosduren erfolgte durch 1-dimen-
sionale absteigende Chromatographie auf 4 cm breiten und 50 cm langen Pa-
pierstreifen (Whatman Nr. 4). Ein aliquoter Teil des Hydrolysats wurde in

Tabelle 1. Zahl der Aminosiurereste im ,Himopeptid*

Im Hydrolysat durch Auf Grund

papierchromatographische der Aminosiuresequenz

Bestimmung ermittelt* erwartete Werte
Halbeystin®* .......... 1,9 2
Lysin.......ooo ooint. 1
Histidin. ....ooovennnn.. } 2,9 1 } 3
Arginin ........oel 1
Glutaminsédure . ........ } 4.2 2 } 4
Threonin.............. = 2
Alanin................ 0,3 —
Valin................. 1,0 1
Phenylalanin .......... 1,6 1

* Werte auf Val = 1,0 bezogen.
** Alg Cysteinsdure bestimmt.

4 ul waBriger Losung mit Hilfe einer Mikropipette in Form eines 3 cra langen
Striches auf die Startlinie eines solchen Papierstreifens aufgetragen; far Ver-
gleichszwecke wurden Losungen der einzelnen im Hydrolysat vorkommenden
Aminosiuren in verschiedenen bekannten Konzentrationen (0,5 bis 2 X 10-2m)
auf die Startlinie anderer Papierstreifen in gleicher Weise aufgebracht. Nach
15stdg. Entwicklung mit n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) wurden die
Streifen bei Raumtemp. getrocknet und sodann nochmals!® 15 Stdn. lang mit

11 F. Sanger, Biochemic. J. 39, 507 (1945).

12 K. G. Paul, Acta Chem. Scand. 4, 239 (1950).

13 B. Keil, Coll. Czech. Chem. Comm. 19, 1006 (1954).
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dem gleichen Lésungsmittelgemisch entwickelt. Nach neuerlichem Trocknen
folgte die Anférbung der Aminoséuren mit Ninhydrin durch kurzes Eintauchen
der Papierstreifen in die von Barrollier'* angegebene Reagenslosung und
24stdg. Trocknen bei Zimmertemp. in einem dunklen Raum. Die Aminosiuren
Cysteinsdure, Alanin, Valin, Phenylalanin und Leucin erwiesen sich als scharf
voneinander getrennt, Glutaminsdure und Threonin jedoch sowie die 3 basi-
schen Aminosguren Lysin, Histidin und Arginin waren einander noch zu eng
benachbart, als dafi sie hitten sauber voneinander geschieden werden kénnen,
und wurden darum gemeinsam bestimmt. Aus den Streifen wurden die den
einzelnen Farbflecken entsprechenden Papierstiickehen ausgeschnitten und
in Eprouvetten 4 Stdn. mit je 5 ml Methanol eluiert’s. Die violetten metha-
nol. Losungen wurden bei 500 my photometriert; von den Extinktionswerten
kamen Blindwerte in Abzug, die durch Ausmessung von Eluaten aus gleich
behandelten und gleich grofen, aber aminosiurefreien Stiickchen Papiers
ermittelt wurden (diese Korrekturwerte waren gering, reproduzierbar und
der Papierfliche streng proportional). Fir jede einzelne Aminosdure wurde
die Abhingigkeit der ExtinktionsmefBwerte von der chromatographierten
Aminosduremenge gesondert bestimmt und im gewéhlten Mengenbereich fiir
linear befunden (Aminosfuremengen zwischen 0,02 und 0,08 yMolen).

Versuche zur Ermittlung der Aminosiuresequenz

Endgruppenbestimmungen mit der DNP-Methode wurden aufler an dem
durch Pepsinabbau aus Cytochrom-c erhaltenen ,,Hidmopeptid” auch am
,,Dodekapeptid® durchgefiuhrt und erwiesen iibereinstimmend Phenylalanin
als einzigen aminoendstédndigen Rest.

Die Einwirkung von Trypsin auf das ,,Hémopeptid® lieferte 3 Spalt-
produkte: zwei Dipeptide (Phe-Lys und Thr-Arg) und ein um die 4 Amino-
sdurereste der Dipeptide drmeres Hamopeptid. Dieses wurde durch Adsorp-
tion an Talk und durch Verteilungschromatographie auf einer Kieselgur-
Sédule (mit n-Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:5 als Loésungsmittel) gereinigt.
Silbersalzspaltung und Oxydation mit Perameisensiure lieBen daraus ein
hiamatinfreies ,,Octapeptid gewinnen, das Cysteinsdure als N-terminalen
Rest trug und auller Cysteinséure noch Glutaminsgure, Threonin, Valin,
Leucin und Histidin enthielt. Durch partielle Hydrolyse (konz. HC1, 8 Tage,
37°) wurde das ,,Octapeptid® zu einem komplexen Gemisch von Aminosduren
und Peptiden abgebaut; unter den Peptiden wurden CySOsH-Glu, [Glu, Leu],
[Glu, Leu, CySOgH], Leu-CySOzH, CySO3H-His und Thr-[Val, Glu] identifi-
ziert.

In dem durch eine enzymatische Verdauung des ,,Dodekapeptids® mit
Subtilisin entstandenen Gemisch von Spaltprodukten konnten die folgenden
Peptide nachgewiesen werden: Thr-Arg, CySOszH-Glu, [Leu, CySOzH, His]
und Thr-[Val, Glu].

Die bei der Isolierung und Charakterisierung’der untersuchten Peptide an-
gewandten Methoden sind in fritheren Arbeiten ausfiuhrlicher beschrieben
worden?, 19, Dort findet sich auch eine Erkldrung der verwendeten Symbole;
hier sei nur daran erinnert, dafl damit, dal 2 oder 3 Aminosdurereste in eine
eckige Klammer gesetzt sind, angedeutet ist, daB ihre Reihenfolge nicht oder
nicht eindeutig ermittelt worden ist.

1 J. Barrollier, Naturwiss. 42, 416 (1955).
15 F. Q. Fischer und H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 (1954).
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Besprechung der Ergebnisse

Die im Versuchsteil angegebene Methode der Extraktion von Cyto-
chrom-c aus Hefe mit einer Mischung von Essigester, Glycerin und waBriger
Dithionitlosung ist das Resultat zahlreicher Experimente. In deren Ver-
lauf erwies es sich, daf} in Abwesenheit von Dithionit (dessen Verwendung
schon auf Keilin? zuriickgeht) Cytochrom nur in Spuren freigesetzt wird.
Ist Dithionit anwesend, so gehen betrichtliche Mengen Cytochrom in die
Extraktionsflilssigkeit unter der Voraussetzung, dal deren Ionenstéirke
eine hohe ist. Es konnten beispielsweise mit 15proz. Kochsalzlosung
in Gegenwart von Essigester und Dithionit 45 mg Cytochrom-¢ je kg fvi-
acher PreBhefe herausgelost werden. Es ist jedoch von groBem Nachteil,
daf Cytochrom-c in konzentrierteren Kochsalzlosungen relativ schnell
Zersetzung erleidet und sich aus Losungen hoherer Ionenstirke an Kat-
ionenaustauschern nicht adsorbieren 1aft. Aus diesem Grund war der iiber-
raschende Befund willkommen, dafl die Anwesenheit gréflerer Salzmengen
im Extraktionsmedium entbehrlich wird, wenn man diesem Glycerin zu-
setzt.

Chromatographie von Cytochrom-c¢ an Kationenaustauschern ist die
einfachste und wirksamste Methode zu seiner Reinigung. Wabrend das
Atmungspigment tierischen Ursprungs sich an der Ammoniumform eines
Carboxylaustauschers wie Amberlite X 64 adsorbieren und an S#ulen
dieses Harzes in alkalischem Medium chromatographieren 148t — dieser
Tatsache bedienten sich erstmals Paléus und. Neilands® und spiter Mar-
goliash'” — gelingt unserer Erfahrung nach eine Adsorption und Chromato-
graphie von Hefe-Cytochrom-c an Amberlite XK 64 erst bei niedrigeren
pH-Werten.

Fir die Aufarbeitung des extrahierten Cytochroms-c sind im experi-
mentellen Teil zwei Wege angegeben worden: ein mithsamerer, tagelange
Chromatographie erfordernder, der 40 mg einer Cytochrom-c-Fraktion
mit einem Kisengehalt von 0,37%,, und ein rascher, miiheloser, der 49 mg
Cytochrom-c¢ mit 0,319, Fe zu gewinnen erlaubte. Der letztere wird stets
dann vorzuziehen sein, wenn eine weitgehende Reinigung und eine Auf-
spaltung des Hefe-Cytochroms in Fraktionen nicht angestrebt wird.

Von Interesse ist der Befund, daf sich bei langsamer Tonenaustauscher-
Chromatographie eines unreinen Hefe-Cytochrom-c-Priparats zwei kata-
lytisch aktive Fraktionen voneinander trennten, von denen die eine im
Bernsteinsiureoxydase-System der Sidugerleber sogar aktiver war als
Séuger-Cytochrom-c. Es ist bisher noch kein Versuch unternommen
worden zu ermitteln, inwieweit sich diese zwei Fraktionen strukturell
unterscheiden.

16 §. Paléus und J. B. Neilands, Acta Chem. Scand. 4, 1024 (1950).
Y B. Margoliash, Biochemic. J. 56, 529, 535 (1954).
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Fiir die Ermittlung der Anordnung der Aminosdurereste in der Nach-
barschaft der prosthetischen Gruppe wurde nur die katalytisch stiirker
wirksame Cytochrom-c-Fraktion mit 0,379 Eisengehalt eingesetzt. Von
ihr wurde die schwicher aktive abgesondert, da mit der Moglichkeit ge-
rechnet werden mufite, dall die Anwesenheit von mehr als einem Himo-
protein im Untersuchungsmaterial bei einer Strukturermittlung zu Fehl-
resultaten fithren kann. Verunreinigungen, die nicht Himoprotein-Natur
besitzen und bei proteolytischer Verdauung kein Hamopeptid-Material
liefern, kénnen hingegen bei einer auf unsere Weise durchgefithrten Be-
stimmung der Sequenz héim-naher Aminosiiuren nicht stéren, sosehr sie
auch den Eisengehalt und das E;;,/Hag0-Verhidltnis des Ausgangsmaterials
herabsetzen mégen.

In dem ,Himopeptid”, welches aus der Cytochrom-c-Fraktion mit
0,379, Fe durch Abbau mit Pepsin gewonnen worden ist, ist die prostheti-
sche Gruppé des Cytochroms mit einer aus 12 Aminosdureresten zusam-
mengesetzten Polypeptid-Komponente,

Phe-Lys-Thr-Arg-CyS-Glu-Leu-CyS-His-Thr.[Val, Glu],

verkniipft. Fiir diese Anordnung der Reste zeugen folgende Befunde:

Der N-terminale Rest der Sequenz ist Phenylalanin. Dieser endstéin-
dige Rest ist mit Lysin verkniipft, da bei der Einwirkung von Trypsin
auf das ,,Hdmopeptid” ein Dipeptid Phe-Lys freigesetzt wird. Die Ab-
spaltung dieses Dipeptids ist begreiflich, da Trypsin jene Peptidbindungen
angreift, an denen Lysin- oder Argininreste mit ihren Carboxylgruppen
beteiligt sind. Bei der Verdauung des ,,Hamopeptids* mit Trypsin wird
auBer Phe-Lys auch noch ein zweites Dipeptid, Thr-Arg, von dem rest-
lichen Hamopeptid, welches jetzt nur mehr eine Octapeptidsequenz ent-
hilt, abgetrennt; Thr-Arg mul in Anbetracht der proteolytischen Spezi-
fitit des Trypsins zwischen Phe-Lys und die restliche Oktapeptidsequenz
eingefiigt werden. Letztere beginnt gemifB Endgruppenbestimmung mit
einem Halbeystinrest. Die in Partialhydrolysaten und nach Verdauung
mit Subtilisin identifizierten Peptide CySOsH-Glu, Glu-Leu, [Glu, Le=u,
CySOsH], Leu-CySOsH, [Leu, CySO3H, His] und CySOzH-His zeigen, daf
die Fortsetzung der Sequenz -CyS-Glu-Leu-CyS-His- lauten mufl. Dafiir,
dafl das Tripeptid Thr-[Val, Glu] vom C-terminalen Ende der Sequenz
stammt und sich an den Histidinrest anschlieBt, spricht wohl nicht in di-
rekter Weise ein Histidin und Threonin enthaltendes Peptid, sondern nur
die Unmoglichkeit, das Tripeptid an anderer Stelle einzuordnen. Es mag
hier jedoch auch erwihnt werden, dall die peptischen Abbauprodukte
von Cytochrom-c¢ anderer Herkunft (Rind, Huhn, Lachs, Seidenspinner)
ebenfalls die Aminoséurefolge Thr-Val-Glu im Anschlufi an einen Histidin-
rest in C-terminaler Position enthalten (vgl. Tabelle 2).

Zwischen den Ergebnissen einer papierchromatographischen Be-
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stimmung der in der Polypeptidkomponente des ,,Hamopeptids* enthal-
tenen Aminosduren (Tabelle 1) und den Zahlen der Aminoséurereste, wie
sie sich aus der oben formulierten Polypeptidsequenz ergeben, besteht eine
befriedigende Ubereinstimmung, mit Ausnahme des Wertes fiir Phenyl-
alanin; die quantitative Bestimmung ergab einen zwischen 1 und 2 (1,6)
liegenden Wert, wihrend bei der Sequenzermittlung Phenylalanin nur in
N-terminaler Stellung festgestellt werden konnte und fiir einen weiteren
Phenylalaninrest innerhalb der Aminoséurefolge jeglicher Hinweis fehlt.
Diese Diskrepanz bedarf noch einer Aufklirung.

Ein Vergleich der in Hefe-Cytochrom-c ermittelten Aminoséuresequenz
mit homologen, in Cytochrom-c¢ anderer Herkunft schon friher aufge-
kldrten Sequenzen (Tabelle 2) offenbart eine Reihe signifikanter Uberein-
stimmungen. Besonders bemerkenswert ist der in allen Féllen gleiche Ab-

Tabelle 2. Vergleich der Aminosduresequenzen in den aus Cyto-
chrom-c¢ verschiedenen Ursprungs durch Abbau mit Pepsin ge-
wonnenen ,Himopeptiden®

Rind? ... Val—Glu(NH,)—Lys—CyS—Ala—GIlu(NH,)—CyS—His—Thr—Val—Glu ...
Huhn? ... Val—Glu(NH,;)—Lys—CyS—Ser —Glu(NH,)—CyS—His—Thr--[Val, Glu] ...
Lachs? .. Val—Glu(NH,)—Lys—CyS—Ala—GIlu{NH,)}—CyS—His—Thr—{Val, Glu] ...
Seiden-

spinner? ... Val—Glu(NH,)—Arg—CyS—Ala—Glu(NH,)—CyS—His—Thr—{Val, Glu] ...
Baécker-

hefe .. Phe—Lys—Thr—Arg—CyS—Glu Leu CyS—His—Thr—[Val, Glu] .. .

stand zwischen den zwei Halbeystinresten, welche durch die Ausbildung
von Thioétherbriicken im Hémoprotein die prosthetische Gruppe mit der
Proteinkomponente verbinden, und die dem einen Halbcystinrest benach-
barte Stellung eines Histidinrestes. Wie Ehrenberg und Theorell®® durch
Bau eines Modells demonstriert haben, lassen sich zwei in eine Polypeptid-
kette eingebaute Cysteinreste unschwer mit ihren Thiolgruppen an die
Vinylgruppen eines Protoporphyrinmolekiils addieren, soferne sie in der
Aminosiuresequenz von einander durch zwei andere Aminosiurereste ge-
trennt sind und die Polypeptidkette die Gestalt einer «-Helix annimmt.
Eine solche sekundére Struktur der Polypeptidkette bringt dann auch den
Histidinrest in eine réumliche Position, die fiir eine Anlagerung eines
Imidazol-Stickstoffatoms an das Kisenatom der prosthetischen Gruppe
besonders giinstig ist. Dieser Histidinrest ist aller Wahrscheinlichkeit
nach ein integrierender Bestandteil des ,,aktiven Zentrums® des Cyto-
chroms-c! und liefert eine der zwei him-gebundenen basischen Gruppen
des Cytochrom-c-Apoproteins, welche nach Theorell und Akeson® fiir die

18 A. Ehrenberg und H. Theorell, Acta Chem. Scand. 9, 1193 (1955).
1 H. Theorell und 4. Akeson, J. Amer. Chem. Soc. 63, 1804 (1941).
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Hiamochromogen-Natur des Hamoproteins verantwortlich sind. — Alle
bisher untersuchten Cytochrome stimmen ferner hinsichtlich der Lage
eines stark basischen Aminosiurerestes (Arginin oder Lysin) und einer
Tripeptidsequenz, Thr-Val-Glu, iiberein; ob diese Gleichheit einer funk-
tionellen Bedeutung zuzuschreiben ist, ist nicht bekannt.

Die Unterschiede, die in der ermittelten Aminosiduresequenz zwischen
Hefe-Cytochrom-c einerseits und Cytochromen tierischen Ursprungs an-
dererseits bestehen, sind — wie aus genetischen Griinden nicht unpassend
erscheint — zahlreicher als die bisher innerhalb der Gruppe tierischer
Cytochrome beobachteten; sie betreffen die Natur der beiden zwischen den
Halbcystinresten gelegenen Aminoséuren {Glu, Len) und die Aminosgure-
folge, die dem Argininrest vorangeht (Phe-Lys-Thr-).

Zu einem Zeitpunkt, als unsere Versuche zur Extraktion und Reinigung
von Hefe-Cytochrom-c zum Zwecke einer Bestimmung der Aminoséuresequenz
bereits beendet waren, wurde von Okunuki und Mitarbeitern2® eine schone
und ergiebige Methode zur Gewinnung von Hefe-Cytochrom-c¢ publiziert. Mit
Hilfe dieses Verfahrens, welches allerdings im Vergleich zu unserem bedeutend
langwieriger ist, wurde ein kristallisiertes Préparat erhalten, dessen Esso/Ezgo-
Quotient 1,28 betrug. Eine noch weitergehende Reinigung scheint kiirzlich
chinesischen Autoren gelungen zu sein?!; sie berichten, daB ihr Préparat sich
elektrophoretisch in 2 gefirbte Fraktionen auftrennen lief, von denen die
mengenmiBig iiberwiegende einen Eisengehalt von 0,439, und eine groflere
katalytische Aktivitdt im Succinoxydase-System besaB als Cytochrom-c-
Praparate aus Siugerherzen. Beide Fraktionen zeigten das gleiche charsk-
teristische Absorptionsspektrum, das mit den Spekiren von Cytochrom-c
anderen Ursprungs identisch war. Ydéas und Drabkin?® gewannen aus Hefe
ein Cytochrom-c-Priparat mit 0,344%, Fe, Minakami und Mitarbeiter? ein
solches mit 0,36—0,379% Fe, in beiden Fallen durch chromatographische
Reinigung an Kationenaustauschern.

Zusatz bei der Korrektur: Nunnikhoven?® hat eben die Isolierung von
zwei Cytochrom-c-Komponenten aus Béickerhefe in elektrophoretisch einheit-
lichem Zustand (Eisengehalt 0,449, bzw. 0,47%; Ess0/E2s0 1,26 bzw. 1,18)
und einen Vergleich ihrer Aminosiurezusammensetzung mit jener von Cyto-
chrom-¢ aus Pferdeherz beschrieben.

Fiir die freundliche Uberlassung von PreBhefe sind wir den Vereinigten
Mauiner- Markhofschen PreBhefe Fabriken, Wien, zu groBem Dank ver-
pilichtet.

© B. Hagihara, T.Horio, J. Yamashite, M. Nozaki und K. Okunuks,
Nature 178, 629 (1956).

ar W..0. Li und C. L. Tsou, Sci. Sinica (Peking) 5, 663 (1957); Chem.
Abstr. 51, 16679 h (1957). ’

22 M, Yéas und D. L. Drabkin, J. Biol. Chem. 224, 921 (1957).

3§, Minakams, J. Biochem. (Japan) 42, 749 (1955); 8. Minakami, H, Ishi-
kura und K. Satake, ibid. 43, 575 (1956).

22 B, Nunnikhoven, Biochim. Biophys. Acta 28, 108 (1958).
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Aufrichtiger Dank wird dem Van’t Hoff Fonds fir die durch Verleihung
eines Stipendiums gewidhrte Unterstiitzung der Arbeit ausgesprochen.

Den Untersuchungen kam auch die groBziigige Hilfe zugute, die dem
II. Chemischen Institut der Universitit Wien durch Zuwendungen der
Rockefeller Foundation erwiesen worden ist.

Es sei ferner dankbar erwihnt, da Herr Dr. R. K. Zahn, Frankfurt/M.
uns im Hinblick auf die Moglichkeiten der Extraktion von Cytochrom-c
aus Hefe hilfreich beraten hat.



