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Aus B~ckerhefe wurden mit  Hilfe einer neuen, einfaehen Ex- 
traktionsmethode und durch Chromatographie der Extrakte 
an Ionenaustausehers~ulen zwei H~moprotein-Fraktionen mit  
Cyl+ochrom-c-Aktivit~t gewonnen. Die mengenm~Sig iiberwie- 
gende, deren Eisengehalt 0,37% betrug, zeigte eine etwas 
h6here kata]ytische Aktivit~t im Bernsteins~ureoxydase-System 
als das aus Herzmuskel yon Pferden isolierte Cytochrom-c. Diese 
Fraktion wurde ffir die Bestimmung der Anordnung der Amino- 
s~uren in der Naehbarschaft der prosthetischen Gruppe ver- 
wendet. Die ermittelte Aminos~uresequenz, Phe-Lys-Thr-Arg- 
CyS-Glu-Leu-CyS-His-Thr-[Val, Glu], st immt mit friiher aufge- 
kl~rten homo]ogen 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 fiberein, unterscheidet sich 
yon ihnen jedoch in maneher anderer Hinsieht. 

Aus versehiedenen Tierar ten  isoliertes Cytochrom-e besitzt  weitgehend 
f ibereinst immende Eigensehaften.  Auch die Sequenz der Aminos~urereste 
in  der Nachbarschaf t  der prosthet ischen Gruppe ha t  sieh in allen geprfiften 
F~l]en, wenn nicht  als g]eieh, so doch als sehr i~hnlich erwiesen ~, 2, 3. Es 
war n u n  yon  Interesse zu untersuchen,  ob sieh die :~hnliehkeit im Muster 
der Aminos~urereste auch auf  das Cytoehrom-c eines Mikroorganismus 
wie der Here erstreekt. 

1 H. T u p p y  und G. Bodo, Mh. Chem. 88, 1182 (1954). 
2 H. Tuppy  und S. Pal~us, Ac~a Chem. Seund. 9, 353 (1955). 
3 H. Tuppy ,  Z. Naturforseh. 12 b, 784 (1957). 
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Voraussetzung ffir e inen so]chen Struktur-Vergleich war die Gewin- 
nung  yon Cytochrom-c ~us Hefe in  genfigender Ausbeute  und  Reinheit .  
Das von K e i l i n  4 ausgearbeitete Isolierungsverf~hren eignet sich anschei- 
nend  nur  ffir bes t immte  Hefer~ssen; seine Nachahmung  ffihrte bei uns  
(so wie auch an anderer  Stelle 5) nieht  zu befriedigendem Erfolg. I n  de~" 
vorl iegenden Arbei t  werden die yon  uns ver~vendeten, einfachen Methoden 
zur Gewinnung a n d  Reinigung yon  Cytochrom-e aus I-Iefe und  die an dem 
isolierten Material  angestel l ten S t ruk tur tmtersuchungen  beschrieben. 

Methoden und Versuche 

E x t r a k t i o n  des C y t o o h r o m s - e  aus  B g e k e r h e f e  

10 kg frisehe PreBhefe werden mit  2,5 1 Essigester, 420 ml Glycerin und 
einer L6sung yon 200 g Natriumdithionit  in 5 1 Wasser so lange geriihrt, bis 
ein homogener Brei entstanden ist. Dieser bleibt 12 Stdn. bei Zimmertemp. 
stehen. Die durch Zentrifugieren erhaltene goldgelbe fiberstehende L6sung 
wird, wenn sie trfibe ist, dutch Einrfihren yon I-Iyflo Supercel (4 g je 1) and  
Abnutsehen geklgrt (dabei bleibt ein kleiner Tell des Cytochroms-c an der/( ie-  
selgur adsorbiert ; er kann aus dieser mit  2 m Ammonacetat  eluiert werden). 
Das Fil trat  enthglt, nach seiner Ext inkt ion bei 550 m B, dem Maximum der 
Absorption des reduzierten Cytochroms-c im sichtbaren Wellenl~ngenbereich, 
zu schlief~en, 650 bis 700 mg Cytoehrom. Sein pI-I betrggt etwa 6. Es wird 
zur Verminderung der Ionenstgrke vor der nachfolgenden Adsorption des 
I-Igmoproteins an Amberlite XE 64 mit  Wasser auf das dreifache Velum ver- 
dfinnt. 

A n r e i e h e r u n g  d u r c h  I o n e n a u s t a u s c h  

Amber]ire XE 64 in der Ammoniumform (10 g lufttrockener Austauscher 
je 1 kg ~efe) wird zur Quellung in Wasser suspendiert und die Suspension durch 
tropfenweisen Zusatz yon 2 n t-IC1 auf p/-I 6,5 gebraeht. Dann riihrt man  den 
Austauseher in die dreifach verdfinnte Extraktionsfliissigkeit ein, wobei er 
sich durch Aufnahme des Cytochroms-c rosa f~trbt. Nach 1 bis 2stdg. Rfihren 
ist die Adsorption vollst~ndig; in der nunmehr  gelbgrfinen L6sung ist spek- 
trophotometrisch kein Cytoehrom-c mehr nachweisbar. Der mit  Cytochrom-c 
beladene Austauscher wird in ein Chromatographierrohr gespfilt, in diesem mit 
Wasser grfindlieh gewasehen und durch Perkolieren mit  2 m Ammonaeetat- 
16sung eluiert. Das aus dem dunkelroten Eluat  nach Dialyse durch Gefrier- 
trocknung erhaltene Cytoehrom-c-Pr~parat hatte einen Eisengehalt yon 
0,10%; alas Verh~ltnis der bei 550 m~ und bei 280 m~ gemessenen Lichtab- 
sorptionswert~ (E~0/E~s0) betrug 0,33. 

l%e in igung  u n d  F r a k t i o n i e r u n g  d u r e h  C h r o m a t o g r a p h i e  

500 g XE 64 (NI-I4 +) wurden in der oben angegebenen ~vVeise auf pH 6 bis 7 
gebracht und  in ein Chromatographierrohr mit  7,5 cm Durchmesser gefflllt. 
Die 20 cm hohe Austauschers~ule wurde so lange mit  0,2 m Phosphatpuffer 
yon pH 7,67 durchspfilt, bis die ausfliei3ende Flfissigkeit genau den gleichen 
pH-Wert  zeigte wit der oben aufgebrachte Puffer. Dann warden 700 mg 
Cytochrom-c-Pr/iparat (0,10% Fe), in einem m6glichst kleinen Volumen des 

4 D. Ke i l in ,  Proc. l~oy. Soc. London B 106, 418 (1930). 
K .  Zeile und F. Reuter, Z. physiol. Chem. 221, 101 (1933). 
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Puffers gel6st, vorsiehtig mit  I-Iilfe einer Kapillare auf die (vollkommen ebene) 
obere Fl&ehe der Austausehers~iule aufgetragen. Die Entwieklung erfolgge 
mit  dem gleiehen Puffer (pH 7,67), die Durehfluggesehwindigkeit wurde auf 
10 ml/Stde, gedrosselt. Die aus der S~ule austretende Fliissigkeit wurde 
unter  Verwendung eines Fraktionssehneiders in 10-ml-Portionen gesammelt. 

Bei "der Chromatographie trennte sich das Cytoehrom-e-Pr/iparat in 
4 Banden auf (Abb. 1). Sehnell r e ran  wanderte eine gelbbraune, eytoehrom- 
freie Zone (A), die viel Protein enthielt. Ihr  folgten zwei rote Banden mit 
Cytochrom-e-Aktivit/~t : Das in der sehnel- 
leren und der Menge naeh geringeren (B) 
enthaltene H/imoprotein-Material hat te  
einen Eisengehalt yon 0,29 % ; in der lang- 
sameren (C) befand sich die Hauptmenge 
(etwa 60%) des bei 550 m~ absorbierenden 
Materials, mit 0,37% Fe. Die am lang- 
samsten wandernde Zone (D) blieb w~h- 
rend der Chromatographie immer weiter 
zurfiek und lieB sieh sehlieBlieh mit dem 
Verwendeten Phosphatpuffer iiberhaupt 
nieht mehr veto Amberlite XE 64 ablS- 
sen, so dab zu ihrer Elution 2 m Ammon- 
aeetat verwendet wurde; obgleieh diese 
Fraktion ein fiir Cytoehrom eharakteristi- 
sehes Absorptionsspektrum besaB, war sie 
katalytiseh nieht wirksam; ihr Eisengehalt 
war 0,31%. Die Chromatographie nahm 
10 bis 14 Tage in Ansprueh. 

Die 2 Produkte mit  Cytoehrom-e Akti- 
vit~it (0,29% Fe und 0,37% Fe) verliegen 
die S~ule in stark verdfinnter L6sung. Zur 
Gewinnung fester Cytoehrom-e-Pr~iparate 
wurden die pufferh~ltigen (0,2 m) Eluate 
mit  Wasser :auf das zehnfaehe verdiinnt 
und raseh dureh kleinere Amberlite XE  64- 
S~ulen (pH 6,5; d =  4 em; h = 5 em) 
filtriert; das in der obersten Sehiehte der 
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Abb. 1. Chromatograph~e eines rohen 
Cytoehrom-e-Priiparats aus ttefe an einer 
Si~ule yon Amberlite XE 61. 0,2 m Phos- 
phatpuffer, pH 7,67. (A) Cytochromfreie 
Verunreinigungen. (B) H~moprotein-Frak- 
t~on mit 0,29% Fe und Cytoehrom-e- 
Aktivit~t. (C) H~moprotein-Fraktion mit 
0,37 % Fe und Cytoehrom-e-Aktivit~it. 
(D) Dena~uriertes H~moprotein-l~aterial 

Austausehers/iulen adsorbierte Cytochrom-e wurde mit Wasser gut gewaschen, 
mittels 2 m Ammonaeetat eluiert und aus dem konzentrierten Eluat naeh Dia- 
lyse dureh Gefriertroel~lung in Form eines dunkelroten Pulvers erhalten. 

E i n f a e h e r e s  V e r f a h r e n  z u r  G e w i n n u n g  v o n  H e f e - C y t o e h r o m - c  
m i t  0 ; 3 1 %  Fe  

Auf folgende Weise Nigt sich die Adsorption des Cytochroms-c aus der 
Hefe-Extraktionsl6sung mit  einer l%einigung dureh Chromatographie zeit- 
sparend kombinieren: In  ein Chromatographierrohr (d = 3 bis 4 cm) f/illt 
man zun~iehst Amberlite X E  64 (pH 6,5) in breiiger w~iBriger Suspension zu 
einer gleiehm~gig gepackten 10 crn hohen S~iule ein und iiberschichtet sodann 
den weiBen Austauscher - -  wiederum gleichm~igig - -  mit  rosafarbenem, mit  
Cytochrom-e beladenem Austauseher, wie er durch Einrfihren von X E  64 in 
die Hefe-ExtraktionslSsung erhalten worden ist, bis zu einer Gesamth6he yon 
20 era. Behandelt  man nun die S~iule mit  1 m Ammonacetat  (15 ml/Std.), so 
spielt sieh in einer und derselben Operation sowohl Elution des Cytochroms 
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aus dem beladenen XE 64 im oberen Teil der S~ule als auch eine gewisse chro- 
matographische Reinigung im darunterbefindlichen unbeladenen Austauseher 
ab. Dabei erh~tlt man in 2 bis 3 Stdn., naeh Abtrennung einer vorauseilenden 
Zone yon Verunreinigungen, ein rotes Eluat,  aus dem sieh ein Cytochrom-e-Pr~- 
parat mi t  0,26% Fe gewinnen lal~t (Ausbeute 75%). Setzt man dem Eluat  
festes Ammonsulfat bis zu einer S/%tigung yon 80~o zu, so f~llt eine betr/~eht- 
liehe Menge eines farblosen Proteirmiedersehlags aus und das aus der tiber- 
stehenden L6sung dureh Dialysieren und Gefriertroeknung erh~ltliehe Cyto- 
ehrom-e hat einen Eisengehalt yon 0,31%. 

E i g e n s e h a f t e n  des I ~ e f e - C y t o e h r o m s - c  

Die Maxima der Lichtabsorption liegen bei reduziertem Cytochrom-e aus 
ttefe (ebenso wie bei dem aus S~ugetiermuskulatur gewonnenen Cytochrom) 
bei 280, 415, 521 und 550m~% 

Zur Bestimmung der in L6sungen vorhandenen Menge Cytochrom-e 
wurde stets - -  naeh gedukt ion  des tt/~moproteins mit  Natriumdithionit  - -  die 
Lichtabsorption bei 550 m~ gemessen; den Bereehnungen legten wir aus Griin- 
den der Analogie zu den Verhiiltnissen bei Saugetier-Cytoehrom-e einen ange- 
nommenen molaren Extinktionskoeffizienten yon ~ = 6,2 • 107 und ein 
angenommenes Molekulargewieht yon 12.000 zugrunde. 

Der Erfolg der der Reinigung der Cytochrompr~tparate dienenden Opera- 
t ionen l~13t sieh an der Veranderung des Verhaltnisses der Extinktionswerte 
bei 550 m~ und 280 m~ rnessend verfolgen. Dieses Verhaltnis (Ess0/Eps0) und  
der auf das Troekengewieht bezogene Eisengehalt der Pr~parate nehmen, wie 
wir uns tiberzeugen konnten, wi~hrend der Reinigung parallel zu: 

E550/E~s0 0,33 0,85 1,00 t,21 
~o Fe 0,10 0,26 0,31 0,37 

Die Ermit t lung des Eisengehaltes erfolgte naeh der yon P a u l  7 modifizierten 
51ethode yon Lorber s. 

Die katalytische Aktivit~t des Cytoehroms-c im Bernsteinsgureoxydase- 
System wurde manometrisch naeh Potter s hestimmt, wobei jedoeh an Stelle 
von l~attenleber ein 6proz. ]~inderleber-Homogenat Verwendung land 1~ 
Die ttefe-Cytoehrom-c-Fraktion mit  0,37O/o Fe war in diesem System um etwa 
15~ aktiver, die Fraktion mit  0,29% Fe hingegen um etwa 5~o weniger aktiv 
Ms Cytochrom-c-Praparate aus Pferdeherzmuskulatur, bezogen auf gleiche 
Extinktionswerte bei 550 m~. 

A b b a u  des  C y t o c h r o m s - c  m i t  P e p s i n  

420 mg ttefe-Cytochrom-e (0,37~o Fe) lieferten, auf friiher beschriebene 
Weise 2 mit  Pepsin verdaut, 37 mg ,,H~mopeptid". Bei der Verteilungschro- 
matographie auf einer I-Iyflo-Supereel-S/iule 1~ mit  frischbereitetem n-Butanol- 
Eisessig-Wasser-Gemiseh (4: 1:5) hatte es den Ansehein, als spalte sieh das 
Produkt in 2 Zonen auf, die sieh jedoch nieht klar voneinander trennten.  Die 

6 H .  Theorell, Bioehem. Z. 285, 207 (1936). 
7 K .  G. Pau l ,  Acta Chem. Scan& 2, 430 (1948). 
s L .  Lorber, Biochem. Z. 181, 391 (1927). 
s V . R .  Potter,  in W .  W .  Umbrei t  u. a., Manometric Techniques and Tissue 

Metabolism, Burgess Publishing Co., Minneupo]is 1951, Seite 139. 
lo H .  T u p p y  und G. Bodo, Mh. Chem. 85, 1024 (1954). 
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unvolIstgndig separierten Fraktionen lieferten bei der Totalhydrolyse (mit 
5,7 n I-ICI, 15 Stdn., 105 ~ die gleiehen freien Aminosguren (Giutaminsgure, 
Threonin, I-Iistidin, Lysin, Arginin, Valin, Leuein, Phenylalanin, dazu wenig 
Alanin) und ergaben bei Endgruppenbestimmungen nach der DNP-Methode 11 
den gleiehen N-terminalen Aminosgurerest (Phenylalanin). Sie wurden auf  
Grund dieser Ubereinstimmung und unseres Unverm6gens, eine klare prii- 
parative Seheidung zu erzielen, bei den folgenden Versuehen zur Aufkli~rung 
der Aminos~uresequenz untersehiedslos eingesetzt. 

I)ureh Behandlung mit  Silbersulfat in essigsaurer L6sung ~2 wurde das 
,,I-Igmopep~id"-lVlateriM in prosthetisehe Gruppe und Polypeptid-Kompo- 
nente gespaIten ~~ letztere zur Umwandlung yon Cystein- in Cysgeinsgure- 
reste mit  Perameisens~iure oxydiert ~0. Die h~imatinfreie, oxydierte Poly- 
peptid-Komponente wird im folgenden als , ,Dodelcapept id"  bezeiehnet, da sie, 
wie spiilbere Untersuehungen zeigten, aus 12 Aminosgureresten zusammenge- 
setzt ist. 

B e s t i m m u n g  de r  A m i n o s ~ u r e z u s a m m e n s e t z u n g  des  
, , D o d e k a p e p t i d s "  

Nine papierehromatographisehe Bestimmung der in einem Hydrolysat  
des ,,Dodekapeptids ̀ ~ vorhandenen Aminosiiuren ergab die in Tab. 1 ange- 
fiihrten Werte. Die Auftrenmmg der Aminos~iuren erfolgte dureh 1-dimen- 
sionale absteigende Chromatographie auf 4 em breiten und 50 em langen Pa- 
pierstreifen (Whatman Nr. 4). Ein aliquoter Teil des I tydrolysats wurde in 

TabeIIe 1. Z a h l  d e r  A m i n o s ~ u r e r e s t e  im , , I - t~ imopept id"  

Im tIyd~olysat dutch Auf Grund 
papierchromatographische der Aminos~turesequenz 
Bestimmung ermittelt* erwartete Werte 

I-Ialbeystin* * . . . . . . . . . .  
Lysin . . . . . . . . . . . . . . . . .  
I-Iistidin . . . . . . . . . . . . . . .  
Arginin . . . . . . . . . . . . . . .  
Glutamins~iure . . . . . . . . .  
Threonin . . . . . . . . . . . . . .  
Alanin . . . . . . . . . . . . . . . .  
Valin . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Phenylalanin . . . . . . . . . .  

�9 Werte auf Val = 1,0 bezogen. 
�9 * Als Cysteinsgure bestimmt. 

1,9 

2,9 

4,2 

0,3 
1,0 
1,6 

2 1 / 
1 3 
1 
2 2} 4 

1 
1 

4 ~1 w~Briger LSsung mit  IrIilfe einer Mikropipette in Form eines 3 em langen 
Striehes auf die Startlinie eines solehen Papierstreifens aufgetragen; ftir Ver- 
gleiehszweeke wurden L6sungen der einzelnen im Hydrolysat  vorkommenden 
Aminos~iuren in versehiedenen bekannten Konzentrationen (0,5 bis 2 • 10-2m) 
auf die Startlinie anderer PapiersSreifen in gleieher Weise aufgebraeht. Naeh 
15stdg. Entwiekhmg mi~ n-But,anol-Eisessig-Wasser (4 : t :5 )  wurden die 
Streifen bei Raumtemp.  getrocknet und sodann noehmals i3 15 Stdn. lang mit  

11 F .  Sanger ,  Biochemic. J.  39, 507 (1945). 
12 K .  G. P a u l ,  Acts  Chem. Seand. 4, 239 (1950). 
13 B .  K e i l ,  Coll. Czech. Chem. Comm. 19, I006 (1954). 
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dem gleichen Lbsungsmittelgemiseh entwiekelt. •aeh neuerliehem Trocknen 
folgte die Anf~trbung der Aminosguren mit  Ninhydrin durch kurzes Eintauchen 
der Papierstreifen in die yon Barroll ier t4 angegebene ReagenslSsung und 
24stdg. Trocknen bei Zimmertemp. in einem dunklen t~aum. Die Aminosauren 
Cysteins~ure, Alanin, Valin, Phenylalanin und Leuein erwiesen sieh als seharf 
voneinander getrennt, Ghtamins~ure und Threonhl jedoch sowie die 3 basi- 
schen Aminos~uren Lysin, t-Iistidin und Arginin waren einander noch zu eng 
benachbart, als dal3 sie h~tten sauber voneinander gesehieden werden kSnnen, 
und wurden darum gemeinsam bestimmt. Aus den Streifen wurden die den 
einzelnen Farbflecken entsprechenden Papierstiickchen ausgeschnitten und 
in Eprouvetten 4 Stdn. mit  je 5 ml Methanol eluiert 15. Die violetten metha- 
nol. LSsungen wurden bei 500 m~ photometriert ; v o n  den Extinktionswerten 
kamen Blindwerte in Abzug, die durch Ausmessung yon Eluaten aus gleich 
behandelten und gleich grol~en, aber aminos~urefreien Stfiekchen Papiers 
ermittelt  wurden (diese Korrekturwerte waren gering, reproduzierbar und 
der Papierflgche streng proportional). Ffir jede einzelne Aminosgure wurde 
die Abh~ngigkeit der Extinktionsmel3werte yon der chromatographierten 
Aminos~uremenge gesondert bestimmt und im gewghlten Mengenbereich fiir 
linear befunden (Aminos~uremengen zwischen 0,02 und 0,08 ~Molen). 

V e r s u e h e  zu r  E r m i t t l u n g  de r  A m i n o s ~ u r e s e q u e n z  

Endgruppenbest immungen mit der DNP-Methode wurden auger an dem 
dureh Pepsinabbau aus Cytochrom-c erhaltenen ,,Hgmopeptid" auch am 
,,Dodekapeptid" durchgefiihrt und erwiesen iibereinstimmend l~henylalanin 
als einzigen aminoendst~ndigen Rest. 

Die Einwirkung yon Trypsin auf das ,,Hgmopeptid" ]ieferte 3 Spalt- 
produkte: zwei Dipeptide (Phe-Lys und Thr-Arg) und ein urn die 4 Amino- 
s/iurereste der Dipeptide ~Lrmeres H~Lmopeptid. Dieses wurde durch Adsorp- 
tion an Talk und durch Verteilungschromatographie auf einer Kieselgur- 
S~Lule (mit n-Butanol-Eisessig-Wasser 4 :1 :5  als L6sungsmittel) gereinigt. 
Silbersalzspaltung und Oxydation mit  Perameisensgure liel]en daraus ein 
h~Lmatinfreies ,,Octapeptid" gewinnen, das Cysteinsgure als ~7-termin~len 
Rest trug und aul~er Cysteinsgure noch Glutamins~ure, Threonin, Valin, 
Leucin und I/[istidin enthielt. Dureh partielle ]:tydrolyse (konz. HC1, 8 Tage, 
37 ~ wurde das ,,Octapeptid" zu einem komplexen Gemiseh yon Aminosguren 
und Peptiden abgebaut;  unter den Peptiden wurden CySO3H-GIu, [Glu, Leu], 
[Glu, Leu, CySOsH], Leu-CySOsH, CySO3H-His und Thr-[Val, Glu] identifi- 
ziert. 

I n  dem durch eine enzymatisehe Verdauung des ,,Dodekapeptids" mit  
Subtilisin entstandenen Gemiseh yon Spaltprodukten konnten die folgenden 
Peptide nachgewiesen werden: Thr-Arg, CySO3H-Glu, [Leu, CySOaH, His] 
und Thr-[Val, Glu]. 

Die bei der Isolierung und Charakterisierung"der untersuchten Peptide an- 
gewandten Methoden sind in friiheren Arbeiten ausfiihrlicher beschrieben 
worden 3, 10. Dort finder sich auch eine Erklgrung der verwendeten Symbole; 
hier sei nur  daran erinnert, dab damit, dal3 2 oder 3 Aminos~turereste in eine 
eckige Klammer gesetzt sind, angedeutet ist, dal] ihre Reihenfolge nicht oder 
nicht eindeutig ermittelt  worden ist. 

1~ j .  Barrollier,  Naturwiss. 42, 416 (1955). 
15 F .  G. t~ischer und H .  DSr/el,  Bioehem. Z. 324, 544 (1954). 
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Besprechung der Ergebnisse 

Die im Versuchsteil angegebene Methode der Extrakt ion yon Cyto- 
chrom-c aus t tefe mit  einer Mischung yon Essiges~er, Glycerin und wgBriger 
DithionitlSsung ist das Resnltat  zahlreicher Experimente. In  deren Ver- 
lauf erwies es sich, dab in Abwesenheit yon Dithionit (dessen Verwendung 
schon auf K e i l i n  ~ zurfickgeht) Cytochrom nur in Spnren freigesetzt wird. 
Is t  Dithionit anwesend, so gehen betrgchtliche Mengen Cytochrom in die 
Extraktionsflfissigkeit m~ter der Voraussetzung, dM~ deren Ionenstiirke 
eine hohe ist. Es konnten beispielsweise mit  15proz. KochsMzlSsung 
in Gegenwart yon Essigester und Dithionit 45 mg Cytochrom-c je kg fri- 
scher PreShefe herausgelSst werden. Es ist jedoch yon groBem Nachteil, 
dab Cytochrom-e in konzentrierteren KochsMzlSsungen relativ schnell 
Zersetzang erleidet und sich aus L6sungen h6herer Ionenstgrke an Kat-  
ionenaustauschern nicht adsorbieren lgl~t. Aus diesem Grand war der fiber- 
raschende Befund willkommen, dab die Anwesenheit gr58erer SMzmengen 
im Extrakt ionsmediam entbehrlich wird, wenn man diesem Glycerin zu- 
setzt. 

Chromatographic yon Cytochrom-c an Kationenaustauschern ist die 
einfachste and wirksamste Methode zu seiner [~einigung. WiLhrend das 
Atmungspigment tierischen Ursprungs sich an der Ammoniumform eines 
Carboxylaustauschers wie Amberlite X E  64 adsorbieren and  an S~ulen 
dieses Harzes in Mkalischem Medium chromatographieren l i ~ B t -  dieser 
Tatsache bedienten sich erstmMs P a l d u s  und N e i l a n d S  1~ und sparer M a r -  

goIiash 17 __  gelingt unserer Erfahrung nach eine Adsorption and Chromato- 
graphic yon Hefe-Cytochrom-c an Amberlite X E  64 erst bei niedrigeren 
pH-Werten.  

Fiir die Aufarbeitung des extrahierten Cytochroms-c sind im experi- 
mentellen Tell zwei Wege angegeben worden: ein miihsamerer, tugelange 
Chromatographic erfordernder, der 40 mg einer Cytochrom-c-Fraktion 
mit einem EisengehMt von 0 ,37~  and ein rascher, mfiheloser, der 49 mg 
Cytochrom-c mit  0,31~o Fe zu gewinnen erlaubte. Der letztere wird stets 
dann vorzuziehen sein, wenn eine weitgehende ~einigung and eine Auf- 
spaltung des ttefe-Cytochroms in Fraktionen nicht angestrebt wird. 

Von Interesse ist der Befund, dab sich bei langsamer Ionenaustauscher- 
Chromatographie eines unreinen Hefe-Cytochrom-c-Pr~parats zwei kata- 
lytisch aktive Fraktionen voneinander trennten, yon denen die eine im 
Bernsteinsgureoxydase-System der S~tugerleber sogar aktiver war Ms 
Si~uger-Cytochrom-c. Es ist bisher noch kein Versuch nnternommen 
worden zu ermitteln, inwieweit sich diese zwei Fraktionen strukturell 
anterscheiden. 

1~ S .  Pal~us  und J .  B .  Ne i lands ,  Act~ Chem. Scand. 4, 1024 (1950). 
17 E .  Margol iash,  Biochemic. J. 56, 529, 535 (1954). 
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Fiir die Erlnittlung der Anordnung der Aminos~urereste in der Nach- 
barsehaft der prosthetisehen Gruppe wurde nnr die katalytiseh starker 
wirksame Cytoehrom-c-Fraktion mit 0,37~o Eisengehalt eingesetzt. Von 
ihr wurde die sehw/~eher aktive abgesondert, da mit der MSgliehkeit ge- 
reehnet werden muBte, dal3 die Anwesenheit yon mehr als einem I-I/~mo- 
protein im Untersuehungsmaterial bei einer Strukturermittlung zu Fehl- 
resultaten fiihren kann. Verunreinigungen, die nieht H/~moprotein-Natur 
besitzen und bei proteolytiseher Verdauung kein H~tmopeptid-Material 
liefern, kSnnen hingegen bei einer auf unsere Weise durehgeftihrten Be- 
stimmung der Sequenz h/~m-naher Aminos/~uren nieht st6ren, sosehr sie 
auch den Eisengehalt und das E550/E2s0-Verh/~ltnis des Ansgangsmaterials 
herabsetzen mSgen. 

In dem ,,It~mopeptid", welches aus der Cytoehrom-e-Fraktion mit 
0,37~o Fe dureh Abban mit Pepsin gewonnen worden ist, ist die prostheti- 
sehe Gruppe des Cytoehroms mit einer aus 12 Aminos/iureresten zusam- 
mengesetzten Polypeptid-Komponente, 

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

verkn/ipft. Fiir diese Anordnung der Reste zeugen folgende Befnnde: 
Der N-terminale Rest der Sequenz ist Phenylalanin. Dieser endst/~n- 

dige Rest ist mit Lysin verkniipft, da bei der Einwirkung yon Trypsin 
auf das ,,It~mopeptid" ein Dipeptid Phe-Lys freigesetzt wird. Die Ab- 
spaltung dieses Dipeptids ist begreiflieh, da Trypsin jene Peptidbindungen 
angreift, an denen Lysin- odor Argininreste mit ihren Carboxylgruppen 
beteiligt sind. Bei der Verdauung des ,,I-I/imopeptids" mit Trypsin wird 
anBer Phe-Lys aueh noeh ein zweites Dipeptid, Thr-Arg, yon dem rest- 
lichen H/~mopeptid, welches jetzt nur mehr eine Oetapeptidsequenz ent- 
h/~lt, abgetrennt; Thr-Arg muB in Anbetraeht der proteolytisehen Spezi- 
fit/~t des Trypsins zwischen Phe-Lys und die restliehe Oktapeptidsequenz 
eingeffigt werden. Letztere beginnt gem/~B Endgruppenbestimmung mit 
einem Italbeystinres~. Die in Partialhydrolysaten and naeh Verdauung 
mit Subtilisin identifizierten Peptide CySOsII-Glu, GIn-Lea, [Glu, L3u, 
CySOsH], Leu-CySOsH, [Leu, CySOzH, His] mad CySOsH-His zeigen, da$ 
die Fortsetzung der Sequenz -CyS-Glu-Leu-CyS-His- lauten mug. Dafiir, 
dab das Tripeptid Thr-[Val, Glu] vom C-terminalen Ende der Sequenz 
stammt und sieh an den Histidinrest ansehlieBt, sprieht wohl nieht in di- 
rekter Weise ein I:Iistidin und Threonin enthaltendes Peptid, sondern nut 
die Unm6gliehkeit, das Tripeptid an anderer Stelle einzuordnen. Es mag 
hier jedoeh aueh erw/~hnt werden, dab die peptisehen Abbanprodukte 
yon Cytoehrom-e anderer Herkunft (Rind, Huhn, Laehs, Seidenspinner) 
ebenfalls die Aminos~urefolge Thr-Val-Glu im Ansehlul3 an einen Histidin- 
rest in C-terminaler Position enthalten (vgl. Tabelle 2). 

Zwisehen den Ergebnissen einer papierehromatographisehen Be- 
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stimmnng der in der Polypeptidkomponente des ,,H/~mopeptids" enthal- 
tenen Aminos~uren (Tabelle 1) und den Zahlen der Aminos~urereste, wie 
sie sich aus der oben formulierten Polypeptidsequenz ergeben, besteht eine 
befriedigende l~bereinstimmung, mit Ausnahme des Wertes ffir Phenyl- 
alanin; die quantitative Bestimmung ergab einen zwischen 1 mad 2 (1,6) 
]iegenden Wert, w~hrend bei der Sequenzermittlung Phenyla]anin nur in 
N-terminaler Stellung festgestellt werden konnte und ffir einen weiteren 
Phenylalaninrest innerhalb der Aminos~urefolge jeglieher I-Iinweis fehlt. 
Diese Diskrepanz bedarf noeh einer Aufkl~rung. 

Ein Vergleieh der in Itefe-Cytoehrom-e ermittelten Aminosi~uresequenz 
mit homologen, in Cytoehrom-e anderer Herkunft sehon friiher aufge- 
kl~rten Sequenzen (Tabelle 2) offenbart eine P~eihe signifikanter r~berein- 
stimmungen. Besonders bemerkenswert ist der in alien F/~llen gleiehe Ab- 

Tabelle2. Verg le ieh  der Aminos i~uresequenzen  in den aus Cyto- 
ch rom- c  v e r s c h i e d e n e n  U r s p r u n g s  dureh  A b b a u  mi t  Peps in  ge- 

w o n n e n e n  ,,I-Ifimopep t iden"  

Rind 2 
tIuhn 2 
Laehs 
Selden - 

spinner 3 
Bfieker- 

hefe 

�9 . . Val--Glu(NH~)--Lys--CyS Ala--Glu(NH:)--CyS--His--Thr--Val--Glu . . .  
� 9  Val--Glu(NH2)--Lys CyS--Ser--Glu(NH2)--CyS--His--Thr--[Val, Glu] . . .  
�9  Val--Glu(NH~)--Lys--CyS~Ala--Glu(NH2)--CyS--His--Thr--[Val, Glu] . . .  

�9 Val---Glu(NI-I2)~Arg--CyS--Ala--Glu(NH2)--CyS ttis--Thr--[Val, Glu] . . . 

�9 Phe--Lys--Thr--Arg--CyS--Glu Lea CyS--His--Thr--[Val, Glu] . . . 

stand zwisehen den zwei Halbcystinresten, welehe durch die Ausbildung 
yon Thio~therbriieken ira H~moprotein die prosthetisehe Gruppe mit der 
Proteinkomponente verbinden, and die dem einen Halbeystinrest benach- 
barte Stellung eines His~idinrestes. Wie Ehrenberg  und Theorel t  ~s 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 
Aminos~uresequenz yon einander dLtrch zwei andere Aminos/~urereste ge- 
trennt sind and die Polypeptidkette die Gestalt einer g-Helix annimmt. 
Eine solche sekund~re Struktur der Polypeptidkette bringt dann auch den 
Histidinrest in eine riiumliche Position, die fiir eine Anlagerung eines 
Imidazol-Stiekstoffatoms an das Eisenatom der prosthetisehen Gruppe 
besonders giinstig ist. Dieser Histidinrest ist aller Wahrscheinlichkeit 
naeh ein integrierender Bestandteil des ,,aktiven Zentrums" des Cyto r 
ehrolns-e 1 und liefert eine der zwei h~m-gebundenen basisehen Gruppen 
des Cytochrom-c-Apoproteins, welehe naeh Theorel l  nnd ~ k e s o n  19 ftir die 

~s A .  Ehrenberg and H. Theorell, Acta Chem. Scand. 9, 1193 (1955). 
19 H.  Theorell und zt. Akeson,  J.  Amer. Chem. Soc. 63, 1804 (1941). 
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Hamochromogen-Natur des II/imoproteins verantwortlich sind. -- Alle 
bisher untersuehten Cytochrome stimmen ferner hinsiehtlich der Late 
eines stark basisehen Aminosgurerestes (Arginin oder Lysin) und einer 
Tripeptidsequenz, Thr-Val-Glu, iiberein; ob diese Gleiehheit einer funk- 
tionellen Bedeutung zuzusehreiben ist, is~ nieht bekannt. 

Die Unterschiede, die in der ermittelten Aminosguresequenz zwischen 
Hefe-Cytoehrom-e einerseits und Cytoehromen tierisehen Ursprungs an- 
dererseits bestehen, sind -- wie ans genetisehen Griinden nieht unpassend 
erseheint  - -  zahlreieher  als die bisher  i rmerhalb der  Gruppe  t ie r i seher  
Cytochrome beobaeh te t en ;  sie betreffen die N a t u r  der  beiden zwisehen den 
Ha lbeys t in res t en  gelegenen Aminos~t t ren (Glu, Leu) und  die Aminos/ iure-  
folge, die dem Argin inres t  u (Phe-Lys-Thr-) .  

Zu cinem Zeitpunkt,  als unsere Versuehe zur Ext rak t ion  und l:~einigung 
yon ttefe-Cytoehrom-c zum Zwecke einer Best immung der Aminosauresequenz 
bereits beendet waren, wurde yon Olcunuki und Mitarbeitern 20 eine sch6ne 
und ergiebige Methode zur Gewinnung yon Hefe-Cytochrom-e publiziert.  N i t  
Hilfe dieses Verfahrens, welches allerdings im Vergleieh zu unserem bedeutelad 
langwieriger ist, wurde ein kristallisiertes Pr~parat  erhalten, dessen E550/E2s0- 
Quotient 1,28 betrug. Eine noch weitergehende Reinigung seheint kiirzlieh 
ehinesisehen Autoren gelungen zu sein 2~; sic berichten, dab ihr Pri~parat sich 
elektrophoretiseh in 2 gef/~rbte Frakt ionen auftrennen lieg, yon denen die 
mengenm~tflig t~berwiegende einen Eisengehalt von 0,43% und eine grSgere 
katalyt ische A k t i v i ~ t  im Suecinoxydase-System besag Ms Cy~ochrom-e- 
Pr/Cparate aus Siiugerherzen. Beide Frakt ionen zeigtel~ das gleiehe eharak- 
teristisehe Absorptionsspektrum, das mi t  den Spektren yon Cytochrom-e 
anderen Ursprungs identiseh war. Y~as und Drabkin ~ gewannen aus EIefe 
ein Cytoehrom-e-Pr~parat  mi t  0,344% Fe, Minalcami und Mitarbeiter 23 ein 
solehes mit  0,36--0,37% Fe, in beiden F~llen dutch chromatographisehe 
Reinigung an IKationenaustausehern. 

Zusatz bei der Korrektur :  Nunnilchoven ~ hat  eben die Isolierung yon 
zwei Cytoehrom-e-Komponenten aus B~iekerhefe in elektrophoretiseh einheit- 
liehem Zustand (Eisengehalt 0,44% bzw. 0,47%; E550/E2s0 1,26 bzw. 1,18) 
und einen Vergleieh ihrer Aminos~turezusammensetzung mit  jener yon Cyto- 
ehrom-e aus Pferdeherz besehrieben. 

F t i r  die freundliehe 1Jberlassung yon Prel3hefe s ind wir  den Verein ig ten  
Mautner-l l /Iarkho]sehen Pref~hefe Fabr iken ,  Wien,  zu groBem D a n k  ver-  
pflieh~et. 

~.o 17. Hagihara, T.  Horio, J.  Yamashita,  M .  Nozaki  und K .  Okunuki ,  
Nature 178, 629 (1956). 

~1 W.-C. L i  und C . L .  Tsou, Sci. Siniea (Peking) 5, 663 (1957); Chem. 
Abstr.  51, 16679h (1957). 

23 M .  Y~as und D. L.  Drablcin, J. Biol. Chem. 224, 921 (1957). 
~ S. Minakami ,  J. Biochem. (Japan) 42, 749 (1955) ; S. Minalcami, H.  Ishi-  

lcura und K .  Satake, ibid. 43, 575 (1956). 
2~ tl .  Nunnilchoven, Biochim. Biophys. Acta 28, 108 (1958). 
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Aufriehtiger Dank wird dem Van't Hoy Fonds fiir die dureh Verleihung 
eines Stipendiums gewi~hrte Unterstiitzung der Arbeit ausgesproehen. 

Den Untersuehungen kam aueh die groBztigige Hilfe zugute, dig dem 
II .  Chemisehen Inst i tut  der Universit~t Wien dureh Zuwendungen der 
Roclcejeller _Foundation erwiesen worden ist. 

Es sei ferner dankbar erw~hnt, dab Herr  Dr. R. K. Zahn, l~rankfurt/M. 
uns im Hinbliek auf die M6gliehkeiten der Extrakt ion yon Cytoehrom-e 
aus t tefe hilfreieh beraten hat. 


