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Die bei tryptischer Spaltung yon Pferde-Cytochrom e ent- 
stehenden Peptide wurden mit t-Iilfe papierelektrophoretiseher 
und papierehromatographiseher Methoden isoliert und ihre 
Aminos~iuresequenz bestimmt. Damit wurde eine wiehtige 
Voraussetzung fiir die Ermittlung der gesamten Struktur des 
Cytoehroms e erfiillt 4~ Besonders interessant war der Befund, 
dab eines der tryptisehen Peptide, das offenbar vom Aminoende 
der Polypeptidkette des Cytoehrom-c-Apoproteins stammt, 
einen aeetylierten N-terminalen Aminosgurerest enthglt. 

Cytoehrom c ist unter den katalytiseh wirksamen Proteinen infolge 
seiner leiehten Isolierbarkeit und seines relativ geringen Molekular- 
gewichts von ca. 12 000 ein besonders geeignetes Objekt ffir Untersuehun- 
gen fiber die Proteinstruktur und ihre Beziehung zur physiologischen 
Funktion. 

In  den letzten Jahren sind yon verschiedenen Autoren Aminosgure- 
analysen des Pferde-Cytochroms c publiziert worden, aus denen sieh 
folgende Bruttoformel ergibtl-5: 

Ala 6, Arg 2, Asp 7--8, Cys 2, Glu 11--14, Gly 11--12, .His 3--4, 
[leu 5--6, Leu 5--6, Lys 17--19, Met 2, Phe 3--4, Pro 3--5, Ser 0--2, 
Thr 9--10, Try 1, Tyr 4, Val 2--3. 

1 R.  Nunnikhoven,  Bioehim. Biophys. Aeta 28, 108 (1958). 
2 G. Lea], N .  E.  Gillies und R. Pirrie, Biochem. J. 69, 605 (1958). 
a j .  W.  Holeman und G. Biserte, Bull. soe. ehim. biol. 41, 975 (1959). 

E. Margoliash, Feder. Proceed. 19, 217 (1960). 
a M .  L.  Coval, T .  Horio und M .  19. Kamen,  Bioehim. Biophys. Acta 51, 

246 (1961). 
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Da im Cytoohrom-c-Molekiit nur e in  Aminos/iurerest - -  und zwar 
Glutaminsgure - -  in C-termina.ler Position ge{undeu worden ist ~, er- 
seheint es wahrsoheinlieh, dal3 das Protein aus einer einzigen Polypeptid- 
kette besteht. Die Naeur des N-terminalen Aminosgurerestes blieb bis- 
her ungeklgrt; es warden sowohl Histidin ~ als aueh Arginin s in Be~racht 
gezogen, doeh verliefen zahkeiehe Versuehe, eine dieser Angaben zu 
best//tigen oder eine andere Aminosgure mit freier ~-Aminogruppe zu 
finden, negativ a, 9 

Im Cytoetn'om c ist die prosthetisehe Gruppe kovalent an den Pro~ein- 
teil gebunden. Die Thiolgruppen zweier Cysteinreste des Apoproteins 
sind an die Vinylseitenketten eines Hgminmolekfils angelagert 10, 11 
Die bisherigen Arbeiten fiber die Struktur yon Cytoehrom c besehrgnkten 
sieh auf die Untersuehung der Aminosguresequenz in der Umgebung 
dieser beiden Cysteinreste. Dabei wurden die bei enzymatiseher Hydrolyse 
yon Cytoehrom-e-Prgparaten versehiedener Herkunft  entstehenden Hgmo- 
peptide isoliert und deren Struktnr bestimmt. Im Falle des Pferde- 
Cytoehroms c wurde folgende Sequenz aufgeklgrt 12, la. 

-Val-GluN-Lys-Cy-Ala-OluN-Cy-His-Thr-VM-Glu-Lys- 

8 S 
~ [ g m i n - c / /  

In der vorliegenden Arbeit wird die Trennung und Sequenzermittlung 
der beim tryptisehen Abbau yon Cytoehiom c a u s  Pferdeherzmuskel 
entstehenden Peptide besehrieben. Trypsin hydrolysiert nur jene Peptid- 
bindungen, an denen Lysin oder Arginin mit ihrer Carboxylgruppe be- 
teiligt sind. I~olge  seines hohen Gehalts an diesen Aminosguren wird 
Cytoehrom c yon Trypsin in zahlreiehe Brnehsttieke nieht zu hohen 
Molgewiehts gespalten. Besondere Aufmerksamkeit ~mrde jenen Peptiden 
gesehenkt, die im Proteinmolekfil die terminalen Stellungen einnehmen. 
Es wird gezeigt, dab Cy~oehrom c keine freie ~-Aminogruppe besitzt, 
sondern dab ein N-aeetyliertes Glycin aminoendstgndig ist. 

Eine kurze Zusammenfassung dieser Ergebnisse ist yon m~s bereits 
an anderer Stelle verSffentlieht worden ~. 

6 K .  T i tan i ,  H.  I s h i k u r a  und S. 3~inakami ,  J. Biochem. [Tokyo] 44, 
499 (1957). 

7 E.  Margol iash,  Nature [London] 175, 295 (1955). 
s H.  ~fataubara,  B.  Hagihara,  aS. Horio  und K .  Olcunu]ci, Natm'e [Lon- 

don] 179, 251 (t957). 
9 H.  T u p p y  m~d S. Pal~us, unver6ffentl. Versuehe. 
lo H.  Theorell, Bioehem. Z. 298, 2a,2 (1988). 
11 I42. Zeile und H. Meyer ,  Naturwiss. 27, 596 (1939). 
12 H.  T u p p y  und G. Bode,  Mh. Chem. 88, 1024 (1954). 
xa E.  Margol iash,  N .  Fros und E. Wiener,  Bioehem. J. 71, 559 (1958). 
~4 G. K~'eil und H. Tzeppy, Nature [London] 192, 1124 (1961). 

50* 
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M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e l ~  

Cytoehrom e wurde naeh der Vorschrift yon Keilin und Hartree 1~ isoliert. 
Die weitere P~einigung orfolgte dureh Chromatographic an Amberlite II~C 5016. 
Die verwendeten Pr~iparate enthielten 0,42--0,43% Eisen; der Quotient der 
Extinktionskoeffizien~en bei 550 und  280 mi~ betrug 1,08--],15. 

Trypsin, Chymotrypsin und Pepsin waren kaufliehe Produkte der Firma 
Worthington. Das verwende~ Subtilisin stammte yon der Firma 
Nagarse&Co.  (Osaka ,  Japan) 1~ und  wurde tins freund]icherweise yon 
Prof. Okunuki znr Yerfiigung gestellt. Zum Abbau yon Peptiden mit  Oxy- 
tocinase wurde eine 4000fach gereinigte Enzyml6sung eingesetzt; die An- 
reicherung aus t~etroplaeentarserum erfolgte nach Tuppy und Wintersberger is. 

Formylglyci~ wurde ans Glycin und wasserfreier Ameisens~ure 19, Acetyl- 
glycin dutch Umsetzung yon Glyein mit  EssJgsaureanhydrid in Eisessig ~~ 
dargestellt. Die Syn~hese yon Propionylglyein erfolgte analog der des Acetyl- 
derivates unter Verwendung yon Propionsaureanhydrid und wasserfreier 
Propions~ure. Laetylglyein wurde aus Glycin und  c<-Brompropionylehlorid 
dutch Inkubat ion  des ents~ehenden a-Bromproidionylg]ycins mit  friseh ge- 
falltem Silbercarbonat dargestellt 21. Die Darstellung von Glyeyl-L-Asparagin- 
s(~ure erfolgte naeh E. Fischer aus Chloracetylasparaginsaure und Ammoniak 22. 
Die Aeetytierung und  Propionylierung der Glycylasparaginsgure wurde analog 
der des Glyeins vorgenommen; die entstehenden 01e konnten nieht zur 
Kristallisation gebraeht werden, waren jedoeh ehromatographisch einheitlich. 

Spaltung yon Cytochrom c m i t  Trypsin 

a) 100 mg Cytoehrom e wurden in 10 ml Wasser ge]6st und  5 mg Trypsin 
zugesetzt. Die L6sung wurde mit  verd. NH3 oder mit  verd. Essigsaure auf 
pI-I 8,0 gebracht und 20 Stdn. bei 37 ~ inkubiert.  Der pH-Wert  wtwde yon 
Zeit zu Zeit mi t  Hilfe des pH-Meters kontrolliert nnd  dureh Zusatz yon 
verd. NH.s konstant  gehalten. Am Ende der Inkubat ion  wurde das Enzym 
durch knrzes Erhitzen denaturiert,  abzentrifugiert und  die fiberstehende 
L6sung lyophilisiert. 

b) Da das verwendete Trypsin Spnren von Chymotrypsin enthielt, 
mugten  die Hydrolysebedingungen modifiziert werden, wenn eine eindeutige, 
nur  auf tryptische Aktivit/~t zurfiekgehende Spaltung erwiinseht~ war. Das 
Trypsin wurde zunachst mit  i /16n HC1 24 Stdn. bei 37 o inkubiert. Dabei 
wird ein OroBteil des begleitenden Chymotrypsins infolge seiner S&ure- 
]abilitat irreversibel denaturiert  ~3. Naeh Dialyse mad Gefriertroeknung 
erh~lt man  so ein Enzympraparat ,  das kaum mehr ehymotryptisehe Aktivi- 
ta t  zeigt. Die Inl<ubation mit  diesem ,,vorbehandelten" Trypsin erfolgte 
wie unter a); der Verlauf der enzymatisehen Spaltung wurde mit  Hilfe eines 
pH-Stats (Radiometer, Kopenhagen) kontrolliert. Der Laugenverbraueh ist 

1~ D. Keilin und E. f .  Hartree, Biochem. J. 39, 289 (1945). 
1G E. Margoliash, Bioehem. Prepar. 5, 33. 
17 B. Hagihara, H. Matsubara, M. Nalcai und K. Olsunulci, J. Biochem. 

[Tokyo] 45, 185 (1958). 
~s H. Tuppy und E. Wintersberger, Mh. Chem. 91, 1001 (1960). 
19 E. Fischer vmd O. Warburg, Bet. dtseh, chem. Gee. 38, 3997 (1905). 
~o H. D. Dakin, J. Biol. Chem. 82, 443 (1929). 
21 E. Fischer, Ber. dtseh, chem. Ges. 40, 507 (1906). 
2~ E. Fischer, Ann. Chem. 340, 123 (1905). 
~a R. P. Red/ield und C. B. An]insert, J. biol. Chem. 221, 385 (1956). 
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unmittelbar naeh der Enzymzugabe am gr613ten und f~llt naeh 90--120 ~lin. 
s~ark ab. I)ie Verdauung wurde abgebroehen, naehdem ca. 6,5 hiel Lauge/ 
Z{ol Cytoehrom e verbraucht waren. 

Trennunff der Peptide 

Das entstandene Peptidgemiseh wurde auf Fil terpapierb6gen (What-  
man  3 MM Papier) dureh ,,finger-printing "2~, ~ aufgetrennt.  Dabei wird 
das t Iydro lysa t  zun~iehst in einer Richtung elektrophoretiseh und ansehlie- 
t end  senkrecht dazu ehromatographisch aufgeteilt .  Die Elektrophorese 
erfolgte bei pI-I 4, 7 in Pyrid~n--Essigs~ure-Puffer (10 ml Pyridin,  t 0 ml Essig- 
s~itu'e, 1 I Wasser) bei 1500 V, die Chromatographic in Bu tano l - -E i se s s ig - -  
g~asser (4:1:5).  Je  Papierbogen konnten 3 - - 4 m g  Hydro lysa t  eingesetzt 
werden. Manehe Peptide liel3en sieh auf diese ~reise nur sehleeht trennen. 
Sie wurden dann gemeinsam eluiert und einer weiteren Papierelektrophorese 
bei p H  2,0 (40 ml Ameisens/iure, 200 ml Essigs~iure, ad 1500 mi t  Wasser) 
oder bei pI-I 6,4 (10 ml Pyridin,  0,4 ml Eisessig, 90 ml Wasser) unterworfen. 

Zur Sequenzbestimmung win'de entweder das I~'Iageriai mehrerer  ,,finger- 
pr in ts"  gesammelt oder die Auftrermtmg einer gr6geren Menge der Pept id-  
misehung in zwei Stufen diwehgefiihrt. I m  letzteren Fal l  wurden zumtehst 
je 8 mg des Gemisehes elektrophoretiseh vorfraktioniert ,  die entspreehenden 
Frakt ionen mehrerer Elektrolohoresen gesammelt und jede ffir sieh sodann 
ehromatographiseh welter aufgetrennt.  Frakt ionen,  die methioninh~ittige 
Pept ide enthielten, wurden vor der Chromatographic 20 Stdn. mit  0,02m 
Thioglykols~ure bei 50 ~ inkubier t  -~6. Unterl i igt  man  dies, so geben solehe 
Peptide infolge teilweiser Bildung yon 5{ethioninsulfoxyd breite Zonen oder 
Doppelfleeken. 

!solierung und Charalcterisierung der Peptide 

Die getroekneten Bogen wurden 103/Iin. auf 1t0 ~ erhitzt,  wonaeh die 
Pept ide nnter  der UV-Lampe sis sehwaeh blguliche Fleeken siehtbar waren. 
Sic wurden eluiert, zm- Ermi t t lung  der Aminosiiurezusammensetzung mit  
gn HC1 15 Stdn. bei 105 ~ hydrolysier~ und die Hydx'olysate ehromatographiert .  

Die Best immung der N-terminalen Aminos~nren erfolgte naeh Sanger 
dureh Umsetzung mit  F D N B  ~7, die der C-terminalen Aminos~uren dutch 
Hydrazinolyse  2s. Zur Chromatographie der DNP-Aminos~iuren wurde das 
System tert.  Amylalkoho]-0,2m Phthala tpuffer  (pl-I 6,0) verwendet2% Gr6- 
2ere Pept ide  wurden dureh part iel le  Hydrolyse  mi t  konz. HC1 (37 ~ 24 bis 
72 Stdn.) oder mi t  proteolytisehen Enzymen welter abgebaut.  Die iKethodik 
entsprieht  weitgehend jener, die yon Sanger und ){itarb. bei der Aufkl~rung 
des Insulins verwendet wurde ~~ 

Die ele!~trophoretisehe Wanderungsstreeke yon sauren und basisehen 
Bruehstfieken wurde auf die yon freiem Lysin bzw. auf die yon freier Aspara- 
gins~ure oder Glutamins~ure bezogen. Die so erhaltenen Quotienten (R- 

24 V. 21/L Ingra~, Biochim. Biophys. Acts 28, 5~9 (1958). 
~ C. B. An~insert, S. E. G. Aquist, J.  P. Coolie mid JR. Janssen, J. biol. 

Chem. 231, 1118 (1959). 
"-~ J. 1. Harris und P. Roo8, Bioehem. J.  71, 434 (1959). 
27 F. Sanyer, Biochem. J. 39, 507 (19r 
~s S. A]cabori, K.  Ohno und K. Narita, Bull. Chem. See. J apan  25, 214 

(1952). 
2~ S. Blackburn und A.  Lowther, Bioehem. J. 48, 126 ( i95i) .  
3o t~. Sanger und H. Tuppy, Biochem. J. 49, 463 und 48t (195i). 
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Werte, RLys, RAsp und RGlu) sind gut reproduzierbar und erlauben bei be- 
kannter Nettoladung der Peptide l~iicksch]iisse ~uf deren Gr6Be, bei be- 
kannter Gr6~e Riicksch]6sse auf die Netto]adung. ])ies war in einigen F~llen 
ftir die Interpretat ion der Ergebnisse yon gTo~em Wert. 

Die Rf-Werte bei der Chromatographie sind nut  schleeht reproduzierbar. 
Es ist gfinstiger, die Wanderungsstreeko eines Peptids auf die vom Leucin 
bzw. yon Iqeutralrot, das gleieh raseh wie Leueim l~uft, zu beziehen (RLeu). 

Methoden zur Untersuchung des Pep t ids  T 20 

Bei der Spaltung mit  Pepsin entsteht ein Aeetyl-dipeptid (T 20 1 ) 2), das 
mit  Ninhydrin nicht anf/~rbbar ist. Die Lokalisation erfolgte entweder nach 
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Abb. i. Tryptisches l~ydrolysa~ des Pferde-Cytochroms c 
Elektrophorese in Pyridin--Essigs~ure-Puffer (pE 4,7) 

b Chromatographie in Butanol-Eisessig-Wasser (4: J : 5) 

•ydon  und S m i t h  durch Chlorierung und nachfolgende Behandlung mit  
KJ-St/~rke-LSs~mg ~1 oder durch Bespriihen mit  Glucose~Anil in  (1 g Anilin 
und 1 g Glucose in 25 ml Butanol--Alkohol--VV~asser 3:1 : 1) und nachfolgen- 
des Erhitzen auf 140 ~ ])as zuletzt genannte Spr/ihreagens bew/ihrte sieh 

~1 H.  N .  R y d o n  und P.  W.  G. Smi th ,  Nature [London] 169, 922 (1952). 
an H.  M i c h l  und G. H6geuauer,  J. Chromatogr. 2, 380 (1959). 
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aueh f/Jr Acylaminos~uren. Das bei der I-Iydrazinolyse yon T 20 P 2 ent- 
sgehende Acetylhydrazid konnte d~rah Chroma~ographie in Pyridin--Anilin-- 
Wasser (9:1:4) identifiziert werden 33. Die Anf~irbung von Hydraziden kann 
dureh Bespr/ihel~ mi~ anamoniakM. AgNOa-L6sung erfolgen (0,1n AgNOa-- 
5n lgH3, 1:1). 

E r g e b n i s s e  

])as naeh der Auftrennung mittels ,,finger-printirtg:' erhalgene Pept, id- 
muster ist abhgagig sowohl yon der Dauer der Inkubat ion des Cytoehroms 
c mit  Enzym Ms a.ueh davon, ob das verwendete Trypsin dutch Vor- 
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Abb. 2. Trypf01sches Hydrolysat Yon Pferde-Cytocnrom c 
Das verwendete Trypsin wa,r durch S~urebehandhmg yon Chymotrypsin befreit wordem Elektro- 

phorese und Chromatographie wie bei Abb. 1 

behandlung mi~0 verd. Salzs/iure weitgehend yon Chymotrypsin befreit 
worde~ war oder nicht (Abb. 1 und 2). 

Die qualitative Aminos/~urezusammensetzung der ei~lzelnen Peptide 
ist in Tab. i zus~mmenges6ellt. 

a3 K .  N a r i t a ,  Bioehim. Biophys. Ae~a 28, 185 (1958). 
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I m  folgenden werden kurz die zur Ermit t lung der Aminos/~uresequenz 
der Peptide durehgefiihrtea Versuehe besehrieben. Die Ergebnisse sind 
�9 in Tab. 2 zusammengefaBt. 

Tabelle i. Die qualitative Aminos~iurezusammensetzung der 
Pep~ide  

T1 Lys 
T2 Gly, Lys 
T2a His, Lys 
T3 Lys 
T4 Gly, Lys 
T5 Arg, Gly 
T6a Gly, Lys 
T6b Asp, Lys 
T7 Glu, Lys, 
T8 Arg, Glu, 
TSa Arg, GIu, 
T9 Leu, Lys 
TI0 Ala, Gly, 
T10a Arg, Asp, 
T l l  Gly, Ileu, 
T l l a  Gly, lieu, 
T12 Olu, lieu, 
T12a Asp, His, 
Ti2b Ala, Gly, 
T13 Ala, Glu, 
T14 Asp, Glu, 
T15 Arg, Glu, 
T16 Ala, Asp, 
T17 Ala, Asp, 
Tt8 Ala, Asp, 
T19 Asp, Glu, 
T19a Ala, Asp, 
T20 Asp, Glu, 
T2t Ala, Asp, 

Tabelle 2. 
T1 
T2 
T2a 
T3 
T4 
T5 
T6a 
T6b 
T7 
T8 
T8a 
T9 
T10 
T10a 
T l l  

Val 
Lys, Thr 
Lys, Thr 

Ileu, 
Gly, 
Lys, 
Lys, 
Lys, 
Gly, 

Lys 
I-Iis, Leu, Phe, Pro, Thr 
Pro, Thr, Tyr 
Thr, Try 
Phe, Val 
Leu, Phe, Pro, Thr 

Ileu, Lys, 
Gly, Phe, 
Leu, Lys, 
Thr 
Lys, Thr 
Glu, Gly, 
Glu, Thr 
Leu, Lys, 
Glu, Ileu, 
Gly, Lys, 
Glu, Ileu, 

Met, Phe 
Pro, Thr, Tyr 
Pro 

Lys, Phe, Pro, Thr, Tyr 

Mot, Pro, Thr, Tyr 
Leu, Lys, Tyr 
Val 
Leu, Tyr 

Die A m i n o s a u r e s e q u e n z  der  P e p t i d e  

Lys-Lys 
Oly-Lys-Lys 
His-Lys 
Lys 
Gly -Lys 
Gly-Arg 
Gly-Gly-Lys 
AspN-Lys 
[GluN, VM]-Lys 
Lys-Thr-Glu-Arg 
Lys-Lys-Thr -Glu-Arg 
Leu-Lys 
Ala-Gly-Ileu-Lys 
Thr - Gly-Pro-AspN-Leu-iLIis- Gly -Leu-Phe- Gly-Arg 
Tyr-Ileu-[Pro, Gly]-Thr-Lys 
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T l l a  
T12 
T14 
T15 
T16 
T17 
T18 
T19 
T19a 
T20 
T21 

Gly-I leu-Thr-Try-Lys 
I leu-Phe-Val-GluN-Lys 
Leu-Glu-AspN-Pro-Lys 
Thr-Glu-Arg 
Thr-[Ala, Asp]-Lys 
Thr-[Ala, GluN, Gly, Pro]-Phe-Thr-Tyr-Thr-[Ala,  Asp]-Lys 
Ala-Thr/AspN-Glu 
Glu-[Glu, Leu, Thr]-[iKet, Glu]-Tyr-Leu-Glu-AspN-Pro-Lys 
Glu-Asp-Leu-Ileu-Ala-Tyr-Leu-Lys 
Acetyl-Gly-Asp-Val- Glu-Lys 
Glu-Asp-Leu-Ileu-Ala-Tyr 

T1 : Dieses Pept id  wanderf  bei p H  4,7 ebenso wie T2 und T2a elektro. 
phore~iseh raseher als freies Lysin;  es muff demnaeh doppelt  positiv geladen 
sein. T1 enthglt  nur Lys, bei der Dinitrophenylierung ents tand Di-DNP-Lys  
trod c-DNP-Lys. 

Struktur  : Lys-Lys. 
T2 : Die Peptide T2 und T2a wurden gemeinsam ehfiert m~d dureh Elektro- 

phorese bei p i t  6,4 getrennt,  wobei T2a deutlich ]angsamer wandert.  T2 
ent.hfilt Gly trod Lys, Gly ist  N-termina!. Bei trypt.iseher Weiterspal tung 
ents teht  Gly-Lys (T4) und freies Lysin. 

Strukt.ur : Gly-Lys-Lys. 
T2a:  Enthfilt  His trod Lys;  His ist N-terminal.  
Struli tur  : His-Lys. 
T3:  Freies Lysin. 

T4:  Ents teh t  1mr in kleiner ){enge aus T2. Enth/i l t  Gly und Lys, Gly 
ist N-terminM. 

Struktur  : Gly-Lys. 
TS: Enth.glt Gly trod Arg; Gly ist N-terL,ina]. Ents~eht dureh chymo- 

t rypt ische Weiterspal tung von T10a. 
St ruktur  : Gly-Arg. 
Tba :  Dieses Pept id  wurde gemehasam mit  T6b isoliert und yon diesem 

dutch Elektrophorese bei p H  2 getre~mt. T6a enth~lt  Gly und Lys. Di- 
ni trophenylierung und anschliel3ende Hydrolyse  ergaben DNP-Gly,  freies 
@ly und z-DNP-Lys. 

Struktur  : Gly-Gly-Lys. 
T6b:  Enth~l t  Asp und Lys;  Asp is~ N-terminM. Aus der Ladtmg wurde 

gesehlossen, dab die AsparaginsSoure als Amid vorliegt. 
St ruktur  : AspN-Lys. 
T7:  Enth~l t  Val, Glu und Lys. Dieses Pept id  entsteht  dureh chymo- 

t rypt ische Spaltmag yon T12 (Sequenzermittlung sietae doff). 

T8:  Enth~lt  Thr, Glu, Arg und Lys;  Lys ist N-terminal.  Bei t rypt ischer  
Wei~erspMtung entstehen freies Lys und Thr-Glu-Arg (T15, ~leutral). 

S t ruktur  : Lys-Thr-Glu-Arg. 
T8a :  Enthgl t  die gleichen Aminos/~uren wie T8, wandert  jedoch raseher 

zur Kathode  als dieses. Bei der I) ini trophenylierung entstehe_~l Di-DNP-Lys  
und s-DNP-Lys.  Bei t rypt ischer  Spaltung entstehen Lys-Lys (TI), Thr- 
Glu-Arg (T15), Lys und [Lys, Thr, Glu, Arg] (T8). 

Struktur  : Lys-Lys-Thr-Glu.Arg. 
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T g :  Enthi*It Leu und Lys;  Leu ist N-terminM. Dieses Pept id  entsteht  
in geringer Menge aus T19a. 

St ruktur  : Leu-Lys. 

T 1 0 :  Enthgl t  Ala, Gly, I leu und Lys;  Ala ist N-terminal.  Bei partieller 
Hydrolyse  (60 Stdn.) entstehen neben freien Aminosguren das Pept id  [Ileu, 
Lys] mid eine geringe N[enge [Gly, Ileu, Lys]. T10 bildet  sieh bei ehymo- 
t rypt iseher  Spaltung yon T12b. 

St ruktur  : Ala-Gly-Ileu-Lys. 

T10a:  Enth/~lt Arg, Asp, Gly, His, Leu, Phe, Pro und Thr;  Thr ist 
N-terminal.  Bei ehymotrypt iseher  Spaltung entstehen Gly-Arg (T5, RLys = 

0,76) und [Thr, Gly, Pro, AspN, Leu, I-Iis]-Phe (T12a, RLys = 0,26). 
Letzteres wurde mit  Pepsin weiter abgebau~, wobei die Bruehstiieke [Thr, 
@ly, Pro, AspN, Leu] (T12aP1, neutral) und [tIis, Gly, Leu]-Phe (Tt2~P2, 
RLys = 0,32) gebildet wurden. 

T12aP1 wurde partiell  hydrolysier5 (42 Stdn.) und elektrophoretiseh in 
ch'ei Frakt ionen getrennt :  a) [Asp, Leu] (RAsp = 0,60); b) [Thr, Gly, Pro, 
Asp, Leu]; e) neutrale Frakt ion,  die chromatographiseh in 4 Pept ide auf- 
gegeilt~ werden konnte:  [Thr, Gly] (RLeu = 0,29); [Gl~r, Pro, AspN] (RLeu = 
= 0,36); [Gly, Pro, AspN, Leu] (RLeu = 0,88; [Pro, AspN, Len (RLeu = 
= t,00). 

T12aP2 wurde ebenfalls partiell  hydrolysier t  und die ents tehenden 
Bruehstiieke chromatographiseh getrennt :  [His, Gly] (RLeu = 0 , 2 3 ) u n d  
[Leu, Phe] (RLeu = 1,36). 

Die bei der SubtilisinspMtung yon T t0a  entstehenden Peptide wurden 
elektrophoretiseh getrennt.  T10aSI:  Gly-Arg (RLys = 0,76); T10aS2: 
Leu-t t is  (RLys = 0,65); T10aS3: neutrale Frakt ion,  die ehromatographier t  
wurde. T10aS3a: Thr-[Gly, Pro, AspN] (Rf = 0,26); T10aS3b: Phe (Rf = 
= 0,58); T10aS3e: Gly-Leu (Rf = 0,65); T10aS3d: [Gly, Leu, Phe] (Rf = 
= 0,79). 

Struk~ur yon T10a: Thr-Gly-Pro-AspN-Leu-His-Gly-Leu-Phe-Gly-Arg. 

T l l  : T11 und T1 l a  t rennten sieh auf den ,,finger-prints" nut  in besonders 
giinstigen FKllen. Sie wurden zun~ehst gemeinsam eluiert. T l l a  konnte 
sodann dureh kurze Inkubat ion  mi t  Chymotrypsin (30 Min.) und naehfol- 
gende Elektrophorese leieht abgetrennt  werden. Dabei  wird T l t a  in ein 
neutrales Pept id  und freies Lysin gespalten, w~thrend T l l  in takt  bleibt.  

T 11 enth/ilt  Gly, Thr, Pro, Tyr,  I leu und Lys;  Tyr  ist N-terminal .  Chymo- 
t rypsin  und Pepsin spalten das Pept id  nieht. Beim Abbau mit  Subtilisin 
en~stehen T l l S I :  Thr-Lys (RLys = 0,72), T l l S 2 :  [Ileu, Pro, Gly, Thr]-Lys 
(RLys = 0,42) und T 11S 3 : neutrMe Frakt ion.  T 11S3 wurde ehromatographiseh 
in zwei Komponenten aufgetrennt:  [Ileu, Pro, Gly, Thr] (R I = 0,64) und 
[Ileu, Pro, Gly] (R s = 0,71). 

Bei der part iel len I-Iydrolyse yon T I t  werden neben freiem Lys und dem 
Dipeptid Thr-Lys die Bruehstiieke [Ileu, Pro, GIy] und [Tyr, Ileu, Pro, Gly] 
gebilde$. 

Dureh Oxytoeinase werden yore N-terminalen Ende des Pept ids  T 11 
Tyr und I leu abgespalten. Die Dinitrophenylierung des verbleibenden 
Tetrapept ids  ergab nur Spuren yon DNP-Pro  neben Gly, Thr und z-DNP- 
Lys. Der Versuch war jedoeh nicht  eindeutig genug, um die l~eihenfolge 
-Pro-Gly- sieherzustellen. 

S t ruktur :  Tyr-Ileu-[Pro, Gly].Thr-Lys. 
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T l l a :  Enth/~lt Gly, Ileu, Thr, Try und Lys;  Gly ist N-terminal.  Chymo- 
t rypsin  spal te t  in freies Lys und Gly-[Ileu, ThrJ-Try. Bei partieller Hydrolyse 
des Pept ids  (24 Stdn.) wurde neben freien Aminos/~uren das Dipept id Gly- 
I leu in guter Ausbeute gefunden. 

St ruktur  : Gly.Ileu-Thr-Try-Lys. 
T12: Enth~lt  Glu, Ileu, Val, Phe und Lys;  I leu ist N-terminal.  Chymo- 

trypsin,  Pepsin und Subtilisin spalten alle in die Bruehstiieke Val-GluN-Lys 
(RLys = 0,56) und [Ileu, Phe]. Bei partieller Hydrolyse (60 Stdn.) wurde 
ve t  allem [Ileu, Pile, Val] gebildet. 

Strukt.ur : Ileu-Phe-Val-G~uN-Lys. 
T12a:  Enth~l t  Gly, Asp, His, Leu, Phe und Thr. Dieses Peptid entsteht  

beim ehymotrypt isehen Abbau yon T10a (siehe dort). 
T12b:  Enth~l t  Ala, Gly, Ileu, Met., Phe trod Lys;  Met. ist N-terminal.  

Bei ehymotrypt iseher  Spaltung entstehen zwei Bruehsgiieke: T12bCl:  
Ala-GIy-Ileu-Lys (T10, RLys = 0,56) und T12bC2: [Met, I leu]-Phe (neutral). 

S t ruktur  : Met-I[eu-Phe-Ala.G[y-Ileu-Lys. 
T13: Enth/~R Ala, Glu, Gly, Pro, Phe, Thr und Tyr;  Thr ist N-terminal.  

Dieses Pept id  ist  ein Tell yon T17. Es entsteht  nur in geringen ~{engen und 
wurde nicht  n~her untersueht.  

T l l :  Enth~l t  Asp, Glu, Leu, Pro und Lys;  Leu ist N-terminal.  T14 
entsteht  dureh chymotrypt isehe Spaltung yon T19. Bei pm'tieller Hydrolyse 
yon T14 entstehen [Pro, Lys] mad [Leu, Glu] in guter Ausbeute. Dieses 
Pept id  wandert  bei p H  4,7 etwas zur Kathode  (RLys ~ 0,15). Daraus kann 
gesehlossen werden, dab die Glutamins/~ure in freier Form verliegt,  die 
Asparagins~ure hingegen als Amid;  im umgekehrten Fal l  mfigte das Pept id  
neutral  sein, da die s tarker  saure ~-Carboxylgruppe der Asparagins/~ure bei 
diesem pI-I vollkommen Ms Anion vorliegt. 

S t ruktur  : Leu-Glu-AspN-Pro-Lys. 
T15: Enth/~lt Glu, Thr und Arg; Thr ist N-~erminal. Dieses Pept id  ent- 

s teht  bei kurzer t rypt ischer  Spal tung nur in geringer Menge aus T8 und T8a. 
Struktur  : Thr-Glu-Arg. 
T I 6 :  Enthgl t  Ala, Asp, Thr und Lys;  Thr ist N-terminal.  Dieses Pept id  

entsteht  bei ehymotrypt iseher  Spaltung yon T17. 
S t ruktur :  Thr-[Asp, Ala].Lys. 
T17: Enth~tit Ala, Asp, Glu, G]y, Phe, Pro, Thr, Tyr mad Lys;  Thr ist 

N-terminal.  Bei ehymotrypt iseher  Spaltung entstehen drei neutrale Peptide,  
die ehromatographiseh getrennt  wurden. T17CI: [Thr, Ala, Asp]-Lys (T16, 
R f =  0,09); T17C2: [Thr, Gly, GluN, Ala, Pro]-Phe (Rr ~ 0,19); T17C3: 
Thr-Tyr  (Rf = 0,26). TI7 wurde aueh mR Pepsin gespalten, es konnten jedoeh 
nur zwei Peptide eharakterisiert  werden: [Thr, Asp, Ala]-Lys (T16, Rf = 
= 0,09) und [Tyr, Thr, Asp, Ala]-Lys (R s = 0,15). Diese Ergebnisse erlauben 
die Aufstellung einer Teilsequenz, wobei es m6glieh ist, dab einige der in 
Klammer  stehenden Aminosiiuren mehrma!s vorkommen. 

S t ruktur :  Thr-[Gly, GluN, Ala, Pro]-Phe-Thr.Tyr-Thr-[Ala,, AspJ-Lys. 
T18: Enth/~lt Ala, Asp, Glu und Thr;  Endgruppen:  Ala (N-terminal) 

und Glu (C-terminal). Bei der SpaRung mit  Subtilisin entstehen die beiden 
BrUchstiicke T18S1: [Asp, Glu] (Rmu = 0,54) und T18S2: Ala-Thr. Aus 
der elektrophoretisehen Bewegliehkeit yon T18S1 konnt, e gesehlossen werden, 
dag die Asparaginsgure als Amid nnd die Glutamins~ure in freier Form vor- 
liegt. Dies steht  in Einktang mit  dem Ergebnis der Hydrazino]yse, bei der 
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freie Glutaminsg~wo gefunden wurde. Durch Oxytocinase wurden yon T I8 
Ala und Thr abgespalten. 

S t r u k t u r  : Ala-Thr-AspN-Glu. 

T 1 9 :  E n t h g l t  Asp,  Glu,  Leu,  Met,  Pro ,  Thr ,  T y r  u n d  L y s ;  Glu  is t  
N - t e r m i n a l .  C h y m o t r y p s i n  s p a l t e t  in  zwei Bruch~t i ieke .  T i 9 C I :  Leu- [Glu ,  
A s p N ,  P r o ] - L y s  (RLys = 0,15); T19C2:  Glu-[GIu,  Thr ,  Leu,  ~ e t ] - T y r  (Rmu = 
= 0,6S). 

]~ei der Spaltung mit Pepsin entstehen fiinf Peptide, die elektrophoretisch 
(pH 4,7) getrennt werden konnten. TI9PI: [Glu, AspN, Pro]-Lys (RLys = 
= 0,15); TI9P2: [Tyr, Leu] (neutral); TI9P3: [Met, Glu, Tyr, Leu] (Rmu = 
= 0,29); TI9P4: [Met, Glu] (Rain = 0,49); TI9P5: [Glu> Thr, Leu] (R~lu = 
= 0,77). Diese R e s u l t a t e  e r geben  f o l g e n d e  T e i l s t r u k t u r :  Glu-[Glu, Thr, 
Leu]-[Met, Glu]-Tyr-Leu-Glu-AspN.Pro-Ly8. 

T 1 9 a  : En th&I t  Ala,  Asp,  Glu, Leu,  
Ileu, Tyr und Lys ; Glu ist N-terminal. 
Bei  e h y m o t r y p t i s e h e r  S p a l t u n g  en t -  

• s t e h e n  T I 9 a C I :  Leu -Lys  (T9, Rsys = 
= 0,67) u n d  T19aC2:  [Glu, Asp,  Leu,  
I leu ,  A la ] -Tyr  (T21, Rmu  = 0,66). 

gebaut, wobei  zwei Tr ipep t ide ,  Glu- 
A s p - L eu  (Rmu = 1,00) u n d  I leu-Ala-  

i Tyr, entstanden. 
_ S t r u k t u r  : Glu-Asp-Leu-Ileu-Ala- 

Tyr-Leu-Lys. 

T 2 0 :  E n t h g l t  Asp,  Glu, Gly, Va l  
", ................... .................. , O 7  u n d  Lys.  A m i n o e n d g r u p p e  k o n n t e  

ke ine  ge funden  werden.  Bei  pep t i s ehe r  
0 3  S p a l t u n g  e n t s t a n d e n  T 2 0 P l :  Val -Glu-  

Lys  (R~ys = 0,20) u n d  T 2 0 P 2 :  [Gly, 

O~ Oz 
0 5  Abb. 3. Chromatograph[e der bei Kydrolyse yon 

T20 P2 in 0,0i n HCI entstandenen :Bruchstiieke 
a) Anfgrbung mi~ NJnhydrin b) Anfiirbung mit 

Olucose-Anilin 
O F Zur Identifizierung win'den folgende synthetisch 

hergestellte Vergleichszubstanzen verwendet: 
0 / 1) Acetyl-~ly-Asp (RLe u = 0,82); 2) :Propi- 

onyl-Gly-Asp (RLe u = 1,05); 3) Formyl-Gly 
(RLe u = 0,97); 4) Laetyl-Gly (RLe u = 1,08); 
5) Acetyl-Gly (RLe u = 1,15); 6) Propionyl-Gly 
(RLe u = 1,34); 7) l~enzoyl-Gly (RLe u = 1,42) 

Asp] (RAs p = 1,16). Le t z t e r e s  g ib t  ke ine  N i n h y d r i n f g r b u n g ,  e n t h g l t  also 
ke ine  freie ~ - A m i n o g r u p p e  u n d  k o n n t e  n u r  m i t  b e s o n d e r e n  M e t h o d e n  ange-  
f g r b t  w e r d e n  (siehe exper .  Tell). 

Untersuchung yon T20P2 
1. T 2 0 P 2  wurde  m i t  wasser f re iem I-Iydrazin gespa l t en  u n d  die t~eakt ions-  

m i s e h u n g  e l e k t r o p h o r e t i s e h  g e t r e n n t .  T 2 0 P 2 H I :  (Rj~ys = 1,52) Glycin-  
hydraz id .  Gelbe  N i n h y d r i n f a r b e ,  I - Iydraz in reak t ion  pos i t i v ;  b e i d e r  t I y -  
drolyse  e n t s t e h t  Glyein.  T 2 0 P 2 H 2  (neu t ra l ) :  s ehwache  N i n h y d r i n f a r b e ,  
I - Iyd raz in reak t ion  s t a r k  posi t iv .  C h r o m a t o g r a p h i e  in  P y r i d i n - - A n i l i n - -  
W a s s e r  (9: 1:4)  gab  e inen  Doppe l f l eek  (Rf  = 0,68 u n d  0,72). S y n t h e t i s e h e s  
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Aeel~ylhydrazid hat, in diesem Gemisch einen Rf-Vv'er~ voa 0,74. T20P2H3: 
freie Asparagins/iure. 

2. Partielle Itydrolyse in 2n HCI: Das Peptid wurde in 2n HCI 4~0 Min. 
bei 105 ~ hydrolysiert. Dana wurde in Butanol--Eisessig--~Vasser (4:1:5) 
ehromatoga'aphiert und die obere H~lfte des Chromatogramms miV Ninhydria, 
die untere mit Glueose--Anilin angeffirbt. 5Iit Ninhydrin w~arde eine starke 
Zone gefunden, die elektrophoretiseh (pH 4,7) in Gly, Gly-Asp und Asp 
aufgetrennt werden konnte. Im  uaterea Teil des Chromatogramms wurde 
eine Spur Aeetylglyein gefunden. 

3. Partielle Hydrolyse bei pH 2: Das Peptid wu~-de ia 0,01a HC1 (ptI 2,0) 
90 Mill. bei 105 ~ hydrolysiert und das Hydrolysat wie beim vorigei1 Versueh 
getrennt. Neben etwas unverfindertem Pept.id und Spuren yon GIy and 
Gly-Asp wurden unter diesen Bedingungen hauptsLtehlieh Asparagins~iure 
und Acetylglyein gebildet. Um das Aeetylglyein eindecttig identifizieren zu 
k6nnen, wurden eine l~eihe yon N-Aeylverbindungen des Glycins synthet.i- 
siert, die jedoch alle einen yon dem des Acetylglyeins deutlieh versehiedenen 
R/-V~'ert a.ufwiesen (Abb. 3). Neben Aeetylglyein wurde immer noeh eine 
zweite, nieht identifizierte, mit Olueose--Axli!in anfarbbare Subst.anz ge- 
funden, bei deren Hydrolyse jedoeh keJne Aminosgure in nennenswerter 
Ns gebildet wurde. 

Struktur yon T20: AcetgLGly-Asp-VaLGlu-Lys. 
T2I:  Enth~ilt Ala, Asp, Glu, Ileu, Leu und Tyr. Endgruppen: GIu (N- 

terminal) und Tyr (C-terminal). Dieses Peptid entsteht bei ehymotryptiseher 
Spaltung yon T19a (s. dort). 

D i s k d s s i o n  

Aus trypbischen Hydro]ysaten yon Cytochrom c aus Pferdeherz- 
muskel konnten 29 Peptide isoliert und eharakterisiert werden. Anf 
Grund des Lysin- und ArginingehMtes yea  Cytochrom c waren in solehen 
Hydrolysaten nur 20--22 Bruchstfieke zu erwarten. Die erh6hte Zahl 
erkls sich dureh die Tatsaehe, dag naeh Ablauf der gew~hlten g y -  
drolysenzeit die Bindungen zwischen aufeinanderfo]genden Lysin- und 
Argininrestea noch nieht qua.ntitativ gespal~en waren. So wurden bei- 
spielsweise im Hydro]year nebeneinander die Peptide Lys-Lys-Thr-Glu- 
Arg (TSa), Lys-Thr-Glu-Arg (T8) und Thr-Glu-Arg (T15) gefunden, die 
veto gleichen Absehnitt  der Peptidkette  des Cytochroms c stammen. 
AuBerdem enthielt das verwendete Trypsinpr~parat  Spuren yon Chymo- 
trypsin, das einzelne tryptisehe Pep~ide welter abbaute. Wenn man die 
Aminos~urereste zusammenz//hlL die in den 1/~ngsten tryptisehen Spalt- 
produkten gefunden wurden - -  also in jenen, die bei kurzzeitiger Hydro- 
lyse in der I-Iauptmenge vorliegen und nicht erst durch tryptische oder 
ehymotryptisehe WeiterspMtung gr6Berer Bruehstiieke entstanden sind - -  
so finder man gute Ubereinstimmung mit  der Brut~oformel des Cyto- 
chrome c. Dies zeigt, dM~ im Hydrolysat  keine wesentlichen Bruehstficke 
iibersehen wurden. Nur bei der ZahI der Lysinreste ergab sich eine 
Unklarheit, da naeh tryptischer SpMtung immer eine betr/~ehtliehe ]~Ienge 
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freies Lysin gefunden wurde, das aus L y s - L y s  bzw. A r g - L y s - S e q u e n z e n  

stammt. 
Die Trennung und Isolierung der Peptide und die Bestimmung ihrer 

Aminoss erfo]gte aussehlieglieh dutch papierelektrophoretische 
und papierehromatographisehe Methoden. Daher sta~den nut sehr 

geringe Substanzmengen zur Verffigung und die Untersuehung jedes 
einzelnen Bruchstiickes erforderte eine sorgfgltige Auswahl der gfinstigsten 
AnMysenbedingungen. Dies ist heute auf Grund der Erfahrungen, die 
bei der Sequenzanalyse yon Ribonuclease, Insulin, ACTH usw. gewonnen 
worden sind, schon reeht gut m6glich. 

Als N-terminaler Aminosgurerest im Cytochrom c waren yon anderen 
Autoren sowohl Histidin 6 als aueh Arginin 7 angegeben worden. Sgmtlich 
Versuche, einen dieser Befunde zu verifizieren, ver]iefen negativ a, s 
Arginin konnte als N-terminale Aminosgnre auch indirekt ausgeschlossen 
werden, da die beiden im Cytochrom c vorkommenden Argininreste am 
C-terminalen Ende zweier tryptischer Peptide gefunden wurden (T8a 
und T10a). Auch zwei der drei Histidinreste befinden sich in den yon 
uns untersuchten Peptiden nicht in terminaler Position. In einem der 
tryptischen Peptide (T20) wurde, so wie im intakten Cytochrom c, kein 
Aminosgurerest n i t  freier ~-Aminogruppe gefunden. Aus T20 konnte 
jedoch ein Aeylderivat des Glyeins iso]iert werden, das dureh chromato- 
graphischen Verg]eich als Aeetylglycin idcntifiziert w~asde. Man muB 
annehmen, dab dieses Peptid veto N-terminalen Ende des Cytoehroms c 
stammt. Die Hypothese, dag eventuell die ~-Aminogruppe eines N- 
terminMen Aminosgurerestes koordinativ an das Hgm-Eisen gebunden 
sei, wird dadnreh gegenstandslos. Man kennt heute sehon eine l%eihe 
van Proteinen und Polypepgiden, die keine freie e-Aminogrnppe besitzen, 
sondern bei denen eine Aeylaminosgure das eine Ende der Polypeptid- 
kette bildet. Zu diesen gehSren beispielsweise die Proteine einiger 
Pflanzenviren (Tabakmosaikvirus as, cucumber virus a4, turnip yellow 
mosaic virusSS), Rinderfibrinogen aG and Ovalbumin sT. Dabei hat sieh 
die endst/~ndige Aminos/~ure als v0n Fall zu Fall verschieden erwiesen, 
w~hrend der Acylrest in allen bisher bekannten Fallen eine Aeetylgruppe 
war. Wie in dieser Arbeig gezeigt wurde, ist aueh Cytoehrom c zu den 
,,Acetyl-Proteinen" zu zs 

Wie wir vor kurzem durch eine persSnliche Mitteilung erfuhren, 
gelang es T i t a n i  et al. ss, aus einem durch Spaltnng n i t  Pronase (Strepeo- 
myees griseus Pro~ease) erhaltenen Cytochrom-Hydrolysat ein Acetyl- 

3~ K .  Nari ta,  Biochim. Biophys. Acta 31, 372 (1959). 
~5 j .  I .  Harris  und A.  Hindley,  J. Melee. Biol. 3, 117 (1961). 
~ J .  E.  Yolk  und J.  A .  Gladner, Bioehim. Biophys. Acts 44, 383 (1960). 
~7 K .  Nari ta,  Bioehem. Biophys. Res. Comm. 5, 160 (1961). 
as K .  Ti tani ,  K .  Nar i ta  und K .  Okunuki ,  pers6nl. Mitt. 
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F o r m e l  I. A m i n o s ~ u r e s e q u e n z .  des  P f o r d e - C y t o c h r o m s  c. Die Pfeiie be- 
ze i ehnen  die Stell.en der  S p a l t u n g  d u t c h  T ryps in .  

Aee ty l -G]y  -*  Asp  -• Val  -~ Glu  ~ L y s  -+ Gly --> L y s  -~ L y s  --~ I leu  -+ P h e  
+ 

Val 
50 4 

@lu ~ - V a l  ~ T h r  ~-- His  <- Cy § O l u N  <- AIa ~- Cy +- L y s  ~ G l u N  

Ly s  S - - -  ttfi.min-c . . . .  S 

Gly -~ Oly .-> Lys  -+ His  -~ L y s  -~ T h r  -> Oly -> Pro  -+ A s p N  --> Le u  

His  

Ala  <- G lu N <- Oly <-- T h r  +- L y s  <- Arg  <-- Oly <-- P h e  <- L e u  ~- Gly  

Pro  
+ s0 

Gly -+ P h e  ~+ T h r  -§ T y r  -> T h r  -> Asp  -+ Ala  -> A s p N  --> Lys  § A s p N  
i 

L y s  

Met ~-- Leu  <-- T h r  ~ Glu  <~ Glu .~- L y s  ~- T r y  <- T h r  <-- I leu  § Gly 
i 

Glu 
+ 7o + + 

T y r  --> L e u  --> Glu > A s p N  -> Pro  -> L y s  -~ L y s  --> T y r  ~ I leu  ~ Pro  
r 

Giy 
so r ,; 

Ly s  <-- Ly s  ~- ~leu ~ Gly ~ Ala  <- P h e  <- ][le~ <- }Iet  *- L y s  <- T h r  
-~,~ 

L y s  

T h r  ~ Glu -~ :avg , Glu ~ Asp  -~ Leu  --> I l eu  -~ Aia  -> T y r  -> Leu 
+ 

L y s  
l o s  + 4 . . . .  
G l u  <-- A s p N  <-- T h r  <-- A l a  ~.- L y s  ~oo 

t e S r a p e p t i d  m~t de r  S~rukt .ur  AeetJ-Gly-Asp-Val-Glu z u  i so l ie ren .  D i e s e s  

R e s u l t a t  s t e h t  in  v o l l k o m m e n e r  L b e r e m s h m  m m g  mi~ de r  y o n  u n s  ge- 

f u n d e n e n  N - t e r m i n a l e n  S e q u e n z  des  C y t o e h r o m s  c. 

E i n  e inz iges  de r  bei  V e r w e n d u n g  y o n  e h y m o t r y p s i n f r e i e m  T r y p s i n  

in  g u t e r  A u s b e u t e  gefundeneT1 P e p t i d e  (T18) e n t h / i l t  a m  C - t e r m i n a l e n  

E n d e  n i e h t  L y s i n  ode r  A r g i n i n ,  s o n d e r n  G l u t a m i n s g u r e .  D ie se  A m i n o -  

s g u r e  i s t  a u e h  i m  C y t o e h r o m  c e a r b o x y l e n d s t / / n d i g  a. I ) a s  P e p t i d  T 1 8  

m i t  de r  S e q u e n z  Ala-Thr-AapN-Glu b i l d e t  somi'~ d a s  C a r b o x y l e n d e  des  

P r o t e i n s .  
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Im Verlauf der hier besehriebenen Untersuehungen wurde uns be- 
kann*, daft Prof. Smith  und Dr. Margoliash in Salt Lake Cigy (Utah) 
an der Trennung und Strukturermittlung der ehymotryptisehen Brueh- 
stiieke arbeiteten ~9. Als Ergebnis eines Austausehes und einer Kombi- 
nation der in Salt Lake City und Wien erhaltenen I~esultate konnte 
die Formel der gesamten Primgrstruktur des Pferde-Cytoehroms c auf- 
gestellt werden 4~ (Formel I). Dieser Formel I zufolge enth/tlt Cytochrom 
c 10r die alle in einer einzigen Polypeptidkette ange- 
ordilet sind. Die beiden Cysteinreste, an die das Hs gebmlden 
ist, befinden sieh ~ahe dem N-terminalen Ende (Aminos/turereste 14 
mad 17). Alle drei Histidinreste, yon denen zwei mit grofter Wahrsehein- 
liehkeit koordinativ an das Eisen gebunde~ sind, sind im ersten Drittel 
der Peptidkette lokalisiert (Arninos//urereste 18, 26 und 33). Auff~illig 
ist die stellenweise H/iufung basiseher und saurer Aminos~urereste 
(z. B. 2--8,  25--27,  60--62, 86--93). Es gibt gute Hinweise dafiir, dab 
die Gruppierungen basiseher Aminos/iuren f/it die Ausbildung der in vivo 
bedeutsamen Cytoehrom-c-Phospholipid-Komplexe essentiell sind 4~. 

Der l~oekefeller Foundation danken wit fiir Unterstiitzung, die 
dieser Arbeit zugute gekommen ist. 

a9 E. Margoliash und E. L. Smith, Nature [London] 192, 1i21 (1961). 
~o E. Margoliash, E. L. Smith, G. Kreit und H. Tuppy, Nature [London] 

192, !126 (1961). 
~1 M. L. Das, J. M. Machinist und F. L. Crane, Feder. Proceed. 21, 154 

(1962). 


