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Die bei tryptischer Spaltung von Pferde-Cytochrom ¢ ent-
stehenden Peptide wurden mit Hilfe papierelektrophoretischer
und papierchromatographischer Methoden isoliert und ihre
Aminosduresequenz bestimmt. Damit wurde eine wichtige
Voraussetzung fiir die Ermittlung der gesamten Struktur des
Cytochroms ¢ erfilllt4®. Besonders interessant war der Befund,
dafl eines der tryptischen Peptide, das offenbar vom Aminoende
der Polypeptidkette des Cytochrom-c-Apoproteins stammt,
einen acetylierten N-terminalen Aminoséurerest enthélt.

Cytochrom ¢ ist unter den katalytisch wirksamen Proteinen infolge
seiner leichten Isolierbarkeit und seines relativ geringen Molekular-
gewichts von ca. 12000 ein besonders geeignetes Objekt fur Untersuchun-
gen tber die Proteinstruktur und ihre Beziehung zur physiologischen
Funktion.

In den letzten Jahren sind von verschiedenen Autoren Aminosdure-
analysen des Pferde-Cytochroms ¢ publiziert worden, aus denen sich
folgende Bruttoformel ergibtl—3:

Ala 6, Arg 2, Asp 7—8, Cys 2, Glu 11—14, Gly 11—12, His 3-—4,
Tleu 5—6, Leu 5—6, Lys 17—18, Met 2, Phe 3—4, Pro 3—5, Ser 0—2,
Thr 9—10, Try 1, Tyr 4, Val 2—3.

1 R. Nunnikhoven, Biochim. Biophys. Acta 28, 108 (1958).

G. Leaf, N. E. Gillies und R. Pirrie, Biochem. J. 69, 605 (1958).

J. W. Holeman und @G. Biserte, Bull. soc. chim. biol. 41, 975 (1959).

E. Margoliash, Feder. Proceed. 19, 217 (1960).

M. L. Coval, T. Horio und M. D. Kamen, Biochim. Biophys. Acta 51,
246 (1961).
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Da im Cytochrom-c-Molekill nur ein Aminosdurerest — und zwar
Glutaminsdure — in C-terminaler Position gefunden worden ist® er-
scheint es wahrscheinlich, dafl Jas Protein aus einer einzigen Polypeptid-
kette besteht. Die Natur des N-terminalen Aminosdurerestes blieb bis-
her ungeklért; es wurden sowohl Histidin? als auch Arginin® in Betracht
gezogen, doch verliefen zahlreiche Versuche, eine dieser Angaben zu
bestdtigen oder eine andere Aminosdure mit freier g-Aminogruppe zu
finden, negativ?, ®. .

Im Cytochrom ¢ ist die prosthetische Gruppe kovalent an den Probein-
teil gebunden. Die Thiolgruppen zweier Cysteinreste des Apoproteins
sind an die Vinylseitenketten eines Haminmolekiils angelagert!® '
Die bisherigen Arbeiten iiber die Struktur von Cytochrom ¢ beschréinkten
sich auf die Untersuchung der Aminosduresequenz in der Umgebung
dieser beiden Cysteinreste. Dabei wurden die bei enzymatischer Hydrolyse
von Cytochrom-c-Priparaten verschiedener Herkunft entstehenden Héimo-
peptide isoliert und deren Struktur bestimmt. Im Falle des Pferde-
Cytochroms ¢ wurde folgende Sequenz aufgekldrt? 13

-Val-GluN-Lys-Cy-Ala-GluN-Cy-His-Thr-Val-Glu-Lys-
|
S

\E[éimin-c 7

In der vorliegenden Arbeit wird die Trennung und Sequenzermittlung
der beim tryptischen Abbau von Cyfochrom ¢ aus Pferdeherzmuskel
entstehenden Peptide beschrieben. Trypsin hydrolysiert nur jene Peptid-
bindungen, an denen Lysin oder Arginin mit ihrer Carboxylgruppe be-
teiligt sind. Infolge seines hohen Gehalts an diesen Aminosiuren wird
Cytochrom ¢ von Trypsin in zahlreiche Bruchstiicke nicht zu hohen
Molgewichts gespalten. Besondere Aufmerksamkeit wurde jenen Peptiden
geschenkt, die im Proteinmolekiil die terminalen Stellungen einnehmen.
Es wird gezeigt, daB8 Cytochrom c¢ keine freie «-Aminogruppe besitzt,
sondern dafBl ein N-acetyliertes Glycin aminoendstindig ist.

Eine kurze Zusammenfassung dieser Ergebnisse ist von uns bereits
an anderer Stelle vertffentlicht worden,
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Material und Methoden

Cytochrom ¢ wurde nach der Vorschrift von Keilin und Hariree'® isoliert.
Die weitere Reinigung erfolgte durch Chromatographie an Amberlite TRC 5016,
Die verwendeten Préparate enthielten 0,42—0,439, Eisen; der Quotient der
Extinktionskoeffizienten bei 550 und 280 mu betrug 1,068—1,15.

Trypsin, Chymotrypsin und Pepsin waren kiufliche Produkte der Firmsa
Worthington. Das verwendete Subtilisin stammte von der Firma
Nagarse & Co. {Osaka, Japan)!” und wurde uns freundlicherweise von
Prof. Okunuki zur Verfligung gestellt. Zum Abbau von Peptiden mit Oxy-
ocinase wurde eine 4000fach gereinigte Enzymldsung eingesetzt; die An-
reicherung aus Retroplacentarserum erfolgte nach Tuppy und Wintersberger 8.

Formylglycin wurde aus Glycin und wasserfreier Ameisensiure'®, Acetyl-
glycin durch Umsetzung von Glycin mit Essigsdureanhydrid in Eisessig?0
dargestellt. Die Synthese von Propionylglycin erfolgte analog der des Acetyl-
derivates unter Verwendung von Propionsdureanhydrid und wasserfreier
Propionsgure. Lactylglycin wurde aus Glycin und «-Brompropionylehlorid
durch Inkubation des entstehenden o-Brompropionylglycins mit frisch ge-
falltem Silbercarbonat dargestellt?!. Die Darstellung von Glycyl-L-Asparagin-
sdure erfolgte nach E. Fischer aus Chloracetylasparaginséiure und Ammonialk 2.
Die Acetylierung und Propionylierung der Glycylasparaginsdure wurde analog
der des Glycins vorgenommen; die entstehenden Ole konnten nicht zur
Kristallisation gebracht werden, waren jedoch chromatographisch einheitlich.

Spaltung von Cytochrom ¢ mit Trypsin

a) 100 mg Cytochrom ¢ wurden in 10 ml Wasser gelést und 5 mg Trypsin
zugesetzt. Die Losung wurde mit verd. NHj oder mit verd. Essigsdure auf
pH 8,0 gebracht und 20 Stdn. bei 37° inkubiert. Der pH-Wert wurde von
Zeit zu Zeit mit Hilfe des pH-Meters kontrolliert und durch Zusatz von
verd. NHj3 konstant gehalten. Am Ende der Inkubation wurde das Enzym
durch kurzes Frhitzen denaturiert, abzentrifugiert und die uberstehende
Lésung lyophilisiert.

b) Da das verwendete Trypsin Spuren von Chymotrypsin enthielt,
mubBten die Hydrolysebedingungen modifiziert werden, wenn eine eindeutige,
nur auf tryptische Aktivitat zuriickgehende Spaltung erwimnscht war. Das
Trypsin wurde zundchst mit 1/16n HCl 24 Stdn. bei 37° inkubiert. Dabei
wird ein GroBteil des begleitenden Chymotrypsins infolge seiner Saure-
labilitét irreversibel denaturiert?. Nach Dialyse und Gefriertrocknung
erhilt man so ein Enzympriparat, das kaum mehr chymotryptische Aktivi-
tit zeigt. Die Inkubation mit diesem ,,vorbehandelten* Trypsin erfolgte
wie unter a); der Verlauf der enzymatischen Spaltung wurde mit Hilfe eines
pH-Stats (Radiometer, Kopenhagen) kontrolliert. Der Laugenverbrauch ist
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unmittelbar nach der Enzymzugabe am grofiten und fallt nach 90—120 Min.
stark ab. Die Verdauung wurde abgebrochen, nachdem ca. 6,5 Mol Lauge/
Mol Cytochrom ¢ verbraucht waren.

Trennung der Peptide

Das entstandene Peptidgemisch wurde auf Filterpapierbdgen (What-
man 3 MM Papier) durch ,.finger-printing‘‘ 2 28 gufgetrennt. Dabei wird
das Hydrolysat zundchst in einer Richbung elektrophoretisch und anschlie-
Bend senkrecht dazu chromatographisch aufgeteilt. Die Elektrophorese
erfolgte bei pH 4,7 in Pyridin—Essigsdure-Puffer (10 ml Pyridin, 10m] Essig-
sdure, 11 Wasser) bei 1500V, die Chromatographie in Butanol—Eisessig—
Wasser (4:1:5). Je Papierbogen konunten 3—4 mg Hydrolysat eingesetzt
werden. Manche Peptide lieflen sich auf diese Weise nur schlecht trennen.
Sie wurden dann gemeinsam eluiert und einer weiteren Papierelekirophorese
bei pH 2,0 (40 ml Ameisensdure, 200 ml Essigsiure, ad 1500 mit Wasser)
oder bei pH 6,4 (10 ml Pyridin, 0,4 m! Eisessig, 90 ml Wasser) unterworfen.

Zur Sequenzbestimmung wurde entweder das Material mehrerer ,,finger-
prints” gesammelt oder die Auftrennung einer gréBeren Menge der Peptid-
mischung in zwei Stufen durchgefithrt. Tm letzteren Fall wurden zunichst
je 8 mg des Gemisches elektrophoretisch vorfraktioniert, die entsprechenden
Fraktionen mehrerer Elektrophoresen gesammelt und jede fir sich sodann
chromatographisch weiter aufgetrennt. Fraktionen, die methioninhiltige
Peptide enthielten, wurden vor der Chromatographie 20 Stdn. mit 0,02m
Thioglykolsdure bei 50° inkubiert?. Unterldift man dies, so geben solche
Peptide infolge teilweiser Bildung von Methioninsulfoxyd breite Zonen oder
Doppelflecken.

Isolierung und Charakterisierung der Peptide

Die getrockneten Bogen wurden 10 Min. auf 110° erhitzt, wonach die
Peptide unter der UV-Lampe als schwach bliuliche Flecken sichtbar waren.
Sie wurden eluiert, zur Ermittlung der Aminosiurezusammensetzung mit
6n HCI 15 Stdn. bei 105° hydrolysiert und die Hydrolysate chromatographiert.

Die Bestimmung der N-terminalen Aminosiuren erfolgte nach Sanger
durch Umsetzung mit FDNB?, die der C-terminalen Aminosduren durch
Hydrazinolyse?. Zur Chromatographie der DNP-Aminosduren wurde das
System tert. Amylalkohol-0,2m Phthalatpuffer (pH 6,0) verwendet?®, Gro-
Bere Peptide wurden dureh partielle Hydrolyse mit konz. HCl (37°, 24 bis
72 Stdn.) oder mit proteolytischen Enzymen weiter abgebaut. Die Methodik
entspricht weitgehend jener, die von Sanger und Mitarb. bei der Aufklarung
des Insuling verwendet wurde3°,

Die elektrophoretische Wanderungsstrecke von sauren und basischen
Bruchstiicken wurde auf die von freiemn Lysin bzw. auf die von freier Aspara-
gingdure oder Glutaminsdure bezogen. Die so erhaltenen Quotienten (R-

% V. M. Ingram, Biochim. Biophys. Acta 28, 539 {1958).

# (O. B. Anfinsen, S. H. . Aquist, J. P. Cooke und B.Jénssen, J. biol.
Chem. 234, 1118 (1959).

2 J. 1. Harris und P. Roos, Biochem. J. 71, 434 (1959).

27 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 (1945).

% §. Akabori, K. Ohno wnd K. Narita, Buill. Chem. Soc. Japan 25, 214
{1952).

2% 8. Blackburn und A. Lowther, Biochem. J. 48, 126 (1951).

3¢ K. Sanger und H. Tuppy, Biochem. J. 49, 463 und 481 (1951).
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Werte, Rrys, Basp und Rgiu) sind gut reproduzierbar und erlauben bei be-
kannter Nettoladung der Peptide Rickschlisse auf deren GroBe, bei be-
kannter GroBe Riickschliisse auf die Nettoladung. Dies war in einigen Fallen
fiir die Interpretation der Ergebnisse von grofem Wert.

Die REy-Werte bei der Chromatographie sind nur schlecht reproduzierbar.
Es ist gunstiger, die Wanderungsstrecke eines Peptids auf die von Leucin
bzw. von Neutralrot, das gleich rasch wie Leucin lauft, zu beziehen (Rreu).

Methoden zur Untersuchung des Pepiids T 20

Bei der Spaltung mit Pepsin entsteht ein Acetyl-dipeptid (T 20 P 2), das
mit Ninhydrin nicht anfarbbar ist. Die Lokalisation erfolgte entweder nach
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Abb. 1. Tryptisches Hydrolysat des Pferde-Cytochroms ¢

a Elektrophorese in Pyridin—Essigsiure-Puffer (pH 4,7)
b Chromatographie in Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5)

Rydon und Smith durch Chlorierung und nachfolgende Behandlung mit
KJ-Stirke-Losung® oder durch Besprithen mit Glucose—Anilin (1 g Anilin
und 1 g Glucose in 25 ml Butanol—Alkohol—Wasser 3:1:1) und nachfolgen-
des Erhitzen auf 140°32. Das zuletzt genannte Sprihreagens bewéhrte sich

8L H. N. Rydon und P.W. @&. Smith, Nature [London] 169, 922 (1952).
82 H, Michl und G. Hégenauer, J. Chromatogr. 2, 380 (1959).
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auch fur Acylaminosduren. Das bei der Hydrazinolyse von T 20 P 2 ent-
stehende Acetylhydrazid konnte durch Chromatographie in Pyridin—Anilin—
Wasser (9:1:4) identifiziert werden?®. Die Anfirbung von Hydraziden kann
durch Besprihen mit ammoniakal. AgNOs-Losung erfolgen (0,1n AgNOg—
5n NHj, 1:1).

Ergebnisse

Das nach der Auftrennung mittels , finger-printing** erhaltene Peptid-
muster ist abhéngig sowohl von der Dauver der Inkubation des Cytochroms
¢ mit Enzym als auch davon, ob das verwendete Trypsin durch Vor-
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Abb. 2. Tryptisches Hydrolysat von Pferde-Cytochrom ¢
Das verwendete Trypsin war durch S#durebehandlung von Chymotrypsin befreit worden. Elektro-
phorese und Chromatographie wie bei Abb. 1
behandlung mit verd. Salzsdure weitgehend von Chymotrypsin befreit
worden war oder nicht (Abb. 1 und 2}.
Die qualitative Aminosdurezusammensetzung der sinzelnen Peptide
ist in Tab. 1 zusammengestellt.

3 K. Narito, Biochim. Biophys. Acta 28, 185 (1958).
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Im folgenden werden kurz die zur Ermittlung der Aminoséuresequenz
der Peptide durchgefihrten Versuche beschrieben. Die Ergebnisse sind
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.in Tab. 2 zusammengefaf3t.

Tabelle 1. Die qualitative

T1
T2
T2a
T3
T4
Ts
Té6a
T6b
T7
T8
T8a
T9
T10
T10a
Tit
Tiia
T12
Ti2a
Ti2b
Ti3
T14
T15
Tié
T17
Ti8
T
T19a
T20
T21

Tabelle 2.

T1
T2

Peptide
Lys
Gly, Lys
His, Lys
Lys
Gly, Lys
Arg, Gly
Gly, Lys
Asp, Lys
Glu, Lys, Val
Arg, Glu, Lys, Thr
Arg, Glu, Lys, Thr
Leu, Lys
Ala, Gly, Ileu, Lys
Arg, Asp, Gly, His, Leu, Phe, Pro, Thr
Gly, Ileu, Lys, Pro, Thr, Tyr
Gly, Ileu, Lys, Thr, Try
Glu, Ileu, Lys, Phe, Val
Asp, His, Gly, Leu, Phe, Pro, Thr
Ala, Gly, Ileu, Lys, Met, Phe
Ala, Glu, Gly, Phe, Pro, Thr, Tyr
Asp, Glu, Leu, Lys, Pro
Arg, Glu, Thr
Ala, Agp, Lys, Thr
Ala, Asp, Glu, Gly, Lys, Phe, Pro, Thr, Tyr
Ala, Asp, Glu, Thr
Asp, Glu, Leu, Lys, Met, Pro, Thr, Tyr
Ala, Asp, Glu, Tleu, Leu, Lys, Tyr
Asp, Glu, Gly, Lys, Val
Ala, Asp, Glu, Heu, Leu, Tyr

Die Aminosduresequenz der Peptide

Lys-Lys
Gly-Lys-Lys
His-Lys

Lys

Gly-Lys

Gly-Arg
Gly-Gly-Lys
AspN-Lys

[GluN, Val]-Lys
Lys-Thr-Glu-Arg
Lys-Lys-Thr-Glu-Arg
Yeu-Lys
Ala-Gly-Tleu-Lys

Thr-Gly-Pro-AspN-Leu-His-Gly-Leu-Phe-Gly-Arg

Tyr-Ileu-[Pro, Gly]-Thr-Lys

Aminosidurezusammensetzung der
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Tila Gly-Tleu-Thr-Try-Lys

T12 Tleu-Phe-Val-GluN-Lys

T14 TLeu-Glu-AspN-Pro-Lys

T15 Thr-Glu-Arg

T16 Thr-[Ala, Asp]l-Lys

T17 Thr-[Ala, GluN, Gly, Pro}-Phe-Thr-Tyr-Thr-[Ala, Asp]-Lys
T18 Ala-Thr-AspN-Glu

T19 Glu-{Glu, Leu, Thr]-[Met, Glul-Tyr-Leu-Glu-AspN-Pro-Lys
Ti9a Glu-Asp-Leu-Ileu-Ala-Tyr-Leu-Lys

T20 Acetyl-Gly-Asp-Val-Glu-Lys

T21 Glu-Asp-Leu-Tleu-Ala-Tyr

T1: Dieses Peptid wandert bei pH 4,7 ebenso wie T2 und T2a elektro-
phoretisch rascher als freies Liysin; es mufl demnach doppelt positiv geladen
sein. T1 enthdlt nur Lys, bei der Dinitrophenylierung entstand Di-DNP-Lys
und e-DNP-Lys.

Struktur: Lys-Lys.

T2: Die Peptide T2 und T2a wurden gemeinsam eluiert wad durch Elektro-
phorese bei pH 6,4 getrennt, wobei T2a deutlich langsamer wandert. T2
enthédlt Gly und Lys, Gly ist N-terminal. Bei tryptischer Weiterspaltung
entsteht Gly-Lys (T4) und freies Lysin.

Struktur: Gly-Lys-Lys.

T2a: Enthilt His und Lys: His ist N-terminal.

Struktur: His-Lys. :

T3: Freies Lysin.

T4: Entsteht nur in kleiner Menge aus T2. Enthélt Gly und Lys, Gly
ist N-terminal.

Struktur: Gly-Lys.

T5: Enthalt Gly und Arg; Gly ist N-terwiinal. Entstsht durch chymo-
tryptische Weiterspaltung von T10a.

Struktur: Gly-Arg.

T6a: Dieses Peptid wurde gemeinsam mit T6b isoliert und von diesem
durch Elektrophorese bei pH 2 getrennt. T6a enthidlt Gly und Lys. Di-
nitrophenylierung und anschliefende Hydrolyse ergaben DNP-Gly, freies
Gly und e-DNP-Lys.

Struktur: Gly-Gly-Lys.

Tob: Enthilt Asp und Lys; Asp ist N-terminal. Aus der Ladung wurde
geschlossen, dafl die Asparaginsédure als Amid vorliegt.

Struktur: AspN-Lys.

T7: Enthalt Val, Glu und Lys. Dieses Peptid entsteht durch chymo-
tryptische Spaltung von T12 (Sequenzermittlung siehe dort).

T8: Enthélt Thr, Glu, Arg und Lys; Lys ist N-terminal. Bei tryptischer
Weiterspaltung entstehen freies Liys und Thr-Glu-Arg (T15, neutral).
Struktur: Lys-Thr-Qlu-Arg.

T8a: Enthilt die gleichen Aminosiuren wie T8, wandert jedoch rascher
zur Kathode als dieses. Bei der Dinitrophenylierung entstehen Di-DNP-Lys
und &-DNP-Lys. Bei tryptischer Spaltung entstehen Lys-Lys (T1), Thr-
Glu-Arg (T15), Lys und [Lys, Thr, Glu, Arg] (T8).

Struktur: Lys-Lys-Thr-Glu-Arg.
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T9: Enthélt Leu und Lys; Leu ist N-terminal. Dieses Peptid entsteht
in geringer Menge aus T19a. -
Struktur: Lew-Lys.

T10: Enthélt Ala, Gly, Ileu und Lys; Ala ist N-terminal. Bei partieller
Hydrolyse (60 Stdn.) entstehen neben freien Aminosduren das Peptid [Tleu,
Lys] und eine geringe Menge [Gly, Ileu, Lys]. T10 bildet sich bei chymo-
tryptischer Spaltung von T12b.

Struktur: Ale-Gly-Ileu-Lys.

T10a: Enthédlt Arg, Asp, Gly, His, Leu, Phe, Pro und Thr; Thr ist
N-terminal. Bei chymotryptischer Spaltung entstehen Gly-Arg (T5, Brys =
= 0,76) und [Thr, Gly, Pro, AspN, Leu, His]-Phe (T12a, Rpys = 0,26).
Letzteres wurde mit Pepsin weiter abgebaut, wobei die Bruchstiicke [Thr,
Gly, Pro, AspN, Leu] (T12aP1, neutral) und [His, Gly, Leu]-Phe (T12aP2,
Riys = 0,32) gebildet, wurden.

T12aP1 wurde partiell hydrolysiert (42 Stdn.) und elektrophoretisch in
drei Fraktionen getrennt: a) [Asp, Leu] (Easp = 0,60); b) [Thr, Gly, Pro,
Asp, Leu]; c) neutrale Fraktion, die chromatographisch in 4 Peptide auf-
geteilt werden konnte: [Thr, Gly] (Breu = 0,29); [Gly, Pro, AspN] (Breu =
= 0,38); [Gly, Pro, AspN, Leu] (Rpeu = 0,88; [Pro, AspN, Leu (Riey =
= 1,00).

T12aP2 wurde ebenfalls partiell hydrolysiert und die entstehenden
Bruchstiicke chromatographisch getrennt: [His, Gly] (Rreu = 0,23) und
[Leu, Phel] (Rreu = 1,36).

Die bei der Subtilisinspaltung von T10a entstehenden Peptide wurden
elektrophoretisch getrennt. T10aS1: Gly-Arg (Riys = 0,76); T10aS2:
Leu-His (Rrys = 0,65); T10a83: neutrale Fraktion, die chromatographiert
wurde. T10aS3a: Thr-[Gly, Pro, AspN] (B; = 0,26); T10aS3b: Phe (By =
= 0,58); T10aS3c: Gly-Leu (R = 0,65); T10a83d: [Gly, Leu, Phe] (By =
= 0,79).

Struktur von T10a: Thr-Gly-Pro-AspN-Leu-His-Gly-Leu-Phe-Gly-Arg.

T11: T11 und T1la trennten gich auf den ,.finger-prints‘‘ nur in besonders
giinstigen Fillen. Sie wurden zundchst gemeinsam eluiert. T1la konnte
sodann durch kurze Inkubation mit Chymotrypsin (30 Min.) und nachfol-
gende Elektrophorese leicht abgetrennt werden. Dabei wird Tila in ein
neutrales Peptid und freies Lysin gespalten, wihrend T11 intakt bleibt.

T11 enthélt Gly, Thr, Pro, Tyr, Ileu und Lys; Tyr ist N-terminal. Chymo-
trypsin und Pepsin spalten das Peptid nicht. Beim Abbau mit Subtilisin
entstehen T1181: Thr-Lys (Ruys = 0,72), T1182: [Ileu, Pro, Gly, Thr]-Lys
(RLys = 0,42) und T1183: neutrale Fraktion. T1183 wurde chromatographisch
in zwei Komponenten aufgetrennt: [Ileu, Pro, Gly, Thr] (Bf = 0,64) und
[Ileu, Pro, Gly] (Ef = 0,71).

Bei der partiellen Hydrolyse von T11 werden neben freiem Lys und dem
Dipeptid Thr-Lys die Bruchstiicke [Ileu, Pro, Gly] und [Tyr, Ileu, Pro, Gly]
gebildet. :

Durch Oxytocinase werden vom N-terminalen Ende des Peptids T11
Tyr und Tleu abgespalten. Die Dinitrophenylierung des verbleibenden
Tetrapeptids ergab nur Spuren von DNP-Pro neben Gly, Thr und =-DNP-
Lys. Der Versuch war jedoch nicht eindeutig genug, um die Reihenfolge
-Pro-Gly- sicherzustellen.

Struktur: Tyr-Ileu-[Pro, Gly]-Thr-Lys.
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T1la: Enthalt Gly, Ileu, Thr, Try und Lys; Gly ist N-terminal. Chymo-
trypsin spaltet in freies Lys und Gly-[Ileu, Thr]-Try. Bei partieller Hydrolyse
des Peptids (24 Stdn.) wurde neben freien Aminoséuren das Dipeptid Gly-
Tleu in guter Ausbeute gefunden.

Struktur: Qly-Iiew-Thy-Try-Lys.

T12: Enthalt Glu, Tleu, Val, Phe und Lys; Ileu ist N-terminal. Chymo-
trypsin, Pepsin und Subtilisin spalten alle in die Bruchstiicke Val-GluN-Lys
(Riys = 0,56) und [Ileu, Phe]. Bei partieller Hydrolyse (60 Stdn.) wurde
vor allem [Tleu, Phe, Val] gebildet.

Straktur: Ileu-Phe-Val-QluN-Lys.

T12a: Enthéalt Gly, Asp, His, Leu, Phe und Thr. Dieses Peptid entsteht
beim chymotryptischen Abbau von Ti0a (siche dort).

T12b: Enthilt Ala, Gly, Tleu, Met, Phe und Lys; Met ist N-terminal.
Bei chymotryptischer Spaltung entstehen zwei Bruchsticke: T12bC1:
Ala-Gly-Ileu-Lys (T10, Brys = 0,56) und T12bC2: [Met, Ileu]-Phe (neutral).

Struktur: Met-Ileu-Phe-Ala-Gly-Ileu-Lys.

T13: Enthilt Ala, Glu, Gly, Pro, Phe, Thr und Tyr; Thr ist N-terminal.
Dieses Peptid ist ein Teil von T17. Es entsteht nur in geringen Mengen und
wurde nicht niéher untersucht.

T14: Enthilt Asp, Glu, Leu, Pro und Lys; Leu ist N-terminal. T14
entsteht durch chymotryptische Spaltung von T19. Bei partieller Hydrolyse
von T14 entstehen [Pro, Lys] und [Leu, Glu] in guter Ausbeute. Dieses
Peptid wandert bei pH 4,7 etwas zur Kathode (Rrys = 0,15). Daraus kann
geschlossen werden, daB die Glutaminsdure in freier Form vorliegt, die
Asparaginsiure hingegen als Amid; im umgekehrten Fall mifte das Peptid
neutral sein, da die stdrker saure B-Carboxylgruppe der Asparaginsiure bei
diesem pH vollkommen als Anion vorliegt.

Struktur: Leu-Glu-AspN-Pro-Lys.

T15: Enthalt Glu, Thr und Arg; Thr ist N-terminal. Dieses Peptid ent-
steht bei kurzer tryptischer Spaltung nur in geringer Menge aus T8 und T8a.
Struktur: Thr-Glu-Arg.

T16: Enthdlt Ala, Asp, Thr und Lys; Thr ist N-terminal. Dieses Peptid
entsteht bei chymotryptischer Spaltung von T17.
Struktur: Thr-[Asp, Alal-Lys.

T17: Enthilt Ala, Asp, Glu, Gly, Phe, Pro, Thr, Tyr und Lys; Thr ist
N-terminal. Bei chymotryptischer Spaltung entstehen drei neutrale Peptide,
die chromatographisch getrennt wurden. T17C1: [Thr, Ala, Aspl-Lys (T16,
Ry = 0,09); T17C2: [Thr, (ly, GluN, Ala, Pro]-Phe (R = 0,19); T17C3:
Thr-Tyr (By = 0,26). T17 wurde auch mit Pepsin gespalten, es konnten jedoch
nur zwei Peptide charakterisiert werden: [Thr, Asp, Ala}-Lys (T16, Rf =
= 0,09) und [Tyr, Thr, Asp, Ala]-Lys (Rf = 0,15). Diese Ergebnisse erlauben
die Aufstellung einer Teilsequenz, wobei es méglich ist, daB einige der in
Klammer stehenden Aminosiuren mehrmals vorkommen.

Struktur: Thr-[Gly, GluN, Ala, Prol-Phe-Thr-Tyr-Thr-[Ala, Asp]-Lys.

T18: Enthilt Ala, Asp, Glu und Thr; Endgruppen: Ala (N-terminal)
und Glu {C-terminal). Bei der Spaltung mit Subtilisin entstehen die beiden
Bruchstiicke T1881: [Asp, Glu] (Rgiu = 0,54) und T1882: Ala-Thr. Aus
der elektrophoretischen Beweglichkeit von T18S1 konnte geschlossen werden,
dafB die Asparaginsiure als Amid und die Glutaminsiure in freier Form vor-
liegt. Dies steht in Einklang mit dem Ergebnis der Hydrazinolyse, bei der
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freie Glutaminsdure gefunden wurde. Durch Oxytocinase wurden von T18
Ala und Thr abgespalten.
Struktur: Ala-Thr-AspN-Qlu.

T19: Enthilt Asp, Glu, Leu, Met, Pro, Thr, Tyr und Lys; Glu ist
N-terminal. Chymotrypsin spaltet in zwei Bruchsticke. T19C1: Leu-[Glu,
AspN, Prol-Lys {(Brys = 0,15); T18C2: Gla-[Glu, Thr, Leu, Met]-Tyr (Egiu =
= 0,68). :

Bei der Spaltung mit Pepsin entstehen funf Peptide, die elektrophoretisch
(pH 4,7) getrennt werden konnten. T19P1: [Glu, AspN, Prol-Lys (Brys =
= 0,15); T19P2: [Tyr, Leu] (neutral); T19P3: [Met, Glu, Tyr, Leu] (Row =
= 0,29); T19P4: [Met, Glu] (Rgu = 0,49); T19P5: [Glus, Thr, Leu] (Reiu =
= 0,77). Diese Resultate ergeben folgende Teilstruktur: Glu-[Qlu, Thr,
Leul-[Met, Glul-Tyr-Leu-Glu-AspN-Pro-Lys. :

T19a: Enthalt Ala, Asp, Glu, Leu,
T Tleu, Tyr und Lys; Glu ist N-terminal.
Bei chymotryptischer Spaltung ent-
stehen T19aC1: Leu-Lys (T9, Rrys =
= 0,67) und T19aC2: [Glu, Asp, Leu,
Tleu, Alal]-Tyr (T21, Rgiu = 0,66).
AspO _ > ¢ T19a02 wurde mit Pepsin weiter ab-
gebaut, wobei zwel Tripeptide, Glu-
Asp-Leu (Rgiu = 1,00) und Tleu-Ala-
Tyr, entstanden.
R Struktur: Glu-Asp-Leu-Ileu-Ala-
\ Tyr-Leu-Lys.

T20: Enthilt Asp, Glu, Gly, Val
Or und Lys. Aminoendgruppe konnte
keine gefunden werden. Bei peptischer
03 Spaltung entstanden T20P1: Val-Glu-
Lys (Riys = 0,20) und T20P2: [Gly,

Asp  Hydrolyset 37 12
X p— % X

0« Oz

Q Qs Vi Abb. 3. Chromatographic der bei Hydrolyse von
T20 P2 in 0,01 n HCI entstandenen Bruchstlicke
a) Apfarbung miv Ninhydrin b) Anfirbung mif

@ Glucose-Anilin

O¢ Zur Tdentifizierung wurden folgende synthetisch
hergestellte Vergleichssubstanzen verwendet:
O 1) Acetyl-Gly-Asp (Rpey — 0.82); 2) Propi-
onyl-Gly-Asp (Rpey = 1.05); 3) Formyl-Gly
(RLen = 0.97); 4) Lactyl-Gly (Bpey = 1,08);
5) Acetyl-Gly (Ryey = 1,15); 6) Propionyi-Gly
! (Rrey = 1.39); 7) Benzoyl-Gly (Rrey = 1,42)

Asp] (Rasp = 1,16). Letzteres gibt keine Ninhydrinfarbung, enthélt also
keine freie o-Aminogruppe und konnte nur mit besonderen Methoden ange-
farbt werden (siehe exper. Teil).

Untersuchung von T20P2

1. T20P2 wurde mit wasserfreiem Hydrazin gespalten und die Reaktions-
mischung elektrophoretisch getrennt. T20P2H1: (Rrys = 1,52) Glycin-
hydrazid. Gelbe Ninhydrinfarbe, Hydrazinreaktion positiv; bei der Hy-
drolyse entsteht Glycin. T20P2H2 (neutral): schwache Ninhydrinfarbe,
Hydrazinreaktion stark positiv. Chromatographie in Pyridin — Anilin ——
Wasser (9:1:4) gab einen Doppelfleck (R = 0,68 und 0,72). Synthetisches
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Acetylhydrazid hat in diesem Gemisch einen Bp-Wert von 0,74. T20P2H3:
frele Asparaginsdure.

2. Partielle Hydrolyse in 2n HCI: Das Peptid wurde in 2n HCl 40 Min.
bei 105° hydrolysiert. Dann wurde in Butanol—Eisessig-——Wasser (4:1:5)
chromatographiert und die obere Halfte des Chromatogramms mit Ninhydrin,
die untere mit Glucose—Anilin angefédrbt. Mit Ninhydrin wurde eine starke
Zone gefunden, die elektrophoretisch (pH 4,7) in Gly, Gly-Asp und Asp
aufgetrennt werden konnte. Im unteren Teil des Chromatogramms wurde
eine Spur Acetylglycin gefunden.

3. Partielle Hydrolyse bei pH 2: Das Peptid wurde in 0,0in HCI (pi 2,0)
90 Min. bei 105° hydrolysiert und das Hydrolysat wie beim vorigen Versuch
getrennt. Neben etwas unverdndertem Peptid und Spuren von Gly und
Gly-Asp wurden unter diesen Bedingungen hauptsichlich Asparaginsdure
und Acetylglycin gebildet. Um das Acetylglycin eindeutig identifizieren zu
konnen, wurden eine Reihe von N-Acylverbindungen des Glycins syntheti-
siert, die jedoch alle einen von dem des Acetylglycins deutlich verschiedenen
Ry Wert aufwiesen (Abb. 3). Neben Acetylglycin wurde immer noch eine
zweite, nicht identifizierte, mit Glucose—Anilin anfdrbbare Substanz ge-
funden, bei deren Hydrolyse jedoch keine Aminosdure in nennenswerter
Menge gebildet wurde.

Struktur von T20: Acetyl-Gly-Asp-Val-Qlu-Lys.

T21: Enthélt Ala, Asp, Glu, Ileu, Leu und Tyr. Endgruppen: Glu (N-
terminal) und Tyr (C-terminal). Dieses Peptid entsteht bei chymotryptischer
Spaltung von T19a (s. dort).

Diskussion

Aus tryptlischen Hydrolysaten von Cytochrom ¢ aus Plerdeherz-
muskel konnten 29 Peptide isoliert und charakterisiert werden. Auf
Grund des Lysin- und Arginingehaltes von Cytochrom ¢ waren in solchen
Hydrolysaten nur 20—22 Bruchstiicke zu erwarten. Die erhohte Zahl
erkliart sich durch die Tatsache, daBl nach Ablauf der gewidhlten Hy-
drolysenzeit die Bindungen zwischen aufeinanderfolgenden Lysin- und
Argininresten noch nicht quantitativ gespalten waren. So wurden bei-
spielsweise im Hydrolysat nebeneinander die Peptide Lys-Lys-Thr-Glu-
Arg (T8a), Lys-Thr-Glu-Arg (T8) und Thr-Qlu-Arg (T15) gefunden, die
vom gleichen Abschnitt der Peptidkette des Cytochroms ¢ stammen.
AuBerdem enthielt das verwendete Trypsinpréaparat Spuren von Chymo-
trypsin, das einzelne tryptische Peptide weiter abbaute. Wenn man die
Aminosdurereste zusammenzghlt, die in den lingsten tryptischen Spalt-
produkten gefunden wurden — also in jenen, die bei kurzzeitiger Hydro-
lyse in der Hauptmenge vorliegen und nicht erst durch tryptische oder
chymotryptische Weiterspaltung gréoferer Bruchstiicke entstanden sind —
so findet man gute Ubereinstimmung mit der Bruttoformel des Cyto-
chroms ¢. Dies zeigt, dafl im Hydrolysat keine wesentlichen Bruchstiicke
itbersehen wurden. Nur bei der Zahl der Lysinreste ergab sich eine
Unklarheit, da nach tryptischer Spaltung immer eine betrichtliche Menge
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freies Lysin gefunden wurde, das aus Lys-Lys bzw. Arg-Lys-Sequenzen
stammt.

Die Trennung und Isolierung der Peptide und die Bestimmung ihrer
Aminosiuresequenz erfolgte ausschlieflich durch papierelektrophoretische
und paplerchromatographische Methoden. Daher standen nur sehr
geringe Substanzmengen zur Verfiigung und die Unfersuchung jedes
einzelnen Bruchstiickes erforderte eine sorgféltige Auswahl der giinstigsten
Analysenbedingungen. Dies ist heute auf Grund der Erfahrungen, die
bei der Sequenzanalyse von Ribonuclease, Insulin, ACTH usw. gewonnen
worden sind, schon recht gut méglich.

Als N-terminaler Aminosdurerest im Cytochrom ¢ waren von anderen
Autoren sowohl Histidin® als auch Arginin? angegeben worden. Sidmtlich
Versuche, einen dieser Befunde zu verifizieren, verliefen negativ? 8.
Arginin konnte als N-terminale Aminoséure auch indirekt ausgeschlossen
werden, da die beiden im Cytochrom ¢ vorkommenden Argininreste am
C-terminalen Ende zweier tryptischer Peptide gefunden wurden (T8a
und T10a). Awch zwei der drei Histidinreste befinden sich in den von
uns untersuchten Peptiden nicht in terminaler Posiivion. In einem der
tryptischen Peptide (T20) wurde, so wie im intakten Cytochrom ¢, kein
Aminosiurerest mit freier o-Aminogruppe gefunden. Aus T20 konnte
jedoch ein Acylderivat des Glycins isoliert werden, das durch chromato-
graphischen Vergleich als Acetylglycin identifiziert wuede. Man muf
annehmen, daf} dieses Peptid vom N-terminalen Ende des Cytochroms ¢
stammt. Die Hypothese, dafl eventuell die «-Aminogruppe eines N-
terminalen Aminosdurerestes koordinativ an das Hém-Eisen gebunden
sei, wird dadurch gegenstandslos. Man kennt heute schon eine Reihe
von Proteinen und Polypeptiden, die keine freie o- Aminogruppe besitzen,
sondern bei denen eine Acylaminoséure das eine Ende der Polypeptid-
kette bildet. Zu diesen gehdren beispielsweise die Proteine einiger
Pflanzenviren (Tabakmosaikvirug3®, cucumber virus®, turnip yellow
mosaic virus®), Rinderfibrinogen3 und Ovalbumin®. Dabei hat sich
die endstdndige Aminosdure als von Fall zu Fall verschieden erwiesen,
wihrend der Acylrest in allen bisher bekannten Féllen eine Acetylgruppe
war. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist auch Cytochrom ¢ zu den
,»Acetyl-Proteinen’ zu zéhlen.

Wie wir vor kurzem durch eine persénliche Mitteilung erfuhren,
gelang es T'itani et al.®, aus einem durch Spaltung mit Pronase (Strepto-
myeces griseus Protease) erhaltenen Cytochrom-Hydrolysat ein Acetyl-

34 K. Narita, Biochim. Biophys. Acta 31, 372 (1959).

35 J. I. Harris und A. Hindley, J. Molec. Biol. 3, 117 {1961).

38 7. B. Folk und J. A. Gladner, Biochim. Biophys. Acta 44, 383 (1960).
87 K. Norita, Biochem. Biophys. Res. Comm. 5, 160 (1961).

8¢ K. Titant, K. Narita und K. Okunuki, persénl. Mitt.
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Formel I. Aminosduresequenz dos Pferde-Cytochroms c. Die Pleile be-
zeichnen die Stellen der Spaltung durch Trypsin.

1 | 10
v ‘ v
Acetyl-Gly — Asp —» Val —» Glu — Lys — Gly — Lys —V> Lys — Ileu — Phe
+
Val
20 ¢
Glu < Val < Thr «- His <~ Cy « GlulN « Ala < Cy « Lys « GluN
v | 1
Lys S.-—— Hémin-¢c- — 3
— 30

3 \:
Gly — Gly — Lys e His — Lys —» Thr — Gly — Pro — AspN — Leu
¥

His
0 8 v
Ala <« GlulN <« Gly < Thr < Lys < Arg < Gly < Phe < Leu < Gly

v

Pro
i 50 v
Gly — Phe — Thr — Tyr - Thr - Asp - Ala — AspN — Lys — AspN
v
Lys
ML b«
Met < Leu < Thr « Glu < Glu < Lys « Try < Thr <~ Ileu « Gly
v
Glu
J, 0 v M
Tyr — Leu — Glu — AspN — Pro — Lys — Lys — Tyr — Ileu — Pro
v
Gly
J 80 i
Lys < Lys <« Ileu < Gly < Ala < Phe <« Tleu < Met « Lys < Thr
-
Liys

- 90 b
Thr — Glu - Arg » Glu — Asp — Leu — Ileu > Ala - Tyr > Leu
o
Lys
104 [ b~
Glu < AspN <« Thr « Ala < Lys 100

tetrapeptid mit der Struktur Acetyl-Qly-Asp-Val-Glu zu isolieren. Dieses
Resultat steht in vollkommener Ubereinstimmung mit der von uns ge-
fundenen N-terminalen Sequenz des Cytochroms c.

Ein einziges der bei Verwendung von chymotrypsinfreiem Trypsin
in guter Ausbeute gefundenen Peptide (T18) enthidlt am C-terminalen
Ende nicht Lysin oder Arginin, sondern Glutaminsdure. Diese Amino-
sdure ist auch im Cytcchrom ¢ carboxylendstindigs. Das Peptid T18
mit der Sequenz Ala-Thr-AspN-Glu bildet scmit das Carboxylende des
Proteins.
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Im Verlauf der hier beschriebenen Untersuchungen wurde uns be-
kannt, daf Prof. Smith und Dr. Margoliash in Salt Lake City (Utah)
an der Trennung und Strukturermittlung der chymotryptischen Bruch-
stiicke arbeiteten®®. Als Frgebnis eines Austausches und einer Kombi-
nation der in Salt Lake City und Wien erhaltenen Resultate konnte
die Formel der gesamten Primérstruktur des Pferde-Cytochroms ¢ auf-
gestellt werden® (Formel T). Dieser Formel T zufolge enthilt Cytochrom
¢ 104 Aminosduren, die alle in einer einzigen Polypeptidkette ange-
ordnet sind. Die beiden Cysteinreste, an die das Héminmolekiil gebunden
ist, befinden sich nahe dem N-terminalen Ende (Aminosiurereste I4
und 17). Alle drei Histidinreste, von denen zwei mit groBBer Wahrschein-
lichkeit koordinativ an das Hisen gebunder sind, sind im ersten Drittel
der Peptidkette lokalisiert (Aminosiurereste 18, 26 und 33). Auffillig
ist die stellenweise Héaufung basischer und saurer Aminosdurereste
(z. B. 28, 25--27, 60—62, 86—93). Es gibt gute Hinweise dafir, da
die Gruppierungen basischer Aminosduren fiir die Ausbildung der in vivo
bedeutsamen Cytochrom-c-Phospholipid-Komplexe essentiell sind4L.

Der Rockefeller Foundation danken wir fir Unterstittzung, die
dieser Arbeit zugute gekommen ist.
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