Uber Fermentmodelle und ihre Beziehungen zv den
EinschluBverbindungen

Von Prof. Dr. W. LAUTSCH®*), Dr. W. BROSER, Dr. W. BIEDERMANN und H. GNICHTEL
Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Freien Universitdt Berlin

Es werden Synthesen von Hochpolymeren mit Wirkungsgruppen aus der Himin- und Chlorophyll-
Reihe und ihre optischen Eigenschaften besprochen. Die Verschiebungen der Bandenmaxima und die
Verinderung der Siuredissoziationskonstanten der Wirkungsgruppen werden diskutiert. Dies beriihrt
die Frage der Existenz von EinschluBverbindungen in Lésung. Durch Anwendung des Massenwirkungs-
gesetzes auf mehrere, bereits bekannte EinschluBsysteme ergab sich das Vorliegen echter Verbindungen
in Lésung. Prototropiegleichgewichte fiihrten zur Ermittlung der Sduredissoziationskonstanten einiger

Farbstoffe und deren Cyclodextrin-EinschluBBverbindungen.

Das System Serumalbumin/Methylorange

und hochmolekulare Verbindungen mit Wirkungsgruppen aus der Hiamin- und Chlorophyll-Reihe
zeigen Ahnlichkeit mit echten EinschluBverbindungen in Losung, so daB man geneigt ist, den betr.

Hochpolymeren EinschluBbezirke zuzuweisen.

Ferner werden Synthesen von mit Wirkungsgruppen

substituierten D-, L- und D,L-Formen von Polyphenylalaninen, ihre optischen und katalytischen Eigen-
schaften sowie erste Versuche zur Synthese von Cytochrom-c-Modellen behandelt.

1922 teilte Richard Willstdtter seine als Trigertheoriel)
bezeichnete Vorstellung iiber den Aufbau der Enzyme
mit: ,,Die Erscheinungen der Enzymspezifitdt, die Beobach-
tungen iiber Zersetzung und Stabilisierung . .. fiihren zu der
Auffassung, dap das Molekiil eines Enzyms aus einem kollo-
iden Tréger und einer rein chemisch wirkenden aktiven
Gruppe besteht“. Aber erst 1934 wurde von H. Theorell im
Warburgschen Laboratorium am gelben Atmungsferment
diese Auffassung bewiesen: H. Theorell zeigte, daB das
gelbe Ferment gegen Salzsdure dialysiert, in Farbstoff- und
EiweiBkomponente aufspaitbar ist und daB jede Kom-
ponente fir sich als Sauerstoff-Ubertrager unwirksam ist.
,,Bei Mischungen elektrolytfreier Wasserldsungen der Kom-
ponenten in der Kilte kehrt die reine gelbe Farbe und die
Wirksamkeit groBtenteils zurfick. Es ist also zum ersten

Mal die reversible Spaltung eines Fermentes in Wirkungs- '

gruppe und kolloidalen Tréger gelungen*?),

Es ist u.W. bisher nicht versucht worden, Willstdtters
Tragertheorie von der synthetischen Seite her zu priifen.
Derartige Untersuchungen sind durch unsere Kenntnisse
tiber den Aufbau der EiweiBmolekel begrenzt. Es scheint
jedoch méglich, zu priifen, wie sich eine an einer Makro-
molekel haftende Wirkungsgruppe im Vergleich zu ihrem
Zustand in molekular-disperser Ldsung verhdlt, und einen
Versuch zur Deutung der Unterschiede zu unternehmen.

I. Makromolekulare Verbindungen
mit Wirkungsgruppen

Wir haben deshalb in Modelluntersuchungen®) organi-
sche, hochpolymere Verbindungen mit homdopolar ge-
bundenen Wirkungsgruppen ausgestattet durch:

1. Einfiihrung der betr. Wirkungsgruppe in bereits hoch-
polymere Verbindungen?)

2. Mischpolymerisation®)

3. Einbeziehung der prosthetischen Gruppe in den Poly-
kondensationsvorgang®).

Wir haben uns zunichst beschrankt auf Wirkungsgrup-
pen aus der Chlorophyll- und Hamin-Reihe, um Ferment-

*) Vorgetragen auf dem XIII. Internat. Kongrel tilr Reine u, An-
gew. Chemie in Stockholm, 31. 7. 1953, und zur Vortragstagung
des GDCh-Ortsverbandes Berlin am 17. 1953,

1) R. Wilistdtter, Ber. dtsch. chem. Ges. 55 3606[1922]

%) H. Theorell, Biochem. Z. 272, 155 [1934

I) W. Lautsch u. Mitarb., J. Polymer Sci. 8 181 [1952].
W. Lautsch, W. Broser, U. Doering u. H. Zoschke Naturwiss. 38,
210 {1951

5 wW. roset!u W Lautsch, ebenda 38, 208 [1951).
%) W. Lautsch, . Bledermann u. W. Broser ebenda 38, 478 [1951).
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modelle mit Oxydase- und Cytochrom-Charakter
aufzubauen.

Zu 1): Als Beispiel fiir die Einfiihrung von Wirkungs-
gruppen in bereits hochpolymere Verbindungen ver-
wendeten wir die von H, Fischer und S. Goebel®) beobach-
tete Aufspaltungsreaktion des isocyclischen Fiinfringes im
Methylphdophorbid a unter dem EinfluB von prim. und
sek. Aminen. Mit Polyidthylenimin erhdit man das im
wiBrigen Medium’ iiber einen weiten pg-Bereich losliche
Chlorin-gg-dimethylester-6-sdure-polyathylenimid.
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Chlorin-e,~dimethylester-6-saure-poly4thylenimid

Die Reaktion ist mit einer starken spektralen Verschie-
bung und Umwandlung des Phorbin- in den Chlorin-Typ
verbunden. Das Absorptionsspektrum des Poly-dthylen-
imin-Derivates gleicht im Sichtbaren dem Chlorin-e, und
ist im iibrigen identisch mit dem analog hergestellten
Chlorin-e,-dimethylester-6-saure-dthylamid®) (Bild 1).

Das Spektrum der einfach geladenen Kationensidure des
Chlorin-e4 - dimethylester - 6-sdure - polyathylenimids zeigt

) H, Fischer u. S, Goebel, Liebigs Ann. Chem. 524, 269 [1936].
%) W, Broser u, W. Lau(sch Naturwiss. 38, 209 [19! 5
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beim Vergleich mit dem der einfach geladenen Kationen-
sdure des Chlorin-e,-dimethylester-6-sdure-dthylamids eine
Rotverschiebung der langwelligen Bande von 632 mp
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Absorptionsspektrum von I. Chlorin-e,~dimethylester-6-sauredthyl-
amid; II. Chlorin-e,-dimethylester-6-sdurepolyathylenimid

auf 644 my. (Bild 2), wihrend die Spektren der freien Base
und des doppelt geladenen Kations der nieder- und hoch-
molekularen Verbindung iibereinstimmen. Der aus dem
Spektrum ermitteite py-Wert der einfach geladenen
Kationensiure wurde im Falle der niedermolekularen
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Absorptionsspektren von I. Kationensiure!( von Chlorin-e,-dime-
thylester-6-siuredthylamid; I[. Kationensdure!» von Chlorin-e,-
dimethylester-6-sdurepoly4thylenimid

Verbindung zu 2,7 gefunden; im Falle der hochmolekularen
Verbindung lag der diesem px-Wert entsprechende Wende-
punkt bei py 3,75 (s. a. Bilder 16—17).

Zu 2): Durch Entdeckung der Polymerisations- bzw.
Einpolymerisationsfahigkeit der Vinyl-Gruppe in
2- bzw. in 2- und 4-Stellung von Derivaten des Chloro-
phylls bzw. des Hamins erhielten wir durch Mischpoly-
merisation von Styrol und Methylphdophorbid a bzw.
Protoporphyrinester Praparate, deren Wirkungsgruppen in
die Polystyrol-Kette homoopolar eingebaut sind.
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Die Priparate enthaiten, je nach Molverhiltnis Styrol/
Methylphdophorbid a, auf 1000 bis 5000  Einheiten 1 Wir-
kungsgruppe; das viscosimetrisch bestimmte Molekular-
gewicht betrigt etwa 40000.

Konstitutionsbeweisend ist der Spektralbefund, wonach
in beiden Fillen die durch Ausschaltung der Vinylchromo-
phore zu beobachtende Blauverschiebung der Banden-
maxima (durch Ausbildung des Meso-Typs) eintritt (Bild 3).

Bild 3
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171. Polystyrol mit prosthetischer Gruppe
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1. Protoporphyrin-dibenzylester

IlI. Mesophorphyrin-1X-
dibenzylester Ppal

II1. Prosthetische Grupps im Polystyrol

Man beobachtete jedoch in beiden Copolymerisaten, bes.
beim Polystyrol mit einpolymerisiertem Protoporphyrin-
dibenzylester eine geringe, aber deutliche Rotverschie-
bung gegeniiber dem Spektrum der molekular dispers
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gelosten Meso-Verbindungen (vgl. Bild 3, 11 u. 1IH). Rot-
verschiebungen der Spektren prosthetischer Gruppen bei
Fixierung an hochmolekulare Triger sind aus der Ferment-
chemie bekannt?),

Energetisch ist die Anordnung des Porphin- bzw. Phor-
bin-Ringes (Bild 4) zwischen den benachbarten Benzol-
Ringen — die Wirkungsgruppe wird von den benachbar-
ten Benzolringen eingeschlossenl®) — die wahrscheinlichste.

Bild 4. Raumliche Anordnun

des Porphin- bzw. Phorbid-Ringes
zwischen den benachbarten

enzolringen im Mischpolymerisa

Sie richtete unsere Aufmerksamkeit auf Rotverschiebun-
gen der Bandenmaxima der EinschluBverbindungen,
-wie sie an Cyclodextrinen und zugesetzten Farbstoffen von
F. Cramer'') beobachtet wurden. Sind also die genannten
Verbindungen mit Wirkungsgruppen als EinschluBver-
bindungen bzw. als EinschluBbezirke enthaltende Verbin-
dungen aufzufassen?

Il. Problemstellungen

1. Zur Existenz von EinschluBverbindungen im geldsten
Zustand

Der Begriff der EinschluBverbindungen muf als bekannt vor-

ausgesetzt werden'?). Die hier niher untersuchten Cyclodextrin-
EinschluBverbindungen gehdren zu den &ltest bekannten der or-
ganischen Chemie. Sie wurden von F. Schardinger'®) entdeckt
und von K. Freudenberg!t) als Cycloglucane, an deren Aufbau 6,
7 und 8 Gluocose-Einheiten in Maltose-Bindung beteiligt sind, er-
kannt. '

K. Freudenberg'®) deutete bereits 1939 die Addukte der Cyoclo-
dextrine mit einer groBen Zahl von hydrophoben organischen
Verbindungen als KanaleinsochluBverbindungen. Der Begriff
EinschluBverbindung wurde von W. Schlenk jr.!®) geprigt. M.
F. Bengen'?) entdeckte die Addukte des Harnstoffes mit Paraffinen
und aliphatischen Sauerstoff-Verbindungen.

") 0. Warburg u. W, Christian, ebenda 20, 980 [1932]. (Vg!. auch
A. Seybold u. K. Egle, Biolog. Arch. 47, 578 [1940].

1%) Eine Relhe anderer untersuchter Viny!-Verbindungen (Vinyl-

ather, Vinylester, Vinylamine, insbes. Vinylpyrrolidon) lieB sich
weder thermisch noch katalytisch mit den genannten, vinyisub~
stitulerten Chiorophyll- und Haimin-Derlvaten copolymerisieren.

11y F. Cramer, Chem. Ber. 84, 851, 855 [1951].

13) F, Cramer, dlese Ztschr. 64, 437 [1952].

1) F. Schardinger, Z. Unters. Nahrungsmittel 6, 874 [1903); F.
Schardinger, Zbl. Bakterlol. Abt. 11, 22, 98 (L'l 909); 29, 188[1911].

14) K. Freudenberg u. R. Jacobi, Liebigs Ann. Chem. 578, 102 [1935].
K. Freudenberg u, M. Meyer-Delius, Ber. dtsch. chem. Qes. 77,
1596 [1938). K. Preudenberg, E. Plankenhorn u. H. Knauber,
Liebigs Ann. Chem, 558, 1 [1945]. K. Freudenberg u. F. Cramer,
Z. Naturforschg. 3b, 464 [1948]. W.Borchert, Z. Naturforschg. 3b,
464[1948)]. K. Freudenberg u. F. Cramer, Chem.Ber, 83, 296 (1950].

13) K. I;reoutlieggeig, E. Schaaf, G. Dumpert u. Th. Ploetz, Naturwiss.
27, 850 [1939]. _

%) W. Schlenk jun., Lieblgs Ann. Chem. 565, 204 [1949]; 573, 142
[1951]. Fortschr. chem. Forschg, 2, 92 [1951]). Vgl. auch diese
Ztschr. 62, 299 [19502.

17) M. F. Bengen, dlese Ztschr. 63, 207 [1951].

Angew, Chem. | 66, Jahrg. 1954 | Nr. §

Die Harnstoff-EinschiuBverbindungen sind nur kristal-
lisiert bestidndig. Versuche, die Gastmolekeln zu entfernen,
fithren zum Zusammenbruch des Gitters. Aus den kri-
stallisierten Cyclodextrin-EinschluBverbindungen lassen
sich hingegen Leerstellen schon durch Aufbewahren an
der Luft, wobei die fliichtige Komponente teilweise ver-
dampft, erzeugen. Cramers Befunde iiber die spektralen
Verschiebungen deuten sogar auf das Vorliegen von Ein-
schluBverbindungen bereits in Lésung hin. Es erhob sich
deshalb die Frage, ob das Prinzip der EinschluBverbin-
dungen bei den Enzymen und deren Wirkungsweise
eine Rolle spielt. Insbesondere angesichts der Befunde von
H. Sobotka und Mitarbeitern!®) an den Choleinséuren, wo-
nach sich L- und p-Formen optisch aktiver Gastmolekeln
vermutlich durch Ausbildung diastereomerer EinschluB-
verbindungen bisweilen unterscheiden und enolisierbare
Ketone bevorzugt in ders» Enolform eingeschlossen wer-
den. Zu dhnlichen Ergebnissen gelangte F. Cramer'?): Be-
vorzugter EinschluB des einen Antipoden von ,,passen-
den‘‘ racemischen Gastmolekeln und Beschleunigung der
Oxydation enolisierbarer Ketone in Gegenwart von Cyclo-
dextrinen als Folge der EinschlieBung.

2. EinschiuBBbezirke

SchlieBlich war zu priifen, ob die haufig beobachtete
Verschiebung der Bandenmaxima von Farbstoffen in Lo-
sungen makromolekularer Stoffe oder das Auftreten neuer
Banden in Agarlésungen (L. Michaelis?®)), der Umschlag
von Indikatoren 1n geeigneten Konzentrationen oberfla-
chenaktiver Stoffe (wie Seifen, G. S. Hartley®')) oder auch
die spektralen Verinderungen, die Azofarbstoffe wie Me-
thylorange in Gegenwart von manchen EiweiBstoffen (z.B.
Rinderserumalbumin) erleiden, auf die Bildung von Ein-
schluBverbindungen bzw. EinschluBbezirken zuriick-
zufiihren sind.

11l. EinschluBgleichgewichte

Sind die in Ldsung beobachteten Effekte auf die Bil-
dung von Verbindungen, d. h. von Molekelverbindungen
etwa im Sinne Brieglebs®'?) oder auf Assoziat-Bildung ohne
definierte stéchiometrische Zusammensetzung (,,Schwarm-
bildung*‘) zurtickzufiihren ? Fiirechte EinschluBverbin-
dungen miiBte gefordert werden, daB ihre Komponen-
ten mit der Verbindung in einem, dem Massenwirkungs-
gesetz gehorchenden Gleichgewicht stehen.

Absorptionsspektrometrisch®®) 188t sich die Gleichgewichts-
konstante Ky durch Anwendung des Massenwirkungsgesetzes
auf den Bildungs- bzw. Dissoziationsvorgang der EinschluBver-
bindung bestimmen:

DX = D+ X

[X][D] _
(px) ~ KF

E =[Ex] + [Epx]

D = Cyclodextrin
X = Gastmolekel
DX = EinschluBverbindung

E = Gesamtextinktion
Ex und Epx = Extinktion der

d -
wenn & = ¢ d, erhait man: Gastmolekel frei und im Ein

’ schlul
E=[X] & +[DX]&'px & = molarer Extinktions-
, da:[X]+[DX]=cq koeftizient

d = Schichtdicke
cx = Gesamtkonzentration
der Gastmolekel

erhilt man:

¢e—ce-ebx E—Epx Kr
cxs;—E Ex—E [D}

1%y H. Sobotka u. A. Goldberg, Biochemlc. J. 26, 905 [1932]). H. So-
botka u. J. Kahn, ebenda 26, 898 [1932].

19y F. Cramer, diese Ztschr. 64, 136 [1952].

20y [, Michaelis u. S. Granick, J. Amer. chem. Soc. 67, 1212 [1945].

£1y G. S. Hartiey, Trans. Faraday Soc. 30, 444 [1934].

£12) G. Briegleb: Zwischenmolekulare Krafte u. Molekiilstruktur;
Stuttgart 1937.

2) W, Broser u. W. Lautsch, Z. Naturforschg. 8b, 711 [1933].
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Die Teilextinktionen Ey lassen sich bei der Dextrin-Konzen-
tration Null, Epx bei einem sehr groBen Dextrin-Uberschuf
ermitteln. Anders ausgedriickt, man mift die Extinktionen, wenn
das Gleichgewicht einmal praktisch auf die linke, ein weiteres
Mal auf die rechte Seite hin verschoben ist.

Es wurden mehrere EinschluBgleichgewichte von
Cyclodextrinen mit Farbstoffen aus der Triphenyl-
methan-Reihe und mit Azofarbstoffen untersucht. Dafiir
war es erforderlich, zunichst die Prototropiegleichgewichte
der Farbstoffe, die sich durch Variation des pg-Wertes
ergeben, zu ermitteln.

1. Das System (3-Dextrin/Kristallviolett

Im Falle des Kristallvioletts selbst liegen im py-Gebiet
—1 bis + 3,5 nebeneinander das ein-, zwei- und drei-sdurige
Farbstoftkation vor. Die Saure-Dissoziationskonstanten der
Abdissoziation eines Protons aus dem 2- bzw. 3-fach ge-
ladenen Farbstoffkation erhdlt man durch Extinktions-
bestimmung nach einer, dem EinschluBgleichgewicht ent-
sprechenden Beziehung.

F® + H® = FH®® F®  violettes, einsuriges
® 3¢e) Farbstotfkation des Kristall-
FHOO® + HO FHy violetts
F®) H®) FH(2+) - griines, zweisauriges
(FH®® ~ * Farbstoffkation
(FHO® | [HO) FH,(31) - gelbes, dreisiuriges
_——[FH (3@_)] = Kg, Farbstoffkation
2
E-Epne)  Ks, Ks, und Kg, = Sauredissozia-
Ep®@ —E ~ [H] tionskons;czanten der Kation-
siuren FH(2+) bzw, FH,(3+)
E—Eppy,(30) Ks, :
Erg(20)-E  [H]
Kg, = 1,0010-* PKg, = 1,96
Ks, - 1,5610-! PKs, = 0,81

Prototropiegleichgewicht des Kristallvioletts

Bild 5 zeigt die auf Grund der Gleichgewichtskonstanten
berechneten Prozentgehalte der einzelnen Ionen. Der py-
Bereich von etwa 3,5--5, in denen das Kristallviolett aus-
schlieBlich als einwertiges Kation vorliegt, ist zur Messung
von EinschiuBgleichgewichten geeignet.

e
f//’j. f.
- mw
20- &0t
40-1&1 &t
60 0+
&0- 20
100 - J 5.
[AS5.5] ﬂ/ —
Bild 5

Prototropiegleichgewicht von Kristallviolett

Wie F. Cramer®®) beobachteten auch wir (Bild 6) bei
1000fachem UberschuB an B-Dextrin, verglichen mit dem
ohne Zusatz von Dextrin ermittelten Spektrum des Kri-
staliviolettes bei pgy 4,95 die Rotverschiebung von etwa
10 myp. Die Auswahl einer geeigneten Wellenldnge, die eine
moglichst groBe Extinktionsdifferenz ergibt (640 my), die
Bestimmung der Extinktionen in Abhdngigkeit von der
Dextrin-Konzentration, die in weiten Grenzen variiert
wurde, liefern fiir 20° und 25 °C MeBpunkte, die auf den be-
rechneten Kurven liegen (Bild 7), und damit das Vorliegen
wirklicher EinschluBverbindungen in Ldsung zeigen,
schlieBlich die Ermittlung der Gleichgewichtskonstanten

) F. Cramer, Chem. Ber, 84, 851, 855 [1951].
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zulassen und die aus ihnen errechenbaren Reaktionsarbeiten
bzw. Reaktionswarmen finden lassen.
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Bild 6. Spektrum von Kristallviolett ohne (1) und mit g-Dextrin (11)
cgp = 10-5, ¢cp = 0,01; pH = 4,95
a7
] 6 /
g
V4
+
a5
Feoo ) Vs
-6 -5 -4 -3 -2 -7
09 & ee %
Kp“ = 1,41-10-¢ mol/} PK,, = 3,85
KF,, = 2,00:10-¢ mol/l PK, = 3,70

Aus: —RT in Kr = AG® = AH9-TAS® AQ° - Reaktionsarbeit
AH® = Reaktionswarme
AS® = Reaktionsentropie

findet man: AQS, = 5,16 keal/mol, AH), . =~ 12,2 + 3 keal/mol

Bild 7. Gleichgewichte, Gleichgewichtskonstanten und Reaktions-
arbeit bzw. Reaktionswdrmen des Systems g-Dextrin-Kristallviolett
2. Das System (-Dextrin/Wasserblau

Das System p-Dextrin/Wasserblau liegt (Bild 8) in
0,08n Salzsiure als mesomeres lon vor. Die Rotbande
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weist in Gegenwart von B-Dextrin wiederum eine Rotver-
schiebung von etwa 10 mp auf. Die Vermessung der Ex-
tinktionen bei der Wellenlange 653 my (geeignete Extink-
tionsdifferenz) fiihrt (Bild 9) zu einem echten Gleichge-
wicht mit der aus der Kurve ermittelten Dissoziationskon-
stanten und aus$ ihr berechneten Reaktionsarbeit.
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Bild 8
Spektrum von Wasserblau ohne (1) und mit g-Dextrin (I11)
cg = 10-%; ¢p = 0,01; 0,08 n HCI

//F

NN

06 %

|

£y

05 1
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(A5%3) 10g ¢y —=
Bld 9

Glelchgewicht p-Dextrin-Wasserblau. 20 °C, 0,08 n HCl; 653 myu;
cp=10-%; d = | cm, K = 3,55-10-4; pKp = 3,45; AG® = 4,62 keal/mol

3. Das System (3-Dextrin/Methylorange

Das System B-Dextrin/Methylorange sei erwahnt, weil
es fiir die Befunde von J. M. Klofz*) an EiweiBlosungen
und deren Deutung von Interesse ist. Die in Gegenwart von
B-Dextrin fiir die alkalische und saure Form des Methyl-
orange beobachteten Bandenveranderungen zeigt Bild 10.

P N
I
X N
X
:’ \
2 4 \
0 d
Ww 0 o
A A lmy/—
Bld 10

Spektren von g-Dextrin-Methylorange; ¢cg = 10-%;"cp = 0,004;

I ohne Dextrin; 1I mit Dextrin in 0,08 nHCI; III ohne Dextrin;
IV mit Dextrin bel PH = 6,08

)" J M. Klotz, J. Amer. chem. Soc. 68, 2299 [1946].
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Das Bandenmaximum der alkalischen Form zeigt Blau-
verschiebung um etwa 12 my. Die Vermessung der Wellen-
linge 508 myu (Bild 11) bei wechselnder Dextrin-Konzen-
tration ergibt das Vorliegen eines einfachen Gleichgewichtes

on
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Bild 11

Glelchgewicht g-Dextrin-Methylorange 20,00 °C; py = 6,08;
508 mu; cg = 10-5; d ~ 1 cm; Kp = 2,51'10-4; pKp = 3,60;
AG® = 4,8 kcal/mol

in Losung. Die Gleichgewichtskonstante ergab wiederum
die Reaktionsarbeit. Tabelle 1 zeigt die Gleichgewichtskon-
stanten und Reaktionsarbeiten einiger Systeme,

Kr I AGe
Substanz (mol/t) ! PKF | (keal/mol)
B-Dextrin-Kristallviolett 1,41-10-¢ 3,85 5,16
(3-Dextrin-Fuchsin 1,26-10-2 2,90 3,89
B-Dextrin-Wasserblau 3,55-10-4 3,45 4,62
{-Dextrin-Methylorange 2,51:10-4 13,60 4,80
7=Dextrin-Methylorange 1,12.10-4 3,95 5,25
Tabelle 1

Gleichgewichtskonstanten und Reaktionsarbeiten der
EinschluB-Verbindungen

Je groBer die Reaktionsarbeit, um so groBer ist die Sta-
bilitdt der sich bildenden EinschluBverbindung. Man ge-
langt zu der Auffassung, daB die EinschluBverbindung des
Methylorange mit a-Dextrin stabiler ist als die mit B-
Dextrin. Die Untersuchungen beweisen die strenge Giil-
tigkeit des Massenwirkungsgesetzes und deuten damit auf
das Vorliegen wirklicher Verbindungen in Ldsung hin.
Damit kann der Begriff der EinschluBverbindung bei den
Cyclodextrinen auf den gelosten Zustand angewendet wer-
den. Wir wollen unter EinschluBverbindungen in L8sung
Gebilde verstehen, die dem Massenwirkungsgesetz gehor-
chen, deren Existenz dadurch bedingt ist, daB die Wirts-
molekel die Gastmolekel in slch einschlieBt, der riumliche
Bau also entscheidend fiir das Zustandekommen der Ver-
bindungsbildung ist.

Bei der EinschlieBung treten folgende Phanomene auf:

1V. Prototropiegleichgewichte

Durch EinschlieBung wird die S3ure-Dissoziationskon-
stante der Gastmolekeln verdndert. Indikatoren, z. B. die
in Cyclodextrine eingeschlossenen, behalten ihre Farbe in
pg-Gebieten, in welchen sie sonst umzuschlagen pflegen.
F. Cramer fiihrte daher den Begriff ,,Raumalkalitit ein.

Bild 12 zeigt die Prototropiegleichgewichte von Wasser-
blau bei wechselnden pg-Werten mit und ohne Zusatz von
p-Dextrin. Die Kg-Werte unterscheiden sich um eine
Zehnerpotenz. Tabelle 2 zeigt die allgemeine Giiltigkeit die-
ser Beobachtung, wie auch ein Vergleich der p,c-Werte fiir
das 1- und 2-sdurige Farbstoffkation des Fuchsins ergibt.
Die Erniedrigung der pgxg-Werte bedeutet eine Azidifi-
zierung durch EinschlieBung,

127



47

1 V4
) K
az
|
07 2 J 4 5 ¢ )
By
Bild 12

Prototroplegleichgewichte von Wasserblau (I) und g-Dextrin-
Wasserblau (I1), 20,00 °C; c¢g = 10-%; ¢pn = 0,01; 598 my (1) bzw.
608 mu (11); Kg = 7,9-10-%; Kpg = 7,9:10-%; pgg = 5,1; pgps = 4.1

. Kg
Prototropiegleichgewicht pKg (mol 1)

Wasserblau
ohne Dextrin
F® + H,0 == FOH + H® 5,1 7,9 -10-¢
mit Dextrin
DF® + H,0 = DFOH + H® 4,1 7,9 -10-%
Fuchsin
ohne Dextrin
FH®® = F® + H® 1,48 3,32-10-%
mit Dextrin
DFH3@ = DF® + H® 1,13 7,42-10-1

. - — |
ohne Dextrin |
F® + H,O = FOH + H® 7,60 2,52:10-%
mit Dextrin
DF® + H,0 == DFOH + H® 7,12 7,60-10-?

Tabelle 2, Siuredissoziationskonstanten einiger Farbstoffe und

deren Cyclodextrin-EinschiuBverbindungen

V. Redoxgleichgewichte?s)

Auch die pg-Werte der Redoxgleichgewichte entspr.
Systeme (z. B. Chinon/Hydrochinon, Leuko-/Carbinol-
base des Kristallvioletts) werden bei der EinschlieBung
verindert. Fir Chinon/Hydrochinon fanden wir fiir die
Dextrin-freie Losung px = + 12,102, fiir die a-Dextrin-
haltige Losung px = + 12,085, und fiir das Redoxsystem
Carbinol-/Leukobase des Kristallvioletts ermittelten wir
fiir die Dextrin-freie Losung py = + 10,04 und in Gegen-
wart von B-Dextrin + 10,31. Diese Ergebnisse bediirfen
noch der Uberpriifung und Erginzung, sie gewinnen be-
sondere Bedeutung angesichts der Tatsache, daB bei den
meisten bisher untersuchten Hochpolymeren mit Redox-
wirkungsgruppen eine Verdnderung des Reduktionspoten-
tials beim Vergleich mit den monomolekular dispers ge-
losten Wirkungsgruppen beobachtet wurde.

VI. Die Frage der EinschiuBbezirke
von Hochpolymeren
a) EiweiBBkorper
Hinweise zur Frage, ob EiweiBkdrper bisweilen zur Bil-
dung von Einschluiverbindungen befdhigt sind, finden
sich in einer Arbeit von M. F. Perut:?®) angedeutet.
"&)Anm;—lzg. b. d. Korrektur: Vgl. auch F. Cramer, diese Ztschr,

65, 320 [1953].
5y M. F. Perutz, Trans. Faraday Soc. 42, 187 [1946].
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Wir haben diese Frage gepriift an den schon von J. M.
Klotz3%) beobachteten Verschiebungen der Bandenmaxima,
die das Methylorange in Gegenwart von Rinderserum-
albumin erleidet (Bild 13).
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Bild 13
Spektren von: I. Rinderserumalbumin-Methylorange ¢g = 10-8;
p = 0,2%; py = 7,08. II. Methylorange cg = 10-%; py = 6,08,
II1. g-Dextrin-Methylorange cg = 10-%; cp = 0,004; Py - 6,08

Kurve [ 2zeigt das Bandenmaximum der alkalischen
Form des Methylorange in Gegenwart von Rinderserum-
albumin bei 457 mp. Es stimmt iiberein (Kurve 111) mit
dem Maximum der alkalischen Form des Methylorange in
Gegenwart von {-Dextrin. Beide (nahezu identischen)

" Maxima zeigen demnach eine Verschiebung um 11 mu

gegeniiber dem Absorptionsspektrum des Methylorange in
Abwesenheit von Dextrin bzw. Albumin (Kurve I1). Das
Ergebnis der Gleichgewichtsmessungen, wobei der Al-
bumin-Gehalt in %, aufgetragen und innerhalb der Gren-
zen 0,002—29, variiert wurde, zeigt Bild 14.
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Bild 14

Abhingigkeit der Farbstirke des Methylorange von der Konzen-
tration des Rinderserumalbumins, 20,00 °C. py = 7,08; 508 my;
cg=10-%; d=1cm

Die berechnete, gestrichelte Kurve weicht von der aus-
gezogenen, durch Verbindung der MeBpunkte erhaltenen
ab. Das bedeutet, daB ein einfaches Gleichgewicht nicht
vorliegt (Abweichungen bei niederen und hohen Albumin-
Konzentrationen), daf§ aber qualitativ eine auffallende
Ahnlichkeit mit dem Verhalten von echten EinschluBver-
bindungen in Ldsung besteht, so daB man geneigt ist, dem
untersuchten SerumeiweiBkorper Bezirke zuzuweisen, die
zur EinschlleBung von Gastmolekeln befihigt sind. Dem-
nach sind Verbindungen mit EinschluBbezirken durch eine
eingeschrdnkte Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes ge-
kennzeichnet, aber es tritt infolge vorhandener oder sich
ausbildender rdumlicher Verhiltnisse auch hier vollstiindi-
ger oder teilweiser EinschluB der Gastmolekel durch die
Wirtsmolekel ein.
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b) Fermentmodelle

EinschluBbereiche wird man auch den von uns herge-
stellten Hochpolymeren mit Wirkungsgruppen zu-
weisen miissen (s. 0.). Der Beweis sei durch Vergleich der
Prototropiegleichgewichte®) des Chlorin-e,-dimethyl-
ester-6-saure-polyithylenimids und des -dthylamids er-

bracht. Bild 15

I
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von dem pys-Wert fiir das 1-sdurige Kation des Mono-
amids um 1 bzw. deren SAuredissoziationskonstanten um
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o4 \ Bild 16
a2 Die py-Abhéngigkeit
der Extinktion des
0 Chlorin -e,-dimethyl-
ester-6-sduredithyl-
0 2 4 6 6 amids bei 639 mu
[A534.%] B

eine Zehnerpotenz unterschieden sind. Es wird auf hn-
liche Effekte bei den S3uredissoziationskonstanten der
Dextrin-EinschluBverbindungen verwiesen.

I \ 12 12 /wlj
w0 700 \ 100N (o
AT A [mu] —= 17 '
Spektrum des Chlorin-e,~dimethylester-6-sdure- By" a8
athylamids in: 1757 1
I. 45n HCl 11. Glykokollpufferlssung pgy = 1,7 101 260 By=— \
I11. Boratpufferldsung py = 8,5 a7 \ A g_g_ was P
29 25| j mu
) 461 04—
: A 443 ol ~—_
b4 Ja) 08 a5 02
45 /// 3% \\ \
1 07 / & 0
\ &2 \\\ \\ 2 %+ 6 &8 W
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1 o6 4 Die py-Abhangigkeit der
40
W * 7 Extinktion bel 1.1 = 644 my,
R / o5 \ \ \\\ 114 ~ 664 my.,
VA 0% / A \ .
o /RN
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20 1 z 1 |~ NN Blid 17
90 0 &0 700 NG Die Abhangigkeit der lang-
A [PZII]—’ a1 welligen Bande des
Spektrum des Chlorin-e.—dlmethy}ester-s-saure- Ch;g;:::g;g:?:;:‘::fxz‘;'&
polyéthylenimids in: g
I. In HCl 1l. Acetatpufferiésung py = 4,0 632 694 656 &8
1J1. Boratpufferlosung py = 8,5 1@/{]—’

Die in Bild 15 sich entsprechenden Kurven I, 11 und 111
stellen die Absorptionsspektren des 2fach geladenen Kat-
ions (I), des einfach geladenen Kations (II) und der
Base (111) dar. Nur die Rotbande des einfach geladenen
Kations der Wirkungsgruppe in der hochmolekularen Ver-
bindung zeigt gegeniiber dem monomeren Amid eine Rot-
verschiebung von 12 mp (vgl. Bild 1).

Die Ermittlung der Prototropiegleichgewichte fiir das
monomere Amid fithrt zu pyc-Werten von 0 und 2,7
(Bild 16).

Bei dem hochmolekularen Polyithylenimid (Bild 17)
tithren die Extinktionsmessungen der Banden bei 644 und
664 my — deren Reversibilitdt der einigermaBen ausge-
pragte isobestische Punkt zeigt — bei Variation des pg-
Wertes zu Wendepunkten beider Kurven im pgq-Wert,
der fiir das 1-sdurige Kation bei py 3,75 liegt und der

19) W, Broser u. W. Lautsch, Naturwiss. 38, 209 [1951).
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Bei den besprochenen wirkungsgruppensubstituierten,
hochmolekularen Verbindungen sowie den sog. ,,Adsor-
baten** des Rlnderserumalbumins handelt es sich also um
Systeme, welche die EinschlieBungsph@nomene (Verschie-
bung der Bandenmaxima, Anderung der S#uredissozia-
tionskonstanten und der Redoxgleichgewichtskonstanten)
beinhalten. Auf Grund der bisherigen Untersuchungen
scheint als Voraussetzung zu EinschlieBungsvorgiangen
durch hochmolekulare Stoffe das Vorhandensein (homdo-
polare Bindung) oder die Ausbildung (heteropolare Bin-
.dung) von Haftstellen notwendig zu sein. Es sei denn,
daB durch bestimmte Konzentrationen die Anndherung
von Wirts- und Gastmolekel erzwungen wird (System Po-
lyvinylalkohol/ Jod) oder da8 die Makromolekel zum min-
desten abschnittsweise in Losung eine spiralige Anordnung
der Kette zeigt (Systeme Amylose- bzw. Amylosepektin/
Jod).
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Vil. Polypeptide mit Wirkungsgruppen aus der
Chlorophyll- und Himin-Reihe

Biologisches Interesse, u. U. als Fermentmodelle, soll-
ten Verbindungen besitzen, deren prosthetische Gruppen
an einem Polypeptid haften®).

1. Oxydase-Modelle

Wir stellten mit Wirkungsgruppen aus der Hamin- und
Chlorophyll-Reihe substituierte p-, L- und D,L-Formen von
Polyphenylalaninen?”) durch Polykondensation der
entspr. stereoisomeren N-Carbonsiureanhydride des Phe-
nylalanins nach Th. Curtius®) bzw. F. Wessely®) dar. Die
Polykondensation der N-Carbonsiureanhydride wird in
Gegenwart der Azide bzw. Hydrazide des Mesoporphyrins-
1X bzw. Pyrroporphyrins-XV vorgenommen.

Die Polykondensation fiihrt im Falle des bifunktionellen
Hydrazids bzw. Azids des Mesoporphyrins-1X zu einer in-
mitten der Polypeptidkette, im Falle des Pyrroporphyrin-
XV-hydrazids am Anfang bzw. Ende derselben stehenden
prosthetlschen Gruppe.

Mesoporphyrin-I1X, bzw. Pyrroporphyrin-XV-poilyphenylalanine

Mit Th. Wieland®®) kann man sich die in Pyridin allein als Lé-
sungsmittel bereits ablaufende Polykondensation iiber ein betain-
artiges Zwischenprodukt vorstellen; in Gegenwart der zuge-
setzten Hydrazide, die in einem nichtpolaren Losungsmittel wie
Benzol als die Polykondensation anstolenden Initiatoren wirken,
in Pyridin aber nur zusitzlich beschleunigen, kann man folgenden
Reaktionsmechanismus diskutieren:

W. Lauisch u. W, Biedermann, im Druck.
") Th. Curtius u. W. Sieber, Ber. "dtsch. chem. Ges. 55, 1543 [1922].
20) F. Wessely u. Mitarb., Hoppe-Seylers Z physlol Chem. 746,

72 [1925]; 157, 91 [1926], 159, 102 [192
3%) Th. Wieland, diese Ztschr. 63, B [1951]
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Polypeptid mit Wirkungsgrupp.e (R'-NH-)

Die von uns auf ihre katalytischen Eigenschaften ge-
priiften, wirkungsgruppensubstituierten Polypeptide (s.u.)
stellen je nach Wirkungsgruppengehalt blaBrosa bis tief-
rote, iiber 300 °C schmelzende, lichtempfindliche Pulver
dar mit einem viscosimetrisch in m-Kresol bestimmten
Polymerisationsgrad von etwa 50 (D,L-Form). Die p- und
L-Formen sind in allen in Betracht kommenden Losungs-
mitteln unldslich; ihre optische Drehung 148t sich nicht
Wir haben, wie an anderer Stelle gezeigt
wirdst), die grundmolekulare Drehung unsubstituierter p-
und L-Polyphenylalanine durch Extrapolation ermittelt
(p-Form —175°, 1-Form + 175%). Die gepriiften Pyrro-
porphyrin-XV-polyphenylalanine enthielten fiir die D,L-
Form auf etwa 1200, fiir die Antipoden auf 600 Einheiten
1 Wirkungsgruppe. Es ist also nur etwa jede 12.—24. Poly-
peptidkette durch eine Wirkungsgruppe substituiert.

Die Absorptions- bzw. Reflexionsspektren der Poly-D,L-,
L- und p-Phenylalanine mit Mesoporphyrin-1X bzw. Pyrro-
porphyrin-XV als Wirkungsgruppen zeigen Bild 18a und b.

Das Spektrum der Poly-L- und Poly-p-Verbindungen
konnte nur durch Aufnahme des Reflexionsspektrums ge-

. wonnen werden.
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Die Bandenmaxima der Mesoparphyrin-IX substi-
tuierten Polyphenylalanine stimmen untereinander und
mit denjenigen der Wirkungsgruppe selbst (Mesoporphyrin-
IX-dihydrazid) iiberein. Im Falle der Pyrroporphyrin-
XV substituierten Polyphenylalanine hingegen zeigen die
Polypeptide eine deutliche Rotverschiebung bis zu etwa
10 my, verglichen mit dem molekular dispers geldsten
Pyrroporphyrin-XV-hydrazid.

In alle genannten Polyphenylalanine 148t sich mit
Eisen(II)-acetat/Kochsalz Eisen komplex einfiihren. Die
Héminspektren zeigt Bild 19.

3) W. Lautsch, R. Schiltze u. W. Broser, Kolloid-Z. 733, 1 [1953].
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Bild 18a

Absorptionsspektren von: 1. Mesoporphyrin-1X-hydrazid;
11. Mesoporphyrin-1X-poly-p,1.-phenylalanin, Reflexionsspektren von
111. Mesoporphyrin-1X-poly-r-phenylalanin; 1V, Mesoporphyrin-1X-
poly-p-phenylalanin
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Bild 18b

Reflexionsspektren von: I.Pyrroporphyrin-XV-poly-r-phenylalanin;

[1. Pyrroporphyrin- XV -poly-p-phenylalanin. Absorptionsspektren

von: III. Pyrroporphyrin-IV-poly-p,1-phenylalanin; IV. Pyrropor-
phyrin-XV-hydrazid

Wir haben den oxydatischen Charakter der ge-
nannten Meso- und Pyrrohdmin-Polyphenylalanine gegen-
itber L- und D,L-Cystein sowie L-Glutathion mit Hilfe der
Warburg-Technik gepriift. Aus rdumlichen Griinden seien
nur die MeBergebnisse der drei Mesoh&min-polyphenyl-
alanine gegeniiber L-Glutathion3%) mitgeteilt (Bild 20).

Alle drei Polypeptide unterscheiden sich in ihrer kata-
lytischen Wirksamkeit, insbes. beschleunigten die opti-
schen Antipoden (Kurve 4 und 6) die Sauerstoff-Uber-
tragung wesentlich starker als die D,L-Form (Kurve 3). Sie

;j_Die ausfithrlichen Ergebnisse der Deha'drierungen von L~ und
»,.-Cystein mit Hilfe von Oxydase-Modellen vgl. W. Lautsch u.
W. Biedermann, im Druck.
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unterscheiden sich jedoch auch untereinander. Dies ist
durch Annahme diastereomerer Zwischenverbindungen
ohne weiteres verstindlich. Wir haben jedoch entspre-
chende Effekte auch gegeniiber D,L-Cystein erhalten, die
noch der Aufkldrung bediirfen. Ob die beobachteten Un-
terschiede mikromorphologischen Ursprunges sind, wird
noch untersucht. Die MeBergebnisse mit dem Pyrrohdmin-
Polyphenylalanin gegeniiber r-Glutathion entsprechen den-
jenigen mit Mesohiminpolypeptid.
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Bild 19

Absorptionsspektren (p,L-Verbindungen) und Reflexionsspektren

(p- und r-Verbindungen) von I, I, ITI (-) Eisenkomplexsalzen der

Mesoporphyrln-lX-poly-pheqylalanlne (p,L~, p~ und r-Form) und

1, 11, 111 (- - - -) Eisenkomplexsalzen der Pyrroporphyrin-XV-poly-
phenylalanine (o,r-, p- und L—Formg

i

A

s,m //////
_——

0
%5 % %
FEC ) ¢ min —
Bild 20

1, Blindwert; 2. Eisenion 1 y; 3. Mesohﬁmln-lX-m.-golyphenylalanln

(15 7 Fe); 4. Mesohamln-lX-p-polxghenylalanin (15 v Fe); 6. Kata-

lytische Wirksamkeit von Mesohdmin-1X-p-polyphenyialanin bei

gleicher Substanzmenge wie bei 4. 6. Mesohdmin-1X-p-polyphenyl-

alanin (15 y Fe). 20,00 °C; pg = 8,0; Phosphat-Boratpuffer + 50 mg
-Glutathion in je 7,5 cm® GQesamtvolumen

2. Versuche zur Synthese von Cytochrom-Modellen

In der Reihe der Sauerstoff-iibertragenden, Eisen-haltigen Fer-
mente kommt den von D. Keilin®®) entdeckten Cytochromen be-
sondere biologische Bedeutung zu, hat doch O. Warburg®) ge-
zeigt, daB die gesamte Atmung in aeroben Zellen iiber das Cyto-
chrom-System verliuft. Unter den Cytoohromen ist die Kon-
stitutionsautklarung -der C-Komponente, die 1939 von H. Theo-
reli®®) zum 1. Mal (mit einem Eisengehalt von 0,43 %) aus Herz-
muskulatur rein dargestellt wurde, durch Abbaureaktionen von
H. Theorell®) und K. Zeile®?) sowie durch die synthetischen
2y D, Keilin, Proc. Roy. Soc. [London] B 98, 312 [1925); 700, 129

[1926); 704, 206 [1929); 706, 418 [1930].

34) 0, Warburg, Naturwiss, 22, 441 [1934].

38) H. Theorell u. A. Akeson, Sclence [New York] 90, 67 [1939].

38) K. Zeile u. F. Reuter, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 227, 101
[1933). H. Theorell, Biochem. Z, 298, 242 [1938]. K. Zeile u. H.
Meyer, Naturwiss. 27, 596 [1939); s. a. Hoppe-Seylers Z. phy-
siol. Chem. 262, 178 [1939/40).

37) K. Zeile u. H. Meyer, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 262, 178
[1939/40}.
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Arbeiten von K, Zeile im Hinblick auf die Struktur und die Bin-
dungsart der prosthetischen Gruppe, sowie im Hinblick auf die
am Aufbau der Protein-Komponente beteiligten Aminosiuren
am weitesten vorangeschritten.

COOH COOH
CIHNH, JI:HNH,
ClH, CH,
e
I
H,C—-—CH—CH, H,C H-CH,
| u )
W T NN
H CH
. N N/
()
H,C==—CH, B, H,
(:ZH, H,C
COOH HOO&

Konstitution der prosthetischen Gruppe nach K. Zeile.

Anzahl von|Anzahl von| 9% von
Fraktion Mot/ Mol N Atomen | GreamtN
Porphyrin ¢ .........0ul. 1 6 4,2
Histidin ................. 3 9 6,3
Arginin ........... ... 2 8 6,6
Lysin ..., 22 44 30,8
Cystin .......coviivinn, ll ? 2 1,4
Tytosin .................. 5 5 3,5
Tryptophan .............. f1 2 1,4
Glutamin- + Asparaginsaure 19 19 13,3
Amid-N ......ociviiine. 8 8 5,6
Leucin (+ Isoleucin +
Phen.ala.?) ............ 9 9 6,3
(Alanin + Glycin + Valin +
Oxycalin)-Fraktion ...... 33 33 23,1
Summe 143 100,0
Tabelle 3

N-Verteilung auf die verschiedenen Aminosduren nach H. Theorell

Unsere ersten Bemiihungen, Cytochrom-Modelle aufzu-
bauen, bestanden in der Umsetzung des nach K. Zeile
durch Anlagerung von Bromwasserstoff an Protoporphyrin
1X und anschlieBender Umsetzung des mit L-Cystein zu-
ganglichen Cytoporphyrinesters mit den N-Carbon-
sdureanhydriden des p-, L- und D,L-Phenylalanins durch
Polykondensation in benzolischer oder pyridinischer L&-
sung. Die prosthetische Gruppe ist in echter Peptid-Bin-
dung mit den Polyphenylalanin-Ketten verbunden. (For-
meln s. unten).

Von den drei Formen ist nur die pL-Form Pyridin-los-
lich. Die aktiven Formen scheiden sich schon-wahrend der
Polykondensation aus. Aus dem viscosimetrisch bestimm-
ten Molekulargewicht der Pyridin-1slichen D,L-Form er-
gab sich, dal an der bifunktionellen Wirkungsgruppe je
eine Polyphenylalanin-Kette mit etwa 100 Einheiten
héngt. In alle Priparate wurde Eisen komplex eingefiihrt.
Eisengehalte:

Cytohamin-poly-D,L-phenylalanin0,129, Fe
Cytohdmin-poly- p-phenylalanin 0,13%, Fe
Cytohdmin-poly- L-phenylalanin 0,089, Fe

Bild 21 zeigt die Absorptionsspektren des Cytoporphyrin-
tetramethylesters (1) und des Cytoporphyrin-poly-D,L-
phenylalanins (2). Die Bandenmaxima stimmen unter
sich und mit dem Porphyrin ¢ des Cytochroms ¢ iiber-
ein.

Bild 22 zeigt die Absorptionsspektren in Pyridin des
Cytoh&min-tetramethylesters (1), des Cytohamin-poly-D,L-
phenylalanins (3) und die durch Reduktionsmittelzusatz
aus ihnen erzeugten reinen Hamochromogen-Spektren
(2 u. 4). Aus den Spektren ist zu entnehmen: in pyridini-
scher Losung liegen beide Hamine iiberwiegend als Hamo-
chromogene vor, ihre Bandenmaxima stimmen mit denen

Das Problem ist von H. COOCH, %
Theorell n.nt folgendenWorten CH-NH, + n- 0 Hc-R o
gekennzeichnet worden 38): N V4 I
»Man hat sich alleu lange da- C'Hz /C“N CH, ¢
;"“ ’;:9’;“{’",‘ ganz “’:’”"“;"” 8 H C'H—S—CH,-CH—NH, + n0[  HC-R
er Proleinkomponente cine HoC_ CH—CH. Heee |
differenzierende Rolle zuzu- 2 ® H 3 H ” COOCH, /C_N
schreiben. Denkl man ndher / N,/ —===C P4 (o] H
tther diese Rolle nach, so findet HC : N CH
man folgendes: die katalylische \\ N N /
Funktion findet am Eisenafom 7 —_——— 7N
statl. Daraus kann man schlie- H Cl H LJ CH
Ben, daf die Bindungsart des 3 ——_(|:H g;— e —2n.CO,
Eisens und die Natur der mit re [
dem Eisen verkniipfien oder CH, CH,
benachbarten Gruppen fir die COOCH, C]OOCH, l
Wirkungsweise des Eisens be-
stiml;nind ;ind‘;& Mit dieser, COOCH, | R - l]?
zweifellos den Kern des Pro- l
blems treffenden Auffassung H_NH_"OC-CH_NH_ —OC~CH-NH,
soll nicht die Bedeutung der (|3H, L n—1 CH, I
Proteinkomponente etwa bei s CH—~S~CH,~CH-NH --‘—OC—CH——NH—,—‘ 0C-CH-NH,
der Energiefortleitung iiber- HACo e éH CcH HACo e l | J
sehen werden. : ‘ *‘ TR a s _'___i COOGH, L R -1 R
CH/\E/ \N/\CH
|
XN AN .
- \ | R=-CH~_
38 HyC— j====_CH, =
) H. Theorell, ,,Einige neue ] 1 ! s
Untersuchungen {iber Cyto- H, CH,
chrome, Peroxydasen und éH C'H
Katalasen', Erg. Enzym. i 3 P2
1X, 233 [1943]. COOCH;, COOCH,
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der reinen Hadmochromogen-Spektren iiberein. Beim Ver-
gleich des Spektrums der pyridinischen Losung des Cyto-
himinesters mit demjenigen des Cytopotphyrinpoly-D,L-
phenylalanins ergibt sich im ergteren Falle ein stirker aus-
gepragtes Hamochromogen-Spektrum. Im iibrigen stim-
men die Bandenmaxima der- Himochromogene der syn-
thetischen Verbindungen (550 und 521 my) mit denen der
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Bild 21

Absorptionsspektren in Pyridin. 1.) Cytoporph rin-tetramethyl-
ester; 2.) Cytoporphyrin-poly-p,.-Phenylalanin
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Bild 22

Absorptionsspektren in Pyridin; 1.) Cytoh&min-tetramethylester;
2.) Hamochromogen; 3.) Cytohimin-poly-p,i.~Phenylalanin;
4.) Hamochromogen .

Pyridin-Himochromogene des Cytochroms ¢ nach D.
Keilin und Mitarbeitern®) (550 und 520 mp) iiberein.
Das Reflexionsspektrum des Cytohamin-poly-D,L-phenyl-
alanins (Trockenprdparat) zeigt Bild 23,

) R, Hill, D. Keilin, Proc. Roy. Soc. [London] B 707, 291 {1930).
M. Dickson, R. Hill u. D. Keilin, ebenda 709, 29 [1932].
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Auf die Ubereinstimmung der Bandenmaxima mit den
Eisen(111)-cytochrom ¢ (Form 1 nach H. Theorell und A
Akeson*®) bei py = —0,3 wird hingewiesen.
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Bild 23

I. Reflexionsspektrum des Cytoh&min-poly-p,L-Phenylalanins;
I1. Absorptionsspektrum von Eisen(l1I)-cytochrom C bei py = 7

(n. Theorell); 111. Absorptlonfgektrum von Eisen(IlI)-cytochrom
C bei py = —0,3 (n. Theorell)

b) Messung der katalytischen Wirksamkeit

Die katalytischen Eigenschaften der mit Cytoh&min-
Wirkungsgruppen substituierten Polyphenylalanine wur-
den auf die Beéschleunigung der Sauerstoff-Ubertragung
bei der Dehydrierung von p-Phenylendiamin unter ver-
gleichbaren Bedingungen (5 cm® Phosphatpuffer pg 7,3,
enthaltend 8/,,, m p-Phenylendiamin) untersucht und mit
dem molekular dispers geldsten Cytohdminester verglichen,
Bild 24 unterrichtet iiber die MeBergebnisse an der D,L-
Form: Ein Vergleich der katalytischen Wirksamkeit des

oy om’ —
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Bild 24

Dehydrierung von 27 mg p-Phenylendiamin in 5 cm® Phosphatpuffer
pH = 1,3 + 0,1 ¢cm® Pyridin; 20,0 °C

molekular dispers gelosten Cytohdminesters mit den Wir-
kungsgruppen-substituierten Polyphenylalaninen muf den
Adsorptionsverhiltnissen Rechnung tragen, da es sich in
elnem Fall um eine homogene, im anderen um eine he-
terogene Katalyse handelt. Es ist also nur zuldssig, die
Geschwindigkeit der Sauerstoff-Ubertragung durch das
Cytohidminpoly-b,L-phenylalanin mit dem sich ergebenden
Biindwert in Gegenwart derselben zugesetzten Menge an
nichtsubstituiertem Poly-D,L-phenylalanin zu vergleichen,
die der Menge des Wirkungsgruppen-substituierten Poly-
phenylalanins entspricht.

49y H. Theorell u. A. Akeson, J. Amer. chem. Soc. 63, 1812 [1941]).
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¥ katalytische
Kurve Modell --AAL—?’ mm3h-! erkungtmm'h-1
Pyridin Pyridin
I | %/190 m p-Phenylen-
diamin (5 cm?) 12,5
IT | + Cytoh&minester (5yFe) 21,3 + 8,8
I + Cytohamin-poly-p,L-
Phenylalanin 4,4 mg =
5y Fe 14,4 + 1,0
1V + 4,4 mg Poly-p,L-Phe-
nylalanin + Cytohamin-
ester 5y Fe 10,9 +35
\"% + 4,4 mg Poly-p,L-
Phenylalanin 1,4 i -5,1
Tabelle 4

Dehydrierung von p-Phenylendiamin durch Modelle mit Poly-p,r~
phenylalanin in Phosphatpuffer pyy = 7,3 bel 20,0 °C

Unter diesem Gesichtswinkel (s. Tabelle 4) zeigt iiber-
raschenderweise das Cytohidmin-poly-D,L-phenylalanin(111)
eine doppelt so groBe katalytische Wirksamkeit wie die
entsprechend zusammengesetzte Mischung der Kom-
ponenten aus Polypeptid + geldster Wirkungsgruppe (IV).
Die katalytische Wirkung des Fermentmodells (II1) ent-
spricht nahezu derjenigen der gelosten Wirkungsgruppe.

Wir sind hier zum erstenmal einer Erhéhung der ka-
talytischen Wirksamkeit durch Fixierung der Wir-
kungsgruppe an einen hochmolekularen Triger begegnet.
Dies trat besonders in Erscheinung beim Studium der
stereoisomeren Polyphenylalanine.

Beim Cytohdmin-poly-p-phenylalanin (wie auch
bei seinem Antipoden) sind die Adsorptionseigenschaften
der Polypeptidkette noch stiarker ausgeprigt, wie Bild 25
zeigt.

ASH25

Bild 26
Dehydrierung von 27 mg p-Phenylendiamin in 5 cm?® Phosphatpuffer

Py =~ 7,3 + 0,1 cm? Pyridin; 20,0 °C
In Gegenwart der dem Fermentmodell entsprechenden
zugesetzten Menge an Poly-p-phenylalanin sinkt der

A
Quotient avo, auf etwa 1/,. Die erstaunlich hohe Hemmun
At s g

durch die zugesetzte p-Form wurde besonders untersucht
(Bild 26).

Die optimale Hemmung wird unter den genannten Be-
dingungen durch 4 mg zugesetztes Poly-p-phenylaianin
herbeigefiihrt. Diese Polypeptid-Menge stimmt zufillig
iiberein mit der verwendeten Menge an Fermentmodell im
Oxydasetest: d. h. daB bei den oxydatischen Messungen
mit derjenigen kleinsten Peptidmenge gearbeitet wurde,
die die maximale Hemmung verursachte.

Aus Tabelle 5 ist zu entnehmen, daB das Fermentmodell
unter den bei der D,L-Form besprochenen Voraussetzungen
fiir den Vergleich der katalytischen Wirksamkeit eine um
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509, groBere katalytische Leistung entfaltet als die men-
genmiBig gleiche Mischung der Komponenten und eine
beinahe doppelt so groBe wie der molekular dispers geldste
Cytohdminester.
%"
2=

7 2 3 ¢
mg—=
Bild 26

Dehydrierung von p-Phenylendiamin in Gegenwart von Poly-p-
phenylalanin und 0,1 cm® Pyridin; 20,0 °C; 5 cm?® Phosphatpuffer

5§ 6 7

PH = 713
Avo’ katalytische
Kurve Modell mm®h-? |Wirkung mm?®h-1
Pyridin Pyridin
I 5/,00 M p-Phenylen-
diamin (5 cm?®) 12,5
I1 + Cytohaminester (6+yFe) 21,3 + 8,8
111 + Cytohdmin-poly-p-
Phenylalanin 4,0 mg =
5+ Fe 17,6 + 15,5
IV + 4 mg Poly-p-Phenyl-
alanin + Cytohiminester
(5 Fe) 12,1 + 10,0
v + 4 mg Poly-n-Phenyl-
alanin 2,1 - 10,4
Tabelle 5

Dehydrierung von p-Phenylendiamin durch Modelle mit Poly-p-
phenylalanin in Phosphatpuffer py = 7,3 bei 20,00 °C

Das Cytohdmin-poly-L-phenylalanin verhilt sich
wie sein Antipode. Die etwas groBere Einwaage an Poly-
peptid und Fermentmodell (6 statt 4 mg) wird durch den
etwas geringeren Eisengehalt des L-Antipoden bedingt.

20
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/W/
, % / _o“m‘_&ﬂ‘_”ﬂ{’l”ﬂ"’—;f
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Bild 27

Dehydrierung von 27 mg p-Phenylendiamin in 5 cm® Phosphatpuffer
pa = 7,3 + 0,1 cm?® Pyridin; 20,0 °C

Bild 27 zeigt die der htheren Peptidmenge im Vergleich
zum Dp-Antipoden- entsprechend gréBere Hemmung durch
das zugesetzte Peptid (V), die auf diesen ,,Blindwert* zu
beziehende katalytische Wirkung des Fermentmodelles
(II1) und die wesentlich geringere katalytische Leistung
der gewichtsentsprechenden Mischung der Komponenten
avy.

Auf den ,,Blindwert* (V) bezogen, ergibt sich, wie Ta-
belle 6 zeigt, daB das Fermentmodell (I11) ein innerhalb
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v, katalytische

<~ mm®*h-! |Wirkung mm®h-!

At | Pyridi
Pyridin | yridin

Kurve Modell

I /100 M p-Phenylen-
diamin (6 cm?) 12,5

11 + Cytohtiminester (57yFe), 21,3 + 8,8
111 + Cytohamin-poly-r-
Phenylalanin 6 mg =

5y Fe 15,1 + 13,3
v + 6 mg Poly-L-Phenyl-

alanin + Cytohdmin-

ester (5 y Fe) 10,1 + 8,6
v + 6 mg Poly-r-phenyl-

alanin 1,8 - 10,7

Dehydrierung von p-Phenylendiamin durch Modelle mit Poly-i-
phenylalanin in Phosphatputfer py - 7,3 bel 20,00 °C

der Fehlergrenze der Messungen (bei den ungeldsten Pré-
paraten mindestens 109%) entsprechendes Verhdltnis im
Hinblick auf seine katalytische Wirkung aufweist wie das
Wirkungsgruppen-substituierte p-Polypeptid. Es beschleu-
nigt die Sauerstoff-Ubertragung stirker als die Mischung
der Komponenten und als die monomolekulardispers ge-
18ste prosthetische Gruppe.

¢) Diskusslon der Ergebnisse

Die genannten Cytohdmin-polyphenylalanine stellen
Oxydasen dar, d. h. sie sind autoxydabel im Gegensatz
zum Cytochrom c. Dies ist aus den letztgenannten For-
meln verstandlich: Die Amino-Gruppen des Cytohdmins
sind peptidartig mit der Polyphenylalanin-Kette verbun-
den und scheiden als intramolekulare Hamochromogen-
Bildner aus. Daraus folgt auch, daB der Cytohidminester
eine geringere oxydatische Wirkung entfaltet als die drei
Wirkungsgruppen-substituierten Polypeptide.

Cytochrom c ist weder autoxydabel, noch ist es unter
physiologischen Bedingungen — sogar innerhalb eines wei-
ten py-Bereichs (etwa 2—10) — durch Kohlenoxyd hemm-
bar. H. Thearell*®) hat auf Grund spektrophotometrischer
Messungen beide Tatsachen gedeutet: Das Cytochrom c
liegt in vier Formen bei verschiedenen pgp-Werten vor,
deren py-Werte zu 0,42, 2,5, 9,35 und 12,76 ermittelt wur-
den. Nur in stark saurer Losung ist das Eisenatom an
vier N-Atome gebunden. Es liegt hier (im reduzierten Zu-
stande) als Ham vor, ist autoxydabel und liefert eine Koh-
lenoxyd-Verbindung.

Die Untersuchungen iiber das Sadure- und Basen-Bin-
dungsvermégen des Eisen(I11)- bzw. Eisen(II)-cytochroms
fithrten H. Theorell®®) zur Auffindung einer schwach wirk-
samen Gruppe mit einem pg-Wert von etwa 9,8, ein pg-
Bereich, in dem ausschlieBlich Imidazol-Gruppen ti-
triert werden, woraus geschlossen wurde, daB im Cyto-
chrom ¢ zwei Imidazol-Gruppen des Histidins als intra-
molekulare Hamochromogenbildner fungieren. Unter
physiologischen Bedingungen (Form 111) werden beide
Imidazol-Gruppen zur Hamochromogen-Bildung bean-
sprucht.

Auf die hohe Affinitit des Imidazol-Ringes zum Hima-
tin hatte {ibrigens bereits 1932 W. Langenbeck*') hinge-
wiesen. Unter physiologischen Bedingungen ist das Eisen-
(I1)-cytochrom zur Eisen(111)-Form erst mit Hilfe von
Oxydationsmitteln oxydierbar, die ,starker sind als
molekularer Sauerstoff (H,0, z. B.). Ein solches Oxyda-
tionsmittel ist das Eisen-(I1I) des Sauerstoff-libertragen-
den Fermentes (0. Warburg®)). Vermutlich ist die Cy-
tochromoxydase mit dem Warburgschen Ferment iden-
tisch,

§1) W. Langenbeck, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 842 [1932].
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Wir haben trotz der oxydatischen Eigenschaften un-
seres Fermentmodelles gepriift, ob das Himin I1X als
Oxydase des Cytohdmin-poly-D,L-phenylalanins
fungieren kann. Zunichst wurde das System Cytohdmin-
ester/Hamin, also die Verhiltnisse in Losung untersucht.

Wie zu erwarten, liegt keine Ubertragungsreaktion vor.
Die von uns gemessenen Kurven laufen parallel, die Dif-

Avop, . . .
At -Werte ist gleich der Wirkung des Cyto-

haminesters allein.

Am System Cytohdmin-poly-D,L-phenylalanin/Hamin
schienen die Messungen zunichst auf eine Ubertragungs-
reaktion hinzudeuten.

Bis zum Molverhdltnis Cytohimineisen/Hamineisen =

ferenz der

\{
4:1 steigen die -A—ot' -Werte mit wachsendem Hamin-Zu-

satz steil an. Bei hgherem Zusatz von Hamin beobachtet
man aber einen linearen Verlauf. Die Befunde erkliren
sich aus der starken Hemmung der Sauerstoff-Ubertragung
bei kleinen Hamin-Zugaben durch Absorptionserscheinun-
gen am Polypeptid.

Zu Zhnlichen Ergebnissen sind wir bei der Priifung der
Systeme Cytohdmin-poly-D- bzw. r-phenylalanin/Hamin
gelangt. Die ;% -Werte fiir die drei Fermentmodelle
stehen in guter Ubereinstimmung mit den Werten, wie sie
bei den Oxydasetesten (vgl. Tabellen 4, 5 und 6) erhalten
wurden.

Zum Vergleich sei das Zusammenwirken des natiirlichen
Cytochromoxydase/Cytochrom-c-Systems nach E. Stotz,
A. E. Sidwell und T. R. Hogness*?) wiedergegeben (Bild 28).
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0 0 2 v W N & W v X

Bitd 28

Ox%dation von Hydrochinon durch das Oxydasge-Cytoc hrom-System

o: Zugabe von‘Cytochrom C allein A: Cytochrom C + kurz erhitzte

Oxydase (5 min auf 85 °C) 0: Cytochrom C + Oxydase-Rohprodukt
T = 38 °C; py = 7,15; Hydrochinon 0,033 mM (nach Stotz)

Cytochrom c allein beschleunigt die Autoxydation des
Hydrochinons nicht, desgleichen ist die auf 85 °C erhitzte
Mischung des Cytochroms ¢ und der Cytochromoxydase
unwirksam. Dagegen zeigt die Zugabe von Cytochrom c
und Cytochromoxydase eine starke Steigerung der Reak-
tionsgeschwindigkeit mit steigender Cytochrom c-Menge.

Die Arbeit wurde aus Mitteln des Marshall-Plans (ER P-
Mittel) und mit Spenden aus dem Fonds Chemie ausgefiihst.
Wir sprechen den zustdndigen Stellen fiir die Gewdhrung
dieser Beihilfen unseren verbindlichsten Dank aus. Den
Behring-Werken danken wir fiir die Uberlassung von reinem
Serum-Albumin und -Globulin.

Eingeg. am 22. Jull 1953 [A 534}

43) E. Stofz, A. E. Sidwell u. T. R. Hogness, ]J. biol. Chemistry 724,
736 [1938].
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