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Einfihrung in die Chemie der Himine

Von ARTHUR SToOLL}, Basel

Die beiden augenfalligsten Farbstoffe der Natur, das
Chlorophyll, welches das griine Kleid der Erde bedingt,
und der rote Farbstoff des Blutes, «eines ganz beson-
dern Saftes», sind schon frith bei den Chemikern und
Biologen lebhaftem Interesse begegnet. Als einer der
ersten hat sich M. NENCKI, dessen 100. Geburtstag wir
in diesem Jahre feiern, schon vor mehr als 60 Jahren
mit dem Blutfarbstoff beschiftigt und in genialer
Weise Pionierarbeit geleistet. Aber nicht nur durch
ihre ubiquitire Verbreitung und ihre fundamentale Be-
deutung fiir die Lebewelt gleichen sich Blattgriin und
Blutfarbstoff; im Grundskelett ihres chemischen Auf-
baus zeigen sie eine weitgehende Ahnlichkeit.

CH,

Hamin

durch ihr komplex gebundenes Eisen oxydativen Vor-
gidngen dienen, wihrend das Chlorophyll durch sein
komplex gebundenes Magnesium — vielleicht als pros-
thetische Gruppe eines assimilatorischen Ferments —
unter dem Einfluf} des Lichtes der Reduktion der atmo-
sphirischen Kohlensdure zur Kohlehydratstufe dient.

Die Konstitution des Hamins ist heute bekannt und
durch die Totalsynthese bewiesen. Die Totalsynthese
des Chlorophylls steht noch aus; es bestehen aber in
bezug auf seine Konstitution kaum noch Unsicher-
heiten.

Der chemische Bau des Himins, wie er in Fig. 1
links, auf eine Ebene projiziert, dargestellt ist, weist
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Fig. 1.

In einem Beitrag zur Festschrift zu Ehren von Prof.
W. LEFFLER? in Ziirich «Uber die Verwandtschaft des
Blutfarbstoffes mit dem Blattgriin» sind die Parallelen
und die Verschiedenheiten sowohl im chemischen Bau
der Molekiile wie in funktioneller Hinsicht umschrieben
worden. Die Verwandtschaft bezieht sich nicht nur auf
das Grundskelett der beiden Farbstoffe, sondern auch
auf die Form, in der sie in der Natur vorkommen. Beide
sind an hochmolekulare Eiweifistoffe gebunden, sind
also Bestandteile sogenannter Chromoproteide. Die
funktionelle Verschiedenheit beruht im wesentlichen
darauf, daBl das Hémin bzw. seine Derivate in allen
ihren Formen, in denen sie in der Natur vorkommen,

1 Vortrag, gehalten am 3L.August in Genf auf Einladung der
Schweizerischen Medizinisch-Biologischen Gesellschaft. Herrn Dr.
E. Wiepemann sei fiir seine Mitwirkung bei der Bearbeitung der
umfangreichen Literatur bestens gedankt.

2 A. Storn und E. WiEpEMANN, Schweiz. med. Wschr. 77, 664
(1947).

im Gegensatz zu vielen héhermolekularen Naturstof-
fen, die aus aneinandergereihten Bausteinen Ketten
bilden, eine beachtenswerte Symmetrie auf. Ein zen-
tral gelegenes, komplex gebundenes Eisenatom ist von
einem 16gliedrigen, heterozyklischen Ringsystem um-
schlossen. 4 substituierte Pyrrolkerne sind in sym-
metrischer Weise durch 4 Methinbriicken miteinander
verbunden und bilden den sogenannten Porphinkern.
Die 8 g-Stellungen der Pyrrolkerne sind durchwegs
substituiert, die 1,3,5- und 8-Stellung durch Methyl-
gruppen, die 2- und 4-Stellung durch Vinylreste und
die einander benachbarten 6- und 7-Stellungen
durch je einen Propionsiurerest. Es kommt auf diese
Weise ein auBerordentlich schones Formelbild zu-
stande,

Die in der Fig. 1, rechts, abgebildete Konstitutions-
formel des Blattgriins, das tibrigens aus 2 Komponen-
ten, Chlorophyll a und Chlorophyll b, besteht, weist
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in bezug auf den 16gliedrigen Porphinring eine dhn-
liche Symmetrie auf, die jedoch durch Verschieden-
heiten der Substituenten in der Peripherie vom regel-
miBigen Bau des Hémins stark abweicht. Der Pro-
pionsdurerest an C, ist mit dem hochmolekularen Al-
kohol Phytol verestert. Der Propionsidurerest an Cg4 hat
unter Oxydation zu einem Azetessigester einen iso-
zyklischen Seitenring gebildet. Nur C, trigt eine Vinyl-
gruppe. Die Seitenkette an C, ist der gesittigte Athyl-
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enthilt. Es ist mit 2 Hauptvalenzen und 2 Neben-
valenzen an die Stickstoffatome des Porphinkerns ge-
bunden und bindet mit einer dritten Hauptvalenz ein
Chloratom. Hiamin ist eigentlich ein Kunstprodukt, das
bei der hydrolytischen Spaltung des Himoglobins
durch warmen Eisessig in Gegenwart von Chlorionen
entsteht. Es kann in priparativem MaBstab aus Rin-
derblut, oder mit Vorteil aus dem Blutkérperchenbrei
des Pferdeblutes nach den in den Grundziigen von
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rest. Im Chlorophyll b ist die Methylgruppe an G,
des Chlorophylls a durch eine Aldehydgruppe ersetzt.
Als charakteristischer Unterschied gegeniiber Himin
ist noch hervorzuheben, da3 beim Blattgriin sehr wahr-
scheinlich der Ring 4 durch 2 Wasserstoffatome teil-
weise hydriert ist, ein Umstand, der zur griinen Farbe
des Chlorophylls und seiner Derivate beitrdgt. Der
Hydrierungsgrad des Himins und seiner Porphyrine,
wie man die cisenfreien Abkémmlinge des Himins
nennt, ist — im Gegensatz zum Chlorophyll — der nied-
rigst mogliche, d.h. der eines aromatischen Systems.
Die durchlaufende Konjugation der Doppelbindungen,
also der aromatische Charakter, ist fiir die relativ grole
Stabilitdt dieser Verbindungen verantwortlich; sie be-
dingt auch die intensive Farbe und die charakteristi-
schen Absorptionsspektren.

Unter Hiamin versteht der Chemiker die in Fig. 1
aufgezeichnete Substanz, die das Eisenatom dreiwertig

M. Nenckr und N. Sieser?, von F. HoprpeE-SEYLER?
oder von M. SCHALFEJEFF? angegebenen Verfahren be-
reitet werden. Die ersten Haminkristalle wurden be-
kanntlich von L. TeicHMANN? vor bald 100 jJahren
beschrieben.

Die blauviolett schillernden Kristalle des leicht zu-
ginglichen Himins haben als Ausgangsmaterial fir
zahlreiche chemische Umsetzungen gedient. M. NENCKI
und N. SigBER? beschrieben die Bildung von Hdmatin
aus Himin, wobei das am Eisenatom stehende Chlor-
atom durch Hydroxyl ersetzt wird und bestitigten die
von F. HopPE-SeYLER? aufgefundene Darstellung von
Hiimatoporphyrin (Fig. 2) aus Himin durch die Be-
handlung mit konzentrierter Salzsiure, wobei das

1 M. Nenckr und N. S1EBER, Ber. dtsch, chem. Ges. 17, 2267
(1884).

2 F. Horre-SEYLER, Ber. disch. chem. Ges. 18, 603 (1885},

¥ M. ScuaLFEJEFF, Le physiologiste russe 7, 15 (1898).
4 L. Teicumany, Z. rat. Med. (N.F.} 3, 375 (1853}; 8, 141 (1857},
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komplex gebundene Eisenatom entfernt und .an den
beiden Stickstoffatomen durch Wasserstoff ersetzt
wird. Gleichzeitig treten an den beiden ungesittigten
Seitenketten 2 Molekiile Wasser ein. Etwas spiiter ge-
lang M. NEnckI und J. Zareski! die Reduktion des
Héamins zum Mesoporphyrin (Fig. 2). Der fiir die Re-
duktion verwendete Bromwasserstoff entfernt nicht
nur das komplex gebundene Eisenatom, er sittigt auch
die beiden Doppelbindungen der Seitenketten ab.
Diese Umsetzungen erfolgen unter Erhaltung des
16gliedrigen Porphinrings. Uber dessen Bausteine gab
einerseits die reduktive, anderseits die oxydative Auf-

[ExperIENTIA VOL. IV/I]

Durch energischen reduktiven Abbau von Himin
mit Jodwasserstoff erhielt O.PiLoTy? ein Gemisch von
Pyrrolbasen, aus dem 4 verschieden substituierte Pyr-
role: Hamopyrrol, Phyllopyrrol, Kryptopyrrol und Opso-
pyrrol isoliert worden sind & 8 8. 9; sie sind in Fig.3 auf-
gezeichnet. O. PrLoTy? beobachtete neben diesen Basen
auch die entsprechenden Monocarbonsduren, ndmlich
Himopyrrol-, Phyllopyrrol-, Kryptopyrrol- und Opso-
pyrrol-carbonsiure, die anstelle der B-Athylgruppe
einen Propionsiurerest tragen. Diese Sduren wurden
spiter von H. FiscHER und seinen Mitarbeitern in rei-
nem Zustande dargestellt® ®,
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spaltung des Rings AufschluB3. Dieser Abbau, der von
M.NeNck!I und J. ZaLEsKI! eingeleitet und von O.Pr1-
LoTY? und seinen Schiilern sowie von W. KUSTER® und
von L. MARCHLEWSKI* fortgesetzt wurde, fiihrte einer-
seits zu substituierten Pyrrolen, anderseits zu Ab-
kémmlingen des Methyl-dthyl-maleinimids. Seit 1911
wurden die Abbauprodukte auch von R. WILLSTATTER?
sowie von H. F1scHER® und von W. KUSTER? ndher
untersucht.

1 M. Nenckr und J. ZAvrmski, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 997
{1901).

2 0. PiLory, Liebigs Ann. Chem. 366, 237 {1909}. — O. PiLoty
und 8. MerzBACHER, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 3253, 3258 (1909).

O. Piroty und E. Quirmaxy, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 4693
(1909).

3 W. KustER, Liebigs Ann. Chem. 315, 174 (1901}. — W. KUSTER,
in: ABDERHALDENs Hb. d, biol. Arbeitsinethoden, Abt. I, Teil 8,
S. 20111,

4 L. MarcHLEWSKI, J. prakt. Chem. (2) 65, 165 (1902},

5 R. WiLLsTATTER und Y. AsamiNa, Ber, dtsch. chem. Ges. 44,
3707 {1911); Liebigs Ann. Chem. 385, 188 (1912).

§ H. F1scHER, Z. physiol. Chem. 73, 204 (1911); Ber. dtsch. chem.
Ges. ¢6, 1575 (1913), ~ H. Fiscupr und R. Mever-BETZ, Z. phy-
siol. Chem. 75, 240 (1911); &2, 101 (1912). — H. FrscHER und
E. BarTHOLOMAUS, Ber. dtsch. chem. Ges. 44, 3313 (1911); 45, 466
(1912); 45, 1922, 1979 (1912); 46, 512 (1913); Z. physiol. Chen. 77,
185 (1912); 78, 420 (1912); 80, 6 (1912); 83, 50 (1013); 84, 279 (1913).

Durch Oxydation des Himins und seiner Derivate,
z. B.mit Chromsiure, erhielt zuerst W. KisTER!® Deri-
vate des Maleinimids, die als Methyl-dthyl-maleinimid
und Hématinsdureimid identifiziert wordensind!! (siehe
obere Hilfte der Fig. 3).

Auf Grund der genaueren Kenntnis der Spaltstiicke
und der Elementaranalyse des Himins war es W. Kt-

— H. Fiscuer und F. KrROLLPFEIFER, Z. physiol. Chem. §2, 266
(1912). ~ H. Fiscuer und H. Roésg, Ber. dtsch, chem. Ges. 45, 3274
(1912); Z. physiol. Chem. 87, 39 (1013); 21, 190 (1914). — H. FiscHER
und K. EisMEVER, Ber. dtsch. chem. Ges. 47, 1820 (1914).

7 W. KUsTER, Ber. dtsch. chem. Ges, 45, 1945 (1912). - W. Ku-
sTEr und P. DEisLE, Z. physiol. Chem. 82, 463 (1913).

8 O.Prory und S, J. Tannuauser, Liebigs Ann. Chem. 390,
191 {1912). — O. Pirory und J. Srock, Liebigs Ann. Chem. 392,
215 (1912}; Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 1008 (1813}, — O. PiLoty und
A. BLOMER, Ber. disch. chem. Ges. 45, 3749 (1912}, — O, PiLoty und
K. WiLke, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 1598 (1913}, —~ O. Pirory und
E. Dormanny, Liebigs Ann, Chem. 388, 314 (1912); Ber. dtsch. chem.
Ges. 46, 1007 {1918); ¢7, 402 (1914). - O. Pirory, J. Stock und
E. Dormann, Ber. dtsch. chem. Ges. 47, 400 (1914).

9 Vgl. auch: H. Fiscugr und A. Trriss, Liebigs Ann. Chem.
450, 143 (1926).

10 W. KUsTER in: ABDERHALDENS Hb. d. biol. Arbeitsmethoden,
Abt. I, Teil 8, 8. 251,

11 W. Koster und K. Haas, Liebigs Ann. Chem. 345, 10 (1905).

-~ W. KUsTER und J. WELLER, Z. physiol. Chem. 99, 253 (1917).
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STER! schon 1912/13 mdglich, fiir das
Himin eine in allen wesentlichen Teilen
richtige Konstitutionsformel aufzustel-
len, die Ende der zwanziger Jahre von
H. FiscuEr? durch die Totalsynthese
des Himins bestitigt wurde.

Der totale Aufbau des Himins aus
seinen Bausteinen gehért zu den groB-
artigsten Leistungen organischer Syn-
these, Dutzende von Chemikern arbei-
teten unter der genialen Leitung von
H.FiscuER allein schon an der Herstel-
lung der schwer zuginglichen substi-
tuierten Pyrrole, die als Bestandteile
fiir die Kondensation zum 16gliedrigen
Porphinring dienen mubBten. Bei der
Kompliziertheit der Molekiile ist die
Bildung einer groflen Zahl von Isome-
ren mdoglich, z.B. schon im Hinblick
auf die Reihenfolge der f-Substituen-
ten der 4 Pyrrolkerne. So sind durch
Vertauschen dieser §-Substituenten 15
Isomere des Himins méglich, wennauch
ein Teil davon auf Grund der Ergeb-
nisse des reduktiven und oxydativen
Abbaus auszuschlieBen war.

Die Feststellung der Anordnung der
f-Substituenten gelang H. FiscHER und
seinen Schiilern an dem leichteren Bei-
spiel der Synthese des Mesoporphy-
rins®, bei dem die Seitenketten in 2-
und 4-Stellung nicht als Vinylreste wie
im Himin, sondern als Athylgruppen
vorhanden sind. Von den 15 méglichen
isomeren Mesoporphyrinen” war es nach
der Bezeichnung von H. F1scHERNr. IX,
das sich mit dem aus Blutfarbstoff ge-
wonnenen Mesoporphyrin als identisch
erwies, Auf die Kautelen, die bei einer
solchen Identifizierung zu beachten
sind, soll hier nicht eingegangen werden,
dagegen sei die Totalsynthese des Hi-
mins in ihren wichtigsten Etappen an-
hand der Fig. 4 demonstriert.

Es wurde bereits darauf hingewiesen,
welcher Anstrengung es bedurfte, um
die verschieden substituierten Pyrrole
als Ausgangsmaterial fiir die Konstruk-
tion des l6gliedrigen Porphinrings her-
zustellen. Die Behandlung diesesschwie-

1 W. KustTER, Ber. dtsch, chem. Ges. 45, 1945
(1912). — W, KUsTER und P. DEIHLE, Z.physiol.
Chem. £2, 463 (1913}.

2 H, Fiscuer und K. Zeig, Liebigs Ann.
Chem. 468, 98 {1929). - H. F1scuERr, Naturw. 17,
611 (1929); Nobelvortrag 1930.

3 H. Fiscuer und G. STANGLER, Liebigs Ann.
Chem. 459, 64 (1927).
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rigen Teils der Pyrrolchemie wiirde zu weit vom The-
ma wegfiihren; dagegen seien die Verkniipfung der
substituierten Pyrrole zum Porphinsystem und dessen
Umwandlungen zum Himin eingehender dargestellt.

Eine dieser Ausgangssubstanzen ist die an sich schon
recht komplizierte ¢-Carbathoxy-kryptopyrrol-carbon-
sdure (I). Durch Bromierung wird die Methylgruppe
in 2-Stellung in das o’-Brommethylderivat (II) ver-
wandelt, von dem sich beim Verkochen mit Wasser
2 Molekiile zum Dipyrryl-methan (III) kondensieren.
Die Verseifung dieses Dipyrrylmethans liefert inter-
mediir die o-o’-Dicarbonsiure (IV), die bei der nach-
folgenden Bromierung in das 3,3"-Dipropionsiure-4,4'-
dimethyl-5, 5'-dibrom-dipyrryl-methen bzw. sein Hy-
drobromid (V) verwandelt wird. Damit ist die eine
Hilfte des Ringsystems fiir die SchluBSkondensation
vorbereitet.

Die Synthese der anderen Ringhélfte ist einfacher.
Man geht nimlich von 2 relativ einfachen, aber unter
sich verschiedenen Bausteinen aus, nidmlich vom 2, 3-
Dimethylpyrrol (VI} und vom 2-Aldehyd-3,5-dime-
thylpyrrol (VII), die man zum 3,5,4',5-Tetramethyl-
dipyrrylmethen bzw. dessen Hydrobromid (VIII) kon-
densiert. Damit sind bereits je 2 substituierte Pyrrole
durch Methinbriicken miteinander verbunden. Die
Bromatome der Substanz V reagieren bei der nichst-
folgenden Kondensation mit dem Wasserstoff der «-
stindigen Methylgruppen der Substanz VIII und es
schlieit sich unter Bildung von 2 neuen Methinbriicken
in §- und §-Stellung der 16gliedrige Ring zum Deufero-
porphyrin (IX). Zur Vervollstindigung der Substituen-
ten an der Peripherie des Molekiils, wie sie im Hémin
vorliegen, miissen die Stellungen 2 und 4 noch substi-
tuiert werden. Nun wird das Eisenkomplexsalz des
Deuteroporphyrins hergestellt und dieses mit Essig-
siureanhydrid in 2- und 4-Stellung acetyliert. Das
2,4-Diacetyl-deuterohiimin (X) liefert nach dem Zer-
legen des Eisenkomplexsalzes das 2,4-Diacetyl-deu-
tero-porphyrin (XI).

Nun erfolgt die Reduktion der Acetylgruppen mit
alkoholischem Kali zu sekundéren Alkoholgruppen,
wobel das dem Himin bereits sehr nahestehende Hai-
matoporphyrin (XII) entsteht. Beim Erhitzen im
Hochvakuum spalten seine Seitenketten 2 Molekiile
Wasser ab. Es entstehen die fiir Himin charakteristi-
schen ungesittigten Vinylgruppen in 2- und 4-Stellung.
Die Synthese des Protoporphyrins (XIII) ist damit
erreicht. Durch Einfiihrung des Eisens in Protoporphy-
rin bel Gegenwart von Kochsalz entsteht das Hamin
(XIV). Die Himinsynthese ist um so bewundernswer-
ter, als viele Umsetzungen dieser langen Reihe mit
Ausbeuten von nur wenigen Prozenten verlaufen und
einzelne davon mit nur sehr geringen Substanzmengen,
z.B. 10 mg, durchgefiihrt werden kinnen.

Die durch Totalsynthese bewiesene Konstitutions-
formel des Hamins bildet die Grundlage fiir die nach-
folgenden Ausfithrungen. Bevor wir indessen auf die
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Funktionen des Hiamins bzw. seiner Derivate als pros-
thetische Gruppen von Chromoproteiden iibergehen,
seien noch einige Derivate des Himins, die als solche
isoliert worden sind, erwihnt. Der dem Himin un-
mittelbar zugrunde liegende eisenfreie Farbstoff, das
Protoporphyrin, ist aus ganz verschiedenen natiir-
lichen Ausgangsmaterialien isoliert worden. E. DEr-
RIEN! isolierte es aus der HARDERschen Driise der
Nagetiere, H. FISCHER? aus zahlreichen Pflanzen. Auch
der rote Farbstoff gefleckter Eierschalen, z.B. der
M6wen und Kiebitze, ist nach H. Fiscaer und F. K613
Protoporphyrin.

Nach Magenblutungen und nach Blutgenu8 148t sich
in den Faeces Deuferoporphyrin nachweisen?. Die Bil-
dung dieses Farbstoffes im Verdauungskanal zeigt, daB3
der biologische Abbau der prosthetischen Gruppe des
Himoglobins neben der Abspaltung des Eisens zu-
nichst die ungesiittigten Seitenketten erfafit.

Von medizinischer Bedeutung ist das Auftreten der
Koproporphyrine und der Uroporphyrine, die sich vom
Hamin, wie Fig. 5 zeigt, dadurch unterscheiden, daf
sie statt nur 2 Carboxylgruppen deren 4, ja sogar 8
tragen. Blei- und Sulfonalvergiftungen kénnen zur
Ausscheidung von Koproporphyrin I1I fithren®. Es ist
die dem Protoporphyrin entsprechende 2,4,6,7-Tetra-
propionsiure. Sie wird in allen Fillen von toxischer
Porphyrie gefunden, wihrend bei kongenitaler Por-
phyrie ein Isomeres des Koproporphyrins III, das
Koproporphyrin I ausgeschieden wird®. Die beiden
Koproporphyrine, unterscheiden sich durch die ver-
tauschte Stellung der Methyl- und der Propionsiure-
gruppen in den Stellungen 7 und 8 des Ringes IV.
Koproporphyrin I scheint im Knochenmark gebildet
zu werden?. In kleinen Mengen tritt es auch bei perni-
zioser Animie, Nierenerkrankungen, Leberzirrhose
und himolytischem Ikterus auf® Spuren davon finden
sich in normalen Ausscheidungsprodukten: Faeces?,

1 E. Derriew, C. R. Soc. Biol. 21, 634 (1924).

2 H. Fiscuer und H. HILMER, Z. physiol. Chem. 153, 167 (1926).
- Vgl. auch: H. FiscHer und F. SCHWERDTEL, Z.physiol. Chem.
159, 120 (1926) sowie: O. Scuumum, Z. physiol. Chem. 152, 147 (1926);
154, 171 (1926).

® H.FiscuEr und F. KoL, Z. physiol. Chem. 131, 241 (1923);
138, 270 (1924).

4 0. Scaumm, Z. physiol. Chem. 7144, 272 (1925); 147, 288 (1925);
149, 111 {1925); 152, 8 (1926); 153, 246 (1926); 159, 194 (1926);
169, 3 (1927).

5 H. Fiscuer und W.ZERWECK, Z.physiol. Chem. 130, 317
(1923); 137, 184 (1924). — H. Fiscuer und R. DUESBERG, Arch.
exp. Pathol. Pharmakol. 166, 96 (1932).

8 H. Frscuer, Erg, Physiol. 75, 185 (1916). — ABDERHALDENS
Hb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 11, S.197. — H. FIscHER
und H. HELBERGER, Liebigs Ann. Chem. 480, 254 (1930).

? H. Fiscaer, H. HiLMmer, F. LinoNer und B. PoTzER, Z. phy-
siol. Chem. 150, 53 {1925). — Vgl. auch dic vorhergehende FuBnote.

8 C. J. Warson, J.clin. Invest. 74, 106 (1935). — J. WALDEN-
sTROM, Acta med. Scand. §3, 281 {1934); Dtsch. Arch. klin. Med.
178,38 {19385} ; Z. physiol. Chem. 239, 111 (1936). — J. WALDENSTROM,
H. Fing und W. HOERBURGER, Z. physiol. Chem. 233, 1 (1935).

% H. Frscuer und K. ScunerLier, Z. physiol. Chem. 135, 290
(1924}, ~ H. Fiscuer, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 2628 (1927). -
R. Fixentscuer, Klin, Wschr. 14, 571 {1935).



[15. I. 1948]

Harn?, Meconium?, ferner neben Protoporphyrin im
Speichel und in den Talgdriisen?® Koproporphyrin I ist
ferner ein normaler Bestandteil der Hefe4. Die Struktur
der beiden Koproporphyrine, wie sie das Bild zeigt, ist
durch Synthese bewiesen®. Den beiden Koproporphy-
rinen I und III entsprechen 2 isomere Siuren mit
8 Carboxylgruppen, die als Uroporphyrine® bezeichnet
worden sind. Die 8 Carboxyle sind auf alle 8 §-Stellun-
gen des Porphinkerns verteilt, so daB sie als Tetra-
essigsiiure-tetra-propionsiure-porphyrine zu bezeich-
nen sind”.
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Die erwihnten Abkémmlinge des Hamins zeigen eine
lichtsensibilisierende Wirkung, die beim Himatopor-
phyrin besonders ausgeprigt istl.,

Die bis jetzt besprochenen Derivate des Himins, die
als freie Farbstoffe in der Natur angetroffen werden,
sind nicht die Substanzen, die in funktioneller Hinsichi
den Biologen interessieren. Vielmehr sind es Chromo-
proteide, die wichtige Oxydationsvorginge katalytisch
einleiten und beschleunigen, also spezifische Eiweil3-
korper, die eisenhaltige Derivate des Himins als pros-
thetische Gruppen tragen. Biologen und Mediziner ver-
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Fig. 5.

1 H. Fink, Naturw, 22, 202 (1934). -~ H. Frscugr, Verh. disch.
Ges. inn. Med. 45, 21 {1933). — H. Kimmerer, Verh. dtsch. Ges. inn.
Med. 45, 30 (1933).

2 J. WALDENSTROM, Z. physiol. Chem. 239, 4 (1936).

¥ A. A, HijmaNs vaN peN Beron, Vers. Akad, Wetensch. Am-
sterdam, Wiss. nat. Afd. 36, 1096 {1927); Dtsch, med. Wschr, 36,
1492 (1928). — E. DerrieN, C. R. Soc, Biol. &, 135 {1926). — A. Gar-
roD, Quart. J. Med. 19, 357 (1925/26). — S, BomMmer, Klin. Wschr.
6, 1142 (1927).

t H. Fiscuer und H. Fink, Z. physiol. Chem. 140, 57 (1924);
150, 243 (1925).

5 Koproporphyrin I: H. Fiscugr und H. ANDERSAG, Liebigs
Ann. Chem. 458, 117 (1927); Koproporphyrin III: J.HIernErs,
Diss. Miinchen 1930.

¢ H. FiscHeR, Z. physiol. Chem. 95, 84 (1915); 96, 148 (1915);
96, 309 (1915); 97, 109, 148 (1916); 98, 14, 78 (1916).

? Vgl. H. Fiscuir und H. OrtH, Die Chemie des Pyrrols, Bd. 11,
1.Hilfte, 8. 512 und 517. Leipzig 1937,

stehen unter «Haminen» vielfach Chromoproteide der
Derivate des Hiémins, also Farbstoff + EiweiBl. Weni-
ger mifverstindlich wiire es, diese Verbindungen als
Hiwmanproteide zu bezeichnen, wie es Huco Turo-
RELL? tut, oder sie in Analogie zu Himoglobin Héimo-
proteide zu nennen.

Vom funktionellen Gesichtspunkt aus betrachtet,
hat das komplizierte Geriist des Porphinkerns die Be-
deutung eines Trigers von aktiviertem Eisen. Wie kein

1 W. HausMANN, Wiener klin. Wschr,, Jg. 1909, S.1620. -
W. Hausmany und M. SpiEGEL-AporF, Klin. Wschr, 6, 2128
(1927). - W.HausmANN, Strahlentherapie 25, 81 (1928), — H. FiscHER
und F. MEYER-BETz, Arch. klin. Med. 112, 476 (1929).

2 H. TueoreLL, Erg. Enzymforschung 9, 231 (1943).



12

anderes Element vereinigt das Eisen Eigenschaften,
die es als Katalysator fiir Oxydationsprozesse geeignet
machen. Nicht nur besitzt es eine hohe Affinitit zu
Sauerstoff, es kann durch Ubergang von der 3- in die
2wertige Form und umgekehrt selbst in Oxydations-
prozesse eingreifen und sich andererseits als komplex-
bildendes Element durch Partialvalenzen, oder, wie
man sich heute vielfach ausdriickt, durch Aufnahme
von Elektronenpaaren aus basischen Gruppen des Por-
phinkerns oder von Proteinen verbinden. Die Reak-

Globinrest

Hamoglobin

o

|
\

g —N—
A -

\

l

4
\
S

4
HC\ \CH

!
——C—NH

Kohlenoxyd-Hamoglobin
efc.
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[ExpPERIENTIA VoOL. IV/1]

2. Das Eisen schwingt physiologisch zwischen zwei-
und dreiwertig, so daB ein Elektron immer wieder auf-
genommen und nach anderer Seite hin weitergegeben
wird. Beispiel: Cytochrom c: Fet+t + e .= Fett,

3. Das Eisen bleibt physiologisch immer dreiwertig.
Woasserstoffsuperoxyd wird angelagert und entweder
gespalten (Katalasen) oder zu oxydativen Funktionen
aktiviert (Peroxydasen).»

Unserer Ubersicht . sei diese Einteilung zugrunde
gelegt und als typisches Beispiel eines Himoproteids

Q.

N,
HC/ \C H
W f
———C—NH

Oxyhamoglobin

Mel’hémoglobin

Fig. 6.

tionen, die durch die Himoproteide katalytisch be-
schleunigt werden, spielen sich deshalb am Eisen ab.
H. THEORELL hat den Wirkungsmechanismus der Ha-
moproteide in seinem Berner Vortrag 1943! auf die
einfachste Weise prizisiert, indem er schreibt:

«Die Himinproteide kénnen auf drei prinzipiell ver-
schiedene Arten reagieren.

1. Das Eisen bleibt bei der physiologischen Funktion
zweiwertig. Beispiel : die reversible Gasanlagerung beim
Himoglobin oder Myoglobin. Fett + O, = FettO,.

1 H. TureoreLL, .Konstitution und Wirkung einiger Himinpro-
teide, in: Zur Chemie, Physiologie und Pathologie des EiwciBes.
Bern 1944.

mit stets zweiwertigem Eisen zunichst das Hamoglobin
besprochen.

Das Hidmoproteid der roten Blutkorperchen ist seit
langem in reiner und kristallisierter Form leicht zu-
ginglich. Es hat ein mittleres Teilchengewicht von
68000 und besteht aus 4 gleichen Bruchstiicken vom
Molekulargewicht 17000, die im Hidmoglobin zu einer
Scheibe vereinigt sind und von denen jedes ein Eisen-
atom besitzt!, Die Hamoglobine verschiedener Spezies
zeigen bekanntlich in ihrer Kristallform Unterschiede,
die sich aber chemisch in ihrem Proteinanteil nur

1 Vgl. Tue SvepserG und Kar O. Prpersen, Die Ultrazentri-
fuge, S. 320, Leipzig 1940.
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wenig bemerkbar machen. Sie alle enthalten als pros-
thetische Gruppe dasselbe chlorfreie Derivat des Hi-
mins, das Ham'. Nach H. FiscHER, A. TrEIss und
K. ZeiLe? ist dieses Hiim der Ferrokomplex des Proto-
porphyrins. Die sog. Svedberg-Einheit des Himoglo-
bins vom Molekulargewicht 17000 setzt sich somit aus
einem Molekill Him und einem Molekill Globin zu-
sammen. Die Verbindung der beiden Komponenten er-
folgt {iber zwei Partialvalenzen des zweiwertigen Ei-
sens® mit zwel Stickstoffatomen von Imidazolringen
zweier Histidinreste, die als wichtige Aminosduren im
Globin eingebaut sind (Fig. 6). Hieriiber sowie iiber
“die Anordnung der 4 Himoproteide im Hidmoglobin
und Gber die Anlagerung des Sauerstoffs am Eisen hat
L. PavriNg? aufschlufireiche Untersuchungen durch-
gefithrt. Elektromagnetische Messungen haben dabei
eine wichtige Rolle gespielt.

Dem leicht reversiblen, vom Sauerstoffpartialdruck
abhiingigen Ubergang von Hiamoglobin zu Oxyhdmo-
globin sind die stabileren Verbindungen des Himo-
globins mit Kohlenoxyd, Cyan, Stickoxyd usw. gegen-
iiberzustellen. Wie aus Fig. 6 ersichtlich ist, erfolgt die
Anlagerung dieser Gase und des Sauerstoffs an das
Eisen unter Aufhebung einer Bindung des Metalls mit
Imidazolstickstoff. Thre Absorptionsspektren sind un-
tereinander und dem Spektrum der Himochromogene
dhnlich. In jedem dieser Fille bleibt das Eisen zwei-
wertig®.

Anders verhilt es sich bei der Bildung
des Methimoglobins aus Hamoglobin oder
Oxyhdamoglobin, da in diesem Fall das
Eisen' von der zweiwertigen in die drei-
wertige Form iibergeht®. Das Methimo-
globin ist daher zur reversiblen Anlagerung

A. Sroryr: Einfihrung in die Chemie der Hémine 13

wandeln?, da die Bindung des Hydroxyls im Methimo-
globin schwicher ist als im Himatin.

Die Spaltung des Hamoglobins? fithrt — wie Fig. 7
zeigt — einerseits zum Globin, einem Protein von
Albumincharakter, und dem leicht oxydablen Him,
das unter Addition von 2 Molekiilen einer organischen
Base, z. B. Pyridin, reversibel in Himochromogen® iiber-
gehen kann. Wie im Hidmoglobin ist bei den Himo-
chromogenen ein Molekiil der Base durch Cyan, Koh-
lenoxyd und dergleichen ersetzbar%. Die Himochromo-
gene zeigen wie Oxyhimoglobin charakteristische zwei-
bandige Absorptionsspektren. Im iibrigen geht das in
ihnen gebundene zweiwertige Eisen, wie beim Hamin,
durch Oxydation leicht in den dreiwertigen Zustand
iiber, sofern es eine monovalente, negative Gruppe,
z.B. Halogen oder Hydroxyl, binden kann. So ent-
stehen aus Himen Himine’ bzw. Himatine$.

1 Vgl. O. ScaumM in: HirscureLp-HirrMair, Hb. d. allg. Ha-
matologie, S, 126. Berlin 1932,

2 R. Hiue und F. Hovpew, Biochem. J. 20, 13268 (1026).

3 F. PrecL, Z. physiol. Chem. 44, 173 {1905). — E. KaLmus,
Z.physiol. Chem. 70, 217 {1910). — R.v. ZEYNECK, Z. physiol. Chem.
70, 224 (1910), — Cu. Dugrg, C. R, Acad. Sci. 79, 1087 (1016); 97,
1660 (1927).

4 M. L. Anson und E. A. Mirsky, J. Physiol. 60, 50 (1925). —
J. gen. Physiol. 12, 273 (1928). — R. Hiy, Proc. Roy. Soc., B, 100,
419 (1926); 105, 112 (1929). — J. Rocur, Bull. Soc. Chim. biol. &,
363 (1926). ~ 0. WarBUrG und E. NeceLeIN, Bio. Z. 200, 414 (1928).

5 H.FiscHER, A. TrEIBS u. K.ZEILE, Z. physiol. Ch. 195, 1 (1931).

6 H.Fiscuer, A.TrRess u. K, ZeiLE, Z, physiol, Ch, 192, 140 (1930).
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1 D: Kriuin, Proc. Roy. Soc. London, B, 98, 312 oFelT
(1925). — M. L. Axson und E. A. Mirskv, ]. gen. =N~ é TN N
Physiol. 12, 278 (1928). Ny

? H. Fiscuer, A. Treies und K. Zemwe, Z. phy- Hamin
siol. Chem. 195, 1 {1931). / \

3 F.Haurowrrz und H. Waziscu, Z. physiol. Nty N
Chem. 182, 82 (1929), o Fg .......

4 L. PavuLing und C. D. CorvELL, Proc. nat. Acad, *N\ : /;}3
Sci. 22, 210 (1986). — C, D. Corvery, F. Stitt und
L. Pavring, J. Am. Soc. 59, 633 (1937). — Cu. D.
Russert, und L. PAurivg, Proc. nat. Acad. Sci. 25, —N \N :
517 {1989). ~ C.D.CorverL und L.Paviing, J. S~ ET Py
biol. Chem. 132, 769 (1940). s ] T N— .

§ J.B.ConanT, ]. biol. Chem. 57, 401 (1923). N oM/ ann-(pymdm)-Hémochromoge_n_

% Vgl 2.B.: J. Barcrort, Die Atmungsfunktion . . elc.
des Blutes, Berlin 1929, Hamalin.

7 A. Haumsig, Z. physiol. Chem. 186, 263 (1930).

Fig, 7.
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Der Aufban des Himoglobins aus 4 gleichen Hiamo-
proteidmolekiilen ist fir die Klasse der Sduger, der
Vogel und der Fische wahrscheinlich gemacht worden.
Bei Amphibien und Reptilien weist das Chromoproteid
der roten Blutkérperchen das doppelte oder vierfache
Molekulargewicht auf!, infolge noch groBerer Assozia-
tion der Teilmolekiile vom Molekulargewicht 17000.

Es scheint, daB die respiratorischen Chromoproteide
um so groBere Molekille anfweisen, je niedriger die
Organismen sind. So finden wir bei den Avertebraten
die Erythrocruorine?, die Chlovocruorine® und die Hdmo-
cyanined, die als Assoziationen von Teilmolekiilen Teil-
chengewichte aufweisen, die bis in die Millionen gehen.
Es sei beiliufig daran erinnert, daB fiir das Chloro-
plastin®, das Chromoproteid griiner Blitter, dhnlich
groBe Teilchengewichte gefunden wurden,

Dieprosthetische Gruppedes Erythrocruorins scheint
dieselbe zu sein wie im Hamoglobin®, Der Ferropor-
phinkomplex der Chlorocruorine ist von H. MUNRO
Fox? entdeckt und dann von O. WARBURG? aus Spiro-
graphis Spallanzii isoliert und beschrieben worden.
H. FiscHER und C. v. SEEMANN? haben gezeigt, daB
das Spirographisporphyrin sich vom Protoporphyrin
des Hiamoglobins dadurch unterscheidet, dafl es an-
stelle der Vinylgruppe in 2-Stellung eine Aldehyd-
gruppe aufweist. Die. Himocyanine enthalten bekannt-
lich anstelle des Eisens komplexgebundenes Kupfer.

Das Chromoproteid des Muskels von Wirbeltieren,
das Myoglobin®, ist dem Himoglobin so dhnlich, daB
die beiden lange Zeit fiir identisch gehalten wurden,
um so mchr als das aus ihm hergestellte Himin sich
vom Himin des Blutfarbstoffes nicht unterscheidet.
Die Reindarstellung und Kristallisation des Myoglobins
durch H. THEORELL!? hat eine genaue Untersuchung
dieses Chromoproteids ermdglicht und die Verschieden-
heit von Himoglobin endgiiltig {estgestellt. Der Eisen-
gehalt, 0,34 bis 0,359, ist bei beiden derselbe, doch
wurde die Sedimentationskonstante des Myoglobins

1 Tue SvepBERG und A. HEpewrus, Biol. Bull, 66, 191 (1934).

% Ray LANKESTER, J. anat. Physiol. 2, 114 {1868). — Tur Sveb-
BERG und I.-B. ErRiksson, J. Am. Soc. 55, 2834 (1933).

% Ravy LANKESTER, J. anat. Physiol. 2, 114 (1868).

4 Fri:oiricQue, Arch. Zool. 7, 535 (1878). — Tur SvepserG und
E. CHIRNOAGA, J. Am. Soc. 58, 1399 {1028).

5 A.StoLr und E. WispeMANN, Atti del X® Congr. int. di Chi-
mica 'V, 208 {1838/38). — A. StoLr, E. WiepEMANN und A. RUEGGER,
Verh. schweiz. naturf. Ges., S.125, Basel 1941. - A. Storr und
E. WieDpEMANN, Schweiz. med. Wschr. 77, 664 (1947},

% 11. Fiscuer und A. Kirrmany, Liebigs Ann. Chem. 475, 278
(1929).

7 H. Mu~ro Fox, Proc. Cambridge phil. Soc. 2, 204 (1924);
Proc. Roy. Soc. London, B, 99, 199 (1926).

$ O. WARBURG, Bio. Z. 227, 171 (1980); 244, 9 (1932); 244, 239
(1932).

9 H. Fiscuer und C.v. SEEMANN, Z. physiol. Chem. 242, 133
(1936); Z. angew. Chem. 49, 461 (1936).

10 K. A. H. MORNER, Nord. med. Ark., Festband 1897, ~ R.P.
Kennepy und G. H. WuippLE, Am. J. Physiol. 76, 685 (1926). —
0. ScHumM, Strahlentherapie 28, 142 (1928).

11 K. A. H. MOrNER, Nord. med. Ark., Festband 1897,

12 H, THEORELL, Bio. Z. 252, 1 (1932); 268, 46, 55, 64, 73 (1934).
— H. TueoreiL und Cu. bE Duve, Arch. Biochem. 12, 113 (1946),

[ExPERIENTIA Vor. IV/1]

bei der Ultrazentrifugierung niedriger gefunden als
jene des Himoglobins. Sie entsprach nach A. G. Por-
soN? einem Molekulargewicht von 17600. Die Affini-
tatskonstanten des Myoglobins fiir Sauverstoff und
Kohlenoxyd sind von denjenigen des Himoglobins
verschieden. Die beiden Gase werden vom Myoglobin
weniger fest gebunden. Kohlenoxydmyoglobin gibt
Kohlenoxyd leicht ab und geht dabei in Metamyo-
globin? iiber. Der p,-Stabilitatsbereich des Myoglobins
ist gréfer als der des Hdmoglobins.

Wihrend das Eisen im Myoglobin wie im Himo-
globin ausschlieBlich in der zweiwertigen Form auf-
tritt, so finden wir bei den Cyflochromen?® die zweite der
moglichen Reaktionsweisen, wobei das Eisen zwischen
der zwei- und der dreiwertigen Stufe schwingt. Die
Cytochrome lassen sich besonders gut aus Muskeln mit
groBem Energieumsatz, wie den Herzmuskeln der Ver-
tebraten oder den Brustmuskeln der Insekten, aber
auch aus Hefe, wo sie der Zellatmung dienen, isolieren.
Sie sind von C. A.McMun~n* entdeckt und von D.KEI-
LIN® zuerst untersucht worden und durch sehr charak-
teristische Absorptionsspektren ausgezeichnet. Die
grofe Bedeutung der Cytochrome erhellt schon aus
ihrer ubiquitiren Verbreitung in den verschiedensten
Organismen von den Bakterieni bis zu den Siugetie-
ren® wogegen sie den Anaerobiern ginzlich fehlen.
Man unterscheidet 3 Gruppen von Cytochromen: die
einander sehr dhnlichen Cytochrome a, bis a,, die Cyto-
chrome b, und b, sowie die Cytochrome ¢ und c,. Sie
unterscheiden sich sowohl spektroskopisch wie in thren
itbrigen Eigenschaften voneinander?. Wihrend sich die
Cytochrome der Gruppe a und b, weil sie in den Ge-
weben fest gebunden sind, noch nicht rein herstellen
lieBen, gelang es H. THEORELL® sowie D. KEILIN und
E. F. HARTREE® aus Herzmuskeln bzw. Bickereihefe
relativ reine Cytochrom-c-Priparate herzustellen. Et-
was spiter konnten H. THEORELL und A. AxEson!®
Cytochrom-c-Losungen mit Hilfe der Elektrophorese
noch weiter reinigen und zeigen, dafl Cytochrom c¢
0,43%, Eisen enthilt. Von K. J.I. ANDERSON und
K. O. PEpERSEN?? durchgefiihrte Ultrazentrifugierun-
gen ergaben zusammen mit von A. G. PoLson® vor-
genommenen Diffusionsmessungen ein Molekularge-
wicht von 16500. Der aus Eisen- und Schwefelbestim-

1 A. G. PoLsow, Thesis. Stellenbosch 1937,

2 H.THEORELL, Bio. Z. 252, 1 (1932); 268, 48, 55, 64, 73 {1934).
~ H. Tueorerl. und CH. pE DuvE, Arch. Biochem. 12, 113 (1946).

? Vel. D. Kriuin, Erg. Enzymforschung 2, 239 {1933).

4 C.A. McMunn, Phil. Trans. 177, 267 (1886); J. Physiol. §, 57
(1887); Z. physiol. Chem. 13, 497 (1889).

5 D. Keiin, Proc. Roy. Soc. London, B, 98, 312 (1925).

8 ygl. D. KeiLin, Erg. Enzymforschung 2, 239 (1933).

7 Vgl. H. TueEoRELL, Erg. Enzymforschung 9, 231 (1943).

8 H. THeORELL, Bio. Z. 285, 207 (1936).

9 D. Kemiv und E. F. HArTREE, Proc. Roy. Soc. London, B,
122, 298 (1937).

10 i, Turorkrt und A. Axesow, Science 90, 67 (1939); Am.
chem. Soc. 63, 1804 (1941).

1 K. J.1. AnpErson und Kat O. PeperseN, . unverdffentlicht;
erwihnt in: Tue SvepBErRG und Kar Q. PEDERSEN, Die Ultrazentri-
fuge, S. 352. Leipzig 1940.
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mungen abgeleitete Wert betrug etwa 130001, so daB3
Cytochrom ¢ wie das Myoglobin ein Atom Eisen im
Molekiil enthilt.

Das konstitutionell Verschiedene am Cytochrom c
gegeniiber Hiamoglobin und Myoglobin ist die ver-
stirkte Bindung des eisenhaltigen Porphinsystems an
das Protein. Wihrend im Hamoglobin und Myoglobin
die Bindung {iiber Partialvalenzen des Eisens mit
Imidazolstickstoff von Histidinresten erfolgt, so existie-
ren im Cytochrom ¢ noch Hauptvalenzbindungen von
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Aminosiureresten mit der Peripherie des Porphin-
rings.

Behandelt man Cytochrom ¢ nach R. HiLr und
D. KemLin? mit in Eisessig geldster Bromwasserstoff-
sdure, so erhilt man, wie aus Hdamoglobin, Himato-
porphyrin (vgl. Fig. 8). Durch eine mildere Behandlung,
z.B. mit Salzsdure-Schwefeldioxyd? oder verdiinnter
Schwefelsiure?, entsteht indessen ein anderes, hydro-
philes Porphyrin, das nach H. THEORELL? bzw. K. ZEILE
und H. MEYER? ein Protoporphyrin ist, in dem in 2-

1 H. THEORELL, Erg. Enzymforschung 9, 239 (1943).

2 R. Hir und D. KEI1LiN, Proc. Roy. Soc. London, B. 107, 286
(1930).

3 K.Zewe und H. MeYER, Naturwiss. 27, 596 (1939); Z. physiol.
Chem. 262, 178 (1939).

4 H. THEORELL, Bio. Z. 298, 242 (1938).
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und 4-Stellung nicht Vinylgruppen, sondern cystein-
tragende Athylgruppen stehen. Die Porphyrin ¢ ge-
nannte Substanz ist chemisch als Di-thiodther des
Hamatoporphyrins aufzufassen. Diese Formulierung
wurde von K. ZEILE und Mitarbeitern! 2 durch synthe-
tische Versuche gestiitzt, obschon, wohl infolge von
Isomerien, zwischen dem natiirlichen Porphyrin ¢ und
dem aus Protoporphyrin und Cystein synthetisch dar-
gestellten in der optischen Drehung noch Unterschiede
bestehen?.

] R CH Profein - Kamponenfe
N TN
HC E; CH,
G
e S g
NcooH “cooH
N
s
ue? Sew

1
HN—(—————

Ferro - Cyfochrom ¢

Fig. 8.

Eine direkte, feste Verbindung des Proteinrests mit
dem Porphinsystem im Cytochrom c erhéht dessen
Bestindigkeit, die in Anbetracht des Valenzwechsels
des Eisens wihrend dessen katalytischen Funktionen
notwendig erscheint.

Die Festigkeit des molekularen Gefiiges von Cyto-
chrom ¢ duBert sich auch darin, dafl es innerhalb des
groBen p -Bereichs von doppelt normaler Salzsdure
bis zu normaler Natronlauge stabil bleibt, jedoch unter

1 K. Zeie und H. MEVER, Naturwiss. 27, 596 (1939); Z. phy-
siol. Chem. 262, 178 (1939).

2 K. Zeiwe, Z. physiol. Chem. 207, 35 (1932). - K. ZrLE und
P. PrurTi, Z. physiol. Chem. 218, 52 (1933). — KX. Ze1LE und F. REu-
TER, Z. physiol. Chem. 221, 101 (1933). — K. ZEeILE, Z. physiol,
Chem. 236, 212 (1935)..

3 Vgl. H. THEORELL in: NORD-WEIDENHAGEN, Hb. d, Enzymo-
logie, S. 860. Leipzig 1940.
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dem EinfluB} des p,,, neben einer Ferroform, 5 spektro-
skopisch verschiedene Ferriformen bildet!. Die Ferro-
form von Cytochrom ¢ bindet wie Hamoglobin? unter
Losung einer Bindung des Eisens zum Imidazolstick-
stoff Sauerstoff oder Kohlenoxyd®.

Das Auftreten der Formen I bis V des Ferricyto-

chroms c entspricht dem durch die p,-Anderung be-

dingten Ladungswechsel der Imidazolstickstoffatome.
Starke Siure sittigt die Imidazolstickstoffe ginzlich
ab und 16st daher ihre Bindungen mit dem Eisen voll-

[ExPERIENTIA VoL, IV/1]

auch im Spektrum zeigt es eine weitgehende Ahnlich-
keit mit dem Methimoglobin in schwach saurer L&-
sung. Bei ungefdhr neutraler Reaktion, von der auch
der p-Wert der Gewebe in der Regel nicht allzu weit
entfernt ist, entsteht Ferricytochrom III (vgl. Fig. 9);
in ihm sind 2 Imidazolreste mit dem Eisen verbunden,
der eine iiber eine Hauptvalenz, der andere iiber eine
Nebenvalenz. Das bei hoheren p, -Werten existenz-
fihige Ferricytochrom IV unterscheidet sich von III
nur durch den Ladungswechsel von mit dem Eisen
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Fig. 9.

stindig, wie das beim Ferricytochrom I der Fall ist4,
Porphinsystem und Protein sind in ihm nur noch tiber
die Thiodtherbriicken miteinander verbunden. Im
schwach sauren Bereich bildet sich Ferricytochrom II.
In diesem ist, wie im Methdmoglobin?, ein Imidazolrest
an das zentrale Eisenatom gebunden® (vgl Tig. 9);

! H. TueorkiL, Bio. Z. 285, 207 (1939). — H. Turorerr und
A. Axeson, Science 99, 67 (1939); J. Am. chem.Soc. 63, 1812 (1941),

2 Vgl J. B. Conant, The Harvey Lectures 2§, 159 (1932/33), ~
J. Wyman, J. biol. Chem. 127, 1, 581 {1939). - H. TurorerLr und
A. Axeson, J. Am. chem. Soc. 63, 1818 (1941).

3 H. Tueoreiy, Erg. Enzymforsch. §, 255 {1948).

4 H. TueoreLL, Erg. Enzymforsch. 9, 252 {1943).

5 C.D. CorveLL und L. PAULING, J. biol. Chem. 132, 769 (1940),

¢ H.Tueorert und A. Akeson, Ark. Kemi Mineral, Geol, 16, A,
n:o 14 (1943),

nicht verbundenen Imidazolresten?, wihrend im Ferri-
cytochrom V, das sich in stark alkalischem Milieu bil-
det, eine der Bindungen des Eisens mit Imidazolstick-
stoff wieder geldst ist und vielleicht ein Hydroxyl
tragtl.

Die Stabilitit des Ferro- wie des Ferricytochroms ¢
innerhalb eines groBen p-Bereichs 148t zusammen mit
den variablen Bindungsverhiltnissen der Ferriform,
wie H. THEORELL? sich ausdriickt, «verstehen, daB das
Eisen im Cytochrom c leicht und schnell oxydoredu-
zierbar ist», wihrend andererseits die feste Bindung
der himochromogenbildenden Gruppen mit dem Eisen

1 H. THEORELL, Erg. Enzymforsch. 9, 255 (1943).
2 H. TueoreiL, Erg. Enzymforsch. 9, 256 (1943).
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bei physiologischen p,-Werten, im Gegensatz zum
Himoglobin, eine Reaktion mit molekularem Sauer-
stoff, Kohlenoxyd, Cyan usw. verhindert.

Die Analyse der EiweiBkomponente des Cytochroms
¢ ist von D.KEILIN und E.F. HARTREE!, ganz beson-
ders aber von H. THEORELL und A. AkEsoN® im Hin-
blick auf ihren Gehalt an Aminosiuren sowohl quali-
tativ wie quantitativ sorgfiltig durchgefiihrt worden.

Vom Myoglobin wie von den Cytochromen spektro-
skopisch verschieden ist das griinlich gefirbte, autoxy-
dable Atmungsferment von O. WARBURG?. Die prosthe-
tische Gruppe dieses weit verbreiteten Hamoproteids
ist mit dem H4m des Spirographisporphyrins nahe ver-
wandt, aber anscheinend nicht identisch. Es zeichnet
sich durch seine Reaktionsfahigkeit mit molekularem
Sauerstoff aus und soll daher die Sauerstoffiibertra-
gung in der lebenden Zelle einleiten oder abschlieBen?.

Eine ganz besonders hohe und augenfillige Aktivitat
entwickeln die Himoproteide in Form der Peroxydasen
und Katalasen, in denen das Eisen in der Regel drei-
wertig bleibt.

Die Peroxydasen erhielten ihren Namen von der
Fahigkeit, Sauerstoff von Hydroperoxyd auf Poly-
phenole zu iibertragen. Am besten untersucht sind bis
jetzt die MeervettichperoxydaseS, die Cylochromper-
oxvdase?, die griinliche Verdoperoxydase® aus Eiter
und die ebenfalls grimnliche Lactoperoxydase® aus
Milch. Die Peroxydasen sind im Pflanzenreich alige-
mein verbreitet. Im Tierreich werden sie nur in gewis-
sen Organen angetroffen und sind frither vielfach mit
Oxydasen verwechselt worden.

Das geeignetste Ausgangsmaterial fiir die Herstel-
lung von Peroxydasepriparaten bildete seit langem

! D.Kewiv und E. F. HArTREE, Proc. Roy. Soc. London, B, 122,
298 (1937).

2 H.TreoreLL und A. Akeson, J, Am.chem. Soc. 63, 1804 (1941).

3 0. WarBURG und E. NEGeLEIN, Bio. Z. 202, 202 (1928); 214,
64 (1929); 262, 237 (1933). — O. WARBURG, E. NEGELEIN und
E. Haas, Bio. Z. 266, 1 (1933). - E. NeceLEIN und W. GERISCHER,
Bio. Z. 268, 1 (1934).

4 O. WARBURG, Naturwiss. 22, 441 (1934).

5 Vgl. H. TueorELL, Konstitution und Wirkung einiger Hamin-
proteide, in: Zur Chemie, Physiologie und Pathologie des Eiweifles,
S. 73fi. Bern 1944.

8 A. Bacu und R. Cuopar, Ber. dtsch. chem. Ges. 26, 600 (1903);
37, 1342 (1904); 37, 2434 (1904). — A. Bacu, Ber. disch. chem. Ges.
37, 3785 (1804}, — A, Bacu und J. TsCHERNIACK, Ber. disch. chem.
Ges, 41, 2345 (1908). ~ A. Bacu, Ber. dtsch. chem. Ges. 47, 2122,
2125 (1914}, — R. WrLrstAtTER und A. Srowrr, Liebigs Ann. Chem.
416, 21 (1918), — R. WILLSTATTER, Liebigs Ann.Chem. 422, 47
(1921). — R, WiLLsTATTER und A. POLLINGER, Licbigs Ann. Chem.
430, 269 (1923); Z. physiol. Chem. 136, 281 (1923). - R. WiLL-
sTATTER und H. WEBER, Liebigs Ann. Chem. 449, 156 (1926); 449,
175 (1926}. ~ R. WIiLLsTATTER, A. PorLingEr und H. Weskr in:
R. WiLLsTATTER, Untersuchungen iiber Enzyme, Bd. I, 516, 521.
Berlin 1928. — R. WiLLsTATTER, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 1871.
(1926).

7 A. M. Avtscuur, R.ABrams und T. R.Hocness, J. biol.
Chem. 130, 427 (1939); 136, 777 (1940). - R. AprAMS, A. M. ALT-
scHUL und T. R. HogNEss, J. biol. Chem. 142, 303 (1942).

8 K. AGNER, Acta physiol. Scand. Bd. II, Suppl. VIIT (1941).

9 H. Turorert und A. Akeson, Ark. Kemi Mineral. Geol. 17, B,
n:o 7 (1943). — H. TueoreLL und K. G. Pavr, Ark. Kemi Mineral.
Geol. 18,’A, n:o 12 (1944).

2 Exper.
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der Meerrettich. Die ersten Versuche zur Herstellung
von Peroxydasepriparaten und zur Messung ihrer
Wirksamkeit wurden in Genf vor mebr als 40 Jahren
von A. BacH und R. CHopAT! ausgefiihrt. Diese For-
scher haben auch bereits die Oxydation von Pyrogallol
mit Hydroperoxyd zu Purpurogallin in Gegenwart von
Peroxydase als MaB fiir die Wirksamkeit von Enzym-
priparaten beniitzt, ecine Reaktion, die unter abge-
inderten Versuchsbedingungen auch heute noch zur
Bestimmung der sog. Purpurogallinzahl als Wert fiir
die Wirksamkeit von Peroxydasepriparaten dient.
Eine bedeutende Steigerung der Wirksamkeit, d.h.
Anreicherung des Enzyms, wurde vor etwa 30 Jahren
im WILLSTATTERschen Laboratorium erreicht?, wo
méglichst reine Peroxydasepriparate als Katalysato-
ren - bei photosynthetischen Versuchen mit reinem
Chlorophyll benétigt wurden. Die Photosynthese au-
Berhalb der Zelle blieb damals und ist auch heute noch
ein ungeldstes Problem, doch war dieser Versuch zur
Reinigung von Peroxydasepriparaten die erste Arbeit
in der langen Reihe von Untersuchungen iiber En-
zyme, die R. WILLSTATTER und seine Schiiler® durch-
gefiihrt haben. Nach heutiger Beurteilung diirften die
besten Meerrettich-Peroxydasepriparate des WIiLL-
STATTERschen Laboratoriums héchstens 509, des rei-
nen Enzyms enthalten haben. Eisen wurde in jenen
Priparaten nachgewiesen® Der Eisengehalt schien mit
der enzymatischen Wirksamkeit parallel zu gehen, doch
war er, nach heutiger Beurteilung, bestimmt zu hoch,
um dem Enzym allein anzugehéren. Die spiter einset-
zende Diskussion, auf Grund der Arbeiten von R. WiLL-
SsTATTER und A. PoLLINGER® sowie von R. KunN,
D. B. HanDp und M. Frorxkin® ferner von K. A.C.
Erviort und D. KEmin? und von D. KeiLiN und
T. MaNNS8, hat die Eisenfrage nicht klar zu 16sen ver-
mocht, bis es H. THEORELL? gelang, aus weitgehend
gereinigten Priparaten mit Aceton-Salzsdure Hiamin
abzuspalten und die farblose, inaktive Proteinkom-
ponente durch Umsetzung mit Himatin in das Enzym
zuriickzuverwandeln. Damit war die Meerrettichper-
oxydase als Hamoproteid charakterisiert.

1 A. Bacu und R. Cuopar, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 600 (1903.)

Vgl. auch Fulnote 6, Kol. 1.

2 R. WiLLsTATTER und A. Stori, Liebigs Ann. Chem. €16, 21
{1918). — Vgl. auch Fullnote 6, Kol. 1.

3 Vgl. R.WiLLSTATTER, Untersuchungen {iber Enzyme. Springer,
Berlin 1928.

4 R. WiLLsTiTTER und A. StoLt, Liebigs Ann. Chem. 416, 60
{1918).

5 R. WiLLsTATTER und A. PoLLINGER, Liebigs Ann. Chem. 430,
269 (1923). — R. WiLLsTATTER, A, PorLincer und H. WEBER in:
R. WiLLsTATTER, Untersuchungen {iber Enzyme, Bd. I, 516, 521.
Berlin 1928.

¢ R. Kunn, D. B. Hanp und M. FLorkIN, Z. physiol. Chem. 201,
255 (1931).

7 K.A.C. Error und D.Keiwn, Proc. Roy, Soc. London, B, 114,
210 (1934).

8 D. Kewin und T. Manw, Proc. Roy. Soc, London B, 122, 119
(1937).

9 H. TurorRELL, Atk. Kemi Mineral. Geol. 14, B, n:o 20 (1940).
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Durch Elektrophorese konnte H. THEoORrLL! die
Priiparate weiter reinigen und sie schlieBlich aus wis-
serigen Ammonsulfatlésungen kristallisieren. Die in
doppelbrechenden Nadeln kristallisierende Meerrettich-
peroxydase erwies sich auf Grund von Lgslichkeitsbe-
stimmungen?!, ferner bei der Elektrophorese, bei der
Ultrazentrifugierung und bei Diffusionsversuchen als
einheitliche Substanz, Thr Himingehalt betrigt 1,489,
ihr Eisengehalt daher 0,127%,. Aus diesen Werten und
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aus der Sedimentationskonstante errechnete sich ein
Molekulargewicht von 440002 Dieses Molekiil enthilt
ein Atom Eisen.

Die Wirksamkeit der kristallisierten Meerrettichper-
oxydase entspricht nach H. THEORELL einer Purpuro-
gallinzahl von rund 1000. Hdohere, in der Literatur vor-
kommende Werte werden von H. THEORELL angezwei-
felt. In Ubereinstimmung mit dem etwas unerwarteten
Molekulargewicht von 44000, das kein ganzes Viel-
faches der Svedberg-Einheit von 17000 darstellt, steht
die Tatsache, daBl die Proteinkomponente der Per-
oxydase erhebliche Mengen — gegen !/; — von Kohle-
hydraten enthilt2.

Neben oder anstelle der Peroxydase hat H. THEO-
RELL die labilere sogenannte Paraperoxydase iso-

1 H. TureoreLL, Ark. Kemi Mineral. Geol. 16, A, n:o 2 (1942},
2 H. TureoreLrr, Ark. Kemi Mineral. Geol. 75, B, n:o 24 (194%).
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[ExperiENTIA VoL, IV/1]

liert. Bei gleicher Purpurogallinzahl ist thr Stickstoff-
gehalt hoher, was vermutlich von einem teilweisen Ver-
lust des Kohlehydratanteils herrithrt?

Es wurde bereits erwdhnt, daB es H. THEORELLs
Experimentierkunst ermoglichte, Peroxydase in pros-
thetische Gruppe und Protein so schonend zu spalten,
daB die EiweiBkomponente in ihrer Feinstruktur er-
halten blieb, aber unwirksam war. Die Vereinigung des
wieder in Ldsung gebrachten Proteins mit der iqui-
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valenten Menge von reinem Himatin ergab eine Per-
oxydase mit identischem Absorptionsspektrum und
gleicher Wirkung wie die nichtgespaltene, natiirliche
Peroxydase! (vgl. Fig. 10). Eigentiimlicherweise 148t
sich Hamin durch nahe Verwandte substituieren, wenn
dabei auch eine herabgesetzte Wirksamkeit entsteht2.
Mesohdmin lieferte eine Peroxydase mit etwa halber,
Deuterchidmin mit fast 2/; Wirksamkeit der natiirlichen
Peroxydase, withrend fernerstehende Himinderivate
und auch Eisenkomplexsalze von Chlorophyllderiva-
ten, wie Phiophorbid a, Chlorin e usw. mit Peroxy-
daseprotein keine wirksamen Chromoproteide ergaben.
Immerhin ist an den Beispielen mit Mesohdmin und
Deuterohdmin die Darstellung «kiinstlicher», d.h. in

1 H. Tueorerr, Ark. Kemi Mineral. Geol. 14, B, n:o 20 (1940);
16, A, n:o 2 (1942).
2 H. Tueorert, Erg. Enzymforsch 9, 263 (1943).
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der Natur bisher nicht beobachteter Enzyme von
hoher Wirksamkeit erwiesen.

In bezug auf die Bindung der Proteinkomponente
an den Protoporphyrin-Eisen-Komplex hat H. THEO-
RELL wahrscheinlich gemacht, dall eine Hauptvalenz
des Eisens mit einer freien Carboxylgruppe des Proteins
verbunden ist und daB daneben, wie im Hamoglobin,
weitere schwache Bindungen zwischen Protein und den
Propionsdure-Carboxylen des Porphinsystems beste-
hen?! (vgl. Fig. 10).

Fiir den Mechanismus der Peroxydasereaktion mit
Wasserstoffsuperoxyd wird angenommen, daB3 das
dreiwertige Eisen unter Ubergang in die griine Hydro-
peroxydperoxydase ohne Valenzwechsel ein Hydro-
peroxydmolekiil binde und aktiviere. In Gegenwart
eines Sauerstoffakzeptors wird dieser oxydiert und
unter Bildung von Wasser die Peroxydase zuriickgebil-
det. Auf diese Weise kann, wie H. THEORELL berech-
nete, unter geeigneten Bedingungen ein Atom Eisen
in der Minute etwa eine Million, also in der Sekunde
mehr als 16000 Hydroperoxydmolekiile umsetzen?.

Im Gegensatz zu dieser altbekannten Sauerstoffiiber-
tragung aus Hydroperoxyd ist die Funktion der Per-
oxydase als Dioxymaleinsiureoxvdase, wie H. THEO-
RELL und B. SWEDIN3 zeigen konnten, mit einem Va-
lenzwechsel des Eisens verkniipft. Auf den komplizier-
teren Mechanismus dieser Reaktion méchten wir hier
nicht eingehen, aber festhalten, da8 — wie beim War-
BURGschen Atmungsferment — unter gewissen physio-
logischen Bedingungen auch eine Ubertragung von
molekularem Sauerstoff unter Mitwirkung von Per-
oxydase mdglich erscheint.

A. M. Artscrur, R, ABraMs und T. R. HoGNESs?
haben aus Bickereihefe eine Peroxydase erhalten, die
reduziertes Cytochrom ¢ hemmbar oxydiert und des-
halb Cyfochromperoxydase genannt wurde. lhre Rei-
nigung ist bis zu einem «Hamin»gehalt von etwa 19
gelungen®, Es ist wahrscheinlich, daf sie ebenfalls Pro-
toporphyrin enthilt. Sie vermag pro Eisenatom eben-
falls ein Molekiill Hydroperoxyd zu binden5.

Als erste ferische Peroxydase ist von R. AGNERS®
die Verdoperoxydase beschrieben worden. Sie ist von
griinlicher Farbe, findet sich in erheblichen Mengen im
Eiter und konnte auch aus weiBen Blutkorperchen
isoliert werden. Die Verdoperoxydase ist 10--20mal
weniger aktiv als Meerrettichperoxydase. Mit Aceton-
Salzsdure ist sie im Gegensatz zu dieser nicht spaltbar.
Auch sie wird als Himoproteid angesehen.

H. TueoreLL, Erg. Enzymforsch. 9, 274 (1943).
H. TueoreLL, Erg. Enzymforsch, 9, 276 (1943).

8 H.Tueorrry und B, Swepin, Naturwiss. 27, 95 (1939}, — Vgl
auch: H. Tueorery, Erg. Enzymforsch. 9, 278 (1943).

4 A.M.Avrscauvr, R.Aerams und T.R.Hocngss, J.biol. Chem.
130, 427 {1939),

5 A.M.Avrscuur, R.ABrams und T.R.HocnEss, J.biol.Chem.
142, 303 (194%).

8 K. AcNER, Acta physiol. Scand. 2, Suppl. § (1941).
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Vor wenigen Jahren gelang H. THEORELL und K. Ac-
NER! die Reindarstellung einer weiteren tierischen Per-
oxydase, der ebenfalls griinlich gefirbten Lactoperoxy-
dase aus Milch. Der Eisengehalt der beiden griinen
Peroxydasen ist ungefihr derselbe, doch scheinen im
Eisen-Porphin-KomplexVerschiedenheiten zu bestehen.

AuBerordentlich verbreitet im Tier- und im Pflan-
zenreich sind Enzyme, die einer weitaren Gruppe von
Hamoproteiden angehtren: die Kalalasen® Sie haben
ihren Namen von der Fihigkeit, Hydroperoxyd kata-
lytisch zu spalten. Die Beobachtung, daff H,0, von
Zellsubstanz gespalten wird, wurde schon 18112 ge-
macht und ist ebenso alt wie die erste Darstellung von
Hydroperoxyd. Bis 1900 hat man geglaubt, da die
Katalasereaktion eine AuBerung lebender Zellen sci,
bis O. LoEw* sie besonderen Substanzen zuschrieb, die
man als Fermente bezeichnete.

Die Katalasen kommen in fast allen tierischen Or-
ganen vor, erreichen jedoch ihre hichste Konzentration
in der Leber, weshalb sie zumeist aus diesem Organ
priparativ dargestellt werden® Man hat Katalase aber
auch aus anderen tierischen Organen, z.B. aus roten
Blutkérperchen® und zuletzt auch aus Bakterien? rein
dargestellt. Im Pflanzenreich sind besonders Keim-
linge, 7. B. Kiirbiskotyledonen, reich an Katalase®.

Die Leberkatalase ist 1937 von J. B. SuMNER und
A. L. DoUNCE aus dioxanhaltiger Ammonsulfatlgsung
zum erstenmal kristallisiert erhalten worden®. Die Ak-
tivitdt solcher Priparate wurde zu 43000 ¢Kat. f.»10
spater aber auch geringer, bis herab zu 22000 ermit-
telt. Im Gegensatz hierzu fand K. AGNER2 die Aktivi-
tit von kristallisierter Pferdeleberkatalase als kon-
stant, und zwar zu 60000 «Kat. f.». Der Eisengehalt

I Vgl H. Turorrrt in: Zur Chemie, Physiclogic und Pathologic
des Fiweilles, 8. 78. Bern 1044,

2 Der Abschnitt iiber Katalasen wurde zur Vervollstindigung
dieses Ubersichtsreferates nach dem Vortrag, den Prof. H. THEORELL
gleichen Tages in Genf gehalten hat, ergiinzt; siche die in einem der
nédchsten Hefte erscheinende Arbeit von H. THrorerL iiber die
Katalasen,

3 L. J. pE TutNarp, Ann. Chim. Phys. 11, 85 (1819).

4 0. Logw, U.S. Dept. Agric. Report No. 68 (1901).

5 H.v. EuLer und K. Josepuson, Liebigs Ann. Chem. 452, 158
(1927); 455, 1 (1827}, ~ K. Zewe und H. HELLsTROM, Z. physiol.
Chem. 192, 171 (1930). - K. Zg1LE, Z. physiol. Chem. 195, 39 (1931). ~
J. B. Sumner und A. L. Dounce, Science 85, 366 (1937); J. biol.
Chem. 121, 417 {1937). ~ A. L. Douxnce und O. FraMpron, Science
89, 300 {1940). -~ J. B. SumneRr, A. L. Dounce und V. L, FraMrroN,
J. biol. Chem. 136, 343 (1940}, ~ K. AGNER, Biochem. J. 32, 1702
(1938).

8 K. AGNER, Ark. Kemi Mineral. Geol. 17, B, n:o 9 (1943},

? D. HerserT und A. Pinsent, Nature 160, 125 (1947),

% K. Zewg, Z. physiol. Chem. 295, 39 (1931).

? J.B. SumnerR und A.L, Dounce, Science 85, 366 (1937);
J. biol. Chem. 121, 417 (1937). ~ A. L. Dounce, J. biol, Chem. 143,
487 (1942},

10 «Kat. f.» = Katalasefihigkeit ist die Reaktionsgeschwindig-
keitskonstante dividiert durch g/Priparat pro cm® bei 09 in neu-
tralem Phosphatpuifer. Das in Zeitintervallen noch vorhandenc
Hy0, wird mit KMnOy in schwefelsaurer Loésung titriert (H. v.
Euvrer und K. Josepuson, Liebigs Ann. Chem. 452, 158 (1927). ~
J.B.SumnEer und A.L.Douxce, J.biol.Chem. 127, 439 (1939).

11 J. B. Sumnegr, A.L.Dounce und V.L.Frampron, J. biol
Chem. 736, 343 (1940).

12 K. AcNER, Biochem. J. 32, 1702 (1938).
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der Rinderleber- wie der Plerdeleberkatalase ist zu
0,09 bis 0,19, ermittelt worden. Da das Molekular-
gewicht dieser Katalasen nach J. B. SUMNER und
N. GrRALENT 248000 bzw. nach K. AGNER? 225000 be-
tragt, muB ein Katalasemolekiil 4 Atome Eisen ent-
halten.

Eine Besonderheit der Leberkatalasen schien darin
zu bestehen, daB die frischen Pridparate zwei verschie-
den gefirbte prosthetische Gruppen enthielten: eine
rotbraune, die als Protohdmin abgespalten werden
kann3, und eine blaue, die nach K. G. STERN mit
Aceton-Salzsdure abtrennbarist? und von R. LEMBERG,
M. NorriE und J. W. LEGGE® als Biliverdin kristal-
lisiert erhalten wurde. Es konnte gezeigt werden, daB3
bei der Pierdeleberkatalase mit einem Eisengehalt von
0,091 bis 0,094 9,, einem Molekulargewicht von 225000
und einer Aktivitit von 60000 drei der vier Eisen-
atome des Molekiils mit der rotbraunen prosthetischen
Gruppe verbunden, also Bestandteile von Himatinen
sind, wihrend es unsicher blieb, ob das vierte Eisen-
atom der blauen Biliverdinkomponente angehdrt oder
nicht. Andererseits durfte vermutet werden, da8 in der
Rinderleberkatalase von gleichem Eisengehalt und
Molekulargewicht, aber geringerer Aktivitat (28000
bis 35000) vielleicht nur zwei der vier Eisenatome in
der rotbraunen Porphingruppe gebunden sind®.

Schwankungen in der Aktivitdt von kristallisierten
Katalasepriparaten konnten wenigstens zam Teil von
Ungenauigkeiten der Bestimmungsmethode herriihren.
Durch eine Modifikation der #lteren Methode von
H. von EvieEr und K. Josepuson konnte H. THEO-
RELL die Bestimmung der katalytischen Aktivitit ver-
bessern. Durch Erhéhung der Katalasekonzentration
auf das 40—50fache war iiber eine meBbare Zeit hin-
weg eine konstante Aktivitit aufrechtzuerhalten, so
daB anstelle der Extrapolation auf die Zeit Null eine
direkte Messung treten konnte. Die Reaktion verlauft
dann genau proportional mit der Konzentration des
H,0, und liefert genauere Werte als die alte Methode.

Die in den erwihnten Untersuchungen von J. B.
SumneER und K. AGNER zutage getretenen Divergen-
zen der Aktivitit von Leberkatalasen wurden neulich
von H. THEORELL und Mitarbeitern aufgeklart. Sie
konnten zeigen, daB die blaue Biliverdinkomponente
dieser Katalasen héchstwahrscheinlich ein Artefakt ist,
das bei der Aufarbeitung der Katalasepriparate ent-
steht, und daB mit Zunahme des relativen Anteils der
blauen Komponente die katalytische Aktivitit ent-
sprechend abnimmt. Es gelang die Darstellung von
biliverdinireier Leberkatalase, die nach der neuen Be-

1 J.B. Sumyer und N. GrALEN, J. biol. Chem. 125, 33 (1938).
2 K. AGNER, Biochem. J. 32, 1702 (1938).

3 K. Zeik und H. HerrsTrOM, Z. physiol. Chem. 192, 171 {1530).
K. G. STERN, J. biol. Chem. 112, 661 {1935).

¢ K. G. STERN, J. biol. Chem. 112, 861 (1935).

3 R. LEMBERG, M. Norrie und J. W. Lecce, Nature 744, 551

(1039).
% 1.B.Sumner und A.L.Dounce, J.biol.Chem. 127, 439 (1939).
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stimmungsmethode eine Aktivitit von 90000 aufwies.
Ferner kounte gezeigt werden, daBl die Katalasepri-
parate aus verschiedenen Organen ein und desselben
Tieres identisch sind.

Die Ergebnisse von H. THEOGRELL fanden eine schone
Bestitigung durch die Isolierung einer kristallisierten
Katalase aus Micrococcus lysodeikticus durch D. HEr-
BERT und A. J. PINSENTZ Diese Bakterienkatalase be-
sitzt ein Molekulargewicht von 226 000 bis 248000 und
einen Hamingehalt von 1,05 bis 1,15%,, sie ergibt also
ahnliche Werte wie die tierischen Katalasen; sie weist
die Biliverdinkomponente #nicht auf und besitzt eben-
falls die hohe Aktivitit von 90000. Die Annahme er-
scheint daher berechtigt, daB in den Katalasen mit der
Aktivitdt 90000 alle vier Hamatingruppen als gleiche
Eisenkomplexe des Protoporphyrins vorhanden sind.

Katalasen pflanzlichen Ursprungs scheinen viel we-
niger aktiv zu sein; so besitzt elektrophoretisch ein-
heitliche Kiirbiskatalase eine Aktivitdt von nur etwa
10003, Wahrscheinlich unterscheidet sich ihre Protein-
komponente erheblich von jener der bisher kristal-
lisiert erhaltenen Katalasen.

Der Stickstoffgehalt der Proteinkomponente der
Pferdeleberkatalase ist von K. AGNER zu 16,89, be-
stimmt worden?. Uber die Zusammensetzung dieses
Proteins aus seinen Bausteinen haben H. THEORELL
und A. Akeson® eingehende Untersuchungen durch-
geftihrt und vor allem den Gehalt an Histidin (3,87%,),
Arginin (7,72%,) und Lysin (7,70%) festgestellt, so daB
auf ein Fe 16 Mol Histidin, 27 Mol Arginin und 32 Mol
Lysin treffen; diese Werte entsprechen allen «Berg-
mann-Zahlen», die sich als 2%-3" ausdriicken lassen.
Auch Cytochrom ¢ und die Meerrettichperoxydase
scheinen in ihrem Gehalt an Aminosduren mit der
BERGMANN-NIEMANNschen Frequenztheorie iiberein-
zustimmen.

In den Katalasen ist das Eisen in der dreswertigen
Form gebunden, womit {ibereinstimmt, daB ihr Spek-
trum dem des Methdmoglobins dhnlich ist®. L. Mi-
cHAELIS und S. GranNick? sowie H. THEORELL und
K. AcNeR® konnten diese Auffassung durch Messun-
gen der Suszeptibilitit an Rinder- bzw. Pferdeleber-
katalase bestitigen.

D. KemN und E. F. HARTREE? haben den Wir-
kungsmechanismus der Katalase unter Annahme eines

1 R. K. BonnIcHSEN, Arch. Biochem. 12, 83 (1947),
2 D. HerserT und A. J. Pinsent, Nature 160, 125 (1947).
3 L. EMpEN, Festschrift A. Storr, S. 453, Basel 1847,
4 K. AGNER, Ark. Kemi Mineral. Geol. 16, A, n:o 6 (1942).
5 H. TurorerLL und A. Arrson, Ark. Kemi Mineral. Geol. 16, A,
n:o 8 (1942).

S D, Kemwin und E. F. HArTREE, Proc. Roy. Soc. London B, 121,
174 (1936).

7 L. MicuagLis und S. GRANICK, Science 94, 285 (1941); J. gen.
Physiol, 24, 825 {1041).

8 H. Tarorert und K. AcNER, Ark. Kemi Mineral. Geol. 18, A,
nio 7 {1942).

9 D. Kemax und E, F, HarTreE, Proc. Roy. Soc. London B, 24,
397 (1938).
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Valenzwechsels des Eisens zu erkliren versucht, doch
konnten H. THEORELL und K. AGNER? bei der Nach-
arbeitung der Versuche von Kemwin und HARTREE
deren Versuchsergebnisse nicht bestiitigen. J. B. Sum-
NER? schlug dann als Modifikation &lterer Theorien
von F. HABeRY, von H. von EuLer? und von L. Lik-
BERMANN®, unter Annahme stets dreiwertigen Eisens
die folgende Formulierung vor:

Fe—OH + H,0, = Fe—O0—-0OH + H,0 (1)
Fe—OOH + H,0, = Fe—OH + H,0+ 0, (2)

Doch haben erst die neuesten Arbeiten von H. THEO-
RELL® und seinen Mitarbeitern? Licht in den Wirkungs-
mechanismus der Katalasereaktion hineingebracht und
gezeigt, daB diese bei sehr geringen und bei groBeren
Hydroperoxydkonzentrationen verschieden verlduft.
Durch Beobachtung der Anderung der Lichtabsorption
in einer Kapillare nach der Methode von HARTRIDGE,
RoucHTON, MILLIKAN, in der eine Losung von Kata-
lase mit einer sehr verdiinnten H,O,-Ldsung sich
mischen und mit erheblicher Geschwindigkeit (10 m
in der Sekunde) vorbeiflieBen, gelingt es, bei einer
Katalasekonzentration von etwa 4 u Mol/l an ein Addi-
tionsprodukt von Katalase und Hydroperoxyd nach-
zuweisen, in dem auf 4 Atome Fe nur 1 Mol HyO, trifft
und welches das Eisen dreiwertig enthilt. Wie bei der
Peroxydase erhélt man also gemiB der untenstehen-
den Gleichung (1) auch bei der Katalase mit H,0, nied-
riger Konzentration ein griines Addukt, das iiber eine
kurze Zeit bestindig ist.

Bei Gegenwart eines Alkohols, z.B. Methanol, rea-
giert dieses Addukt nach Gleichung (2): es oxydiert
den Alkohol zum Aldehyd unter Riickbildung der
Katalase; der Vorgang ist der einer Peroxydasereak-
tion. Nur die Verbindung der Katalase mit 1 H,O,ist
relativ bestindig; trifft auf 4 Eisenatome mehr als ein
Mol Hydroperoxyd, so verlauft die Reaktion nach
Gleichung (3) oder (4) und es wird Sauerstoff «explo-
sionsartig» in Freiheit gesetzt.

HOFe - FeOH HOFe - FeOOH (1)
- . 4+ H O . . +H,0

HGOFe - FeOH HOFe - FeOH

HOFe - FeOOH HOFe - FeOH (2)
- . -+ CH,OH-> . . +CH,0+ H,0

HOTFe - FeOH HOFe - FeOH

HOFe - FeOOH HOFe - FeOH 6( {3)
: : + HyOp> : ‘ + Oy H,0

HOFe - FeOH HOFe - FeOH

1 H. Tueorerr und K. AGNER, Ark. Kemi Mineral. Geol. 16, A,
n:o 7 (1942).

2 1. B. SumMNER, Adv. in Enzymology 7, 163 (1941).

3 F. HABER, Z. anorg. Chem. 18, 40 (1898).

4 H.v.EuLEeg, Ref. WienpEMANN, Beiblitter 24, 949 (1900). - VgL
G. Brepic und K. Ikepa, Z. phys. Chem. 37, 1 {1901},

5 L. LIEBERMANN, Arch. ges. Physiol. 104, 119 (1904},

§ H. THEORELL, Gastvortrag v. d. Schweiz. med. biol. Ges., Genf
1947; 1. c., S. 19, Fufin. 2, Kol. rechts.

7 B. Cuance, Acta chem. Scand. 7, 235 (1947).
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HOFe - FeOOH HOFe - FelOJOH (4)
. . 4 Hy 0> . . I +H,0
HOFe - FeOH HOTe - FeOOH

Die neueste Formulierung von H. THEORELL be-
leuchtet die Funktion der Katalase lebender Organe
in neuartiger Weise. Bei den biologischen Oxydations-
vorgiangen entsteht Hydroperoxyd immer nur in sehr
geringer Konzentration. Die Katalase ist andererseits
in so groBen Mengen vorhanden (in der Leber z.B.
4 bis 5 g), daB nur ein Addukt gemiB Gleichung (1),
wo auf 4 Fe-Atome ein H,0, trifft, entstehen kann.
Dieses setzt nicht Sauerstoff in Freiheit, es ist ein
kraftiges Oxydationsmittel und dient in gleicher Weise
wie die Peroxydase Oxydationsvorgingen. Die H,0p-
Konzentration, die zur Bildung von Addukten gemiB
Gleichung (3) und {4) notig wiire, wird in lebenden Or-
ganen praktisch nie erreicht. Mit dieser Auffassung
von der biologischen Funktion der Katalase als Oxy-
dationsferment steht auch ihr ubiquitires Vorkommen

Jin relativ groBen Mengen im Einklang.

Im Hinblick auf die betrdchtliche Erweiterung und
Vertiefung unserer Kenntnisse iiber Oxydationsen-
zyme ist es nicht uninteressant, auf die Problemstel-

lung zuriickzugreifen, wie sie R. WILLSTATTER! ge-
g g

rade vor 30 Jahren in der ersten Arbeit iiber Peroxy-
dase einleitend formuliert hat. Es sei noch vorausge-
schickt, dafl damals, wie sich der Verfasser aus einer
Diskussion zwischen Fri1z HABER und R. WILLSTAT-
TER wohl erinnert, es noch umstritten war, ob Enzyme
iiberhaupt chemische Individuen seien, oder ob die
biologische Katalyse auf Grund bestimmter physikali-
scher Zustinde, z.B. von Oberflichen kolloider unspe-
zifischer Substanzen zustande komme. Die Einleitung
zu der erwihnten Arbeit von WILLSTATTER lautet wie
folgt:

«Am DBeispiel der Peroxydase aus Meerrettich begin-
nen wir den Versuch, durch Verbesserung der Herstel-
lungsmethode den Reinheitsgrad eines Enzympréparates
mehr und mehr zu steigern, um es schlie8lich der ana-
lytischen Untersuchung zuginglich zu machen. Auf die-
sem Wege ist in erreichbarer Nihe die Entscheidung zu
suchen, ob ein bestimmter Stoff, eine einzige Verbin-
dung, die enzymatische Funktion trigt oder ein System
verschiedener zusammenwirkender Verbindungen. Fer-
ner betrifft eine der ersten Fragen die Zugehirigkeit
eines Metalls in organischer Bindung zu dem Enzym; es
wird sich auf analytischem Wege ergeben, ob, wie man
schon vermutet hat, Eisen in komplexer Bindungsweise
an der Zusammensetzung des Enzyms teilhat. In wei-
terer Ferne liegt das Ziel, die besonderen, leicht ver-
dnderlichen Atomgruppen zu bestimmen, die an der en-
zymatischen Funktion wesentlichen Anteil haben, sei es
durch eigene Reaktion oder durch die Bindung eines
mit Additionsvermogen ausgezeichneten Metallatoms.»

Mit bemerkenswerter Prézision hat WILLSTATTER
schon damals im Hinblick auf das Eisen die Fragen
aufgeworfen, die auf Grund der neuesten Untersuchun-

1 R. WILLSTATTER und A, StoLt, Liebigs Ann. Chem. 416, 21
{1018).
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gen an kristallisierten Enzymen bejaht worden sind.
Im Grunde genommen wohnt die vielfiltige Reak-
tionsfihigkeit, wie sie bei den Hidmoproteiden in Er-
scheinung tritt, schon dem Eisenion inne. Durch die
komplexe Bindung im Porphinkern tritt sie indessen
deutlicher zutage. Aber erst die Bindung des Eisen-Por-
phin-Komplexes mit spezifischen Proteinen steigert sie
ins Ungeheure und gibt ihr die Richtung, in der das
Eisen als Bestandteil spezifischer* Fermente zu reagie-

ren vermag.
Summary

This survey on the chemistry of the hemins gives an
account of the work of M. NEnckl, F. HoprpE-SEYLER,
Q. Piroty, R. WILLSTATTER, W. KUsTER, H., FISCHER,
and other research workers, including the synthesis of
hemin as carried out by H. FiscHER. As the interest of
the biologists is especially directed towards the genuine,
biologically active complexes containing hemin or re-
lated compounds, an attempt has been made to describe
the various kinds of hzmin-containing complexes, such
as hemoglobin, myoglobin, cytochromes, peroxidases
and catalases from a point of view elucidating not only
their common structural principles but also the varia-
tions in their functions resulting from the small but
essential differences in structure. The term ‘' hemopro-
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teids’’ is suggested for these complexes, Due praise is
given to the work of H. THEoRELL and others, and, in
the light of the most recent theories of this Swedish
biologist, the mode of action of the hemoproteids of
biological interest is discussed from a general point of
view,
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Dans ce numéro et les suivants paraitront les conférences prin-
cipales présentées 3 la Société suisse de biologie médicale lors de
la 127me Assemnblée générale de la Société helvétique des sciences
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In diesem und in den folgenden Heften erscheinen laufend die vor
der Schweizerischen Medizinisch-Biologischen Gesellschaft in Genf
am 31. August 1947 (anldBlich der 127. Generalversammlung der
Schweizerischen Naturforschenden Gesellschaft) gehaltenen Haupt-
referate zum Thema: Lie Rolle der Hamine in der Biologie.

In questo ¢ nei prossimi numeri saranno pubblicate le confe-
renze principali tenute in seno alla Societd Svizzera di Biologia
Medica, Ginevra, 31 agosto 1947 (in occasione della 1272 Riunione
Generale della Societd Elvetica di Scienze Naturali), sul tema:
L’importanza delle emine nella biologia.

In this and the following numbers the principal lectures held
before the Swiss Socicty for Biology and Medicine in Geneva, August,
1947, during the 127th General Assembly of the **Schweizerische
Naturforschende Gesellschaft’® will be published consecutively, the
subject of these lectures being “‘The role of hemins in biology ™.
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the opinions expressed by their correspondents.

Note sur Panalyse discriminatoire

Introduction. Parmi les méthodes de la statistique
mathématique moderne, 'analyse discriminatoire est
appelée A rendre d’importants services aux sciences na-
turelles. Elle permet en eifet de faire des distinctions
entre différents groupes en se basant sur un ensemble
de mesures faites sur des individus et ensuite de classer
facilement un individu, rencontré ultérieurement, dans
un des groupes déja déterminés. La méthode a été em-
ployée en premier par M. BARNARD! sur la suggestion
de M. R, A. Fisaer?; elle consiste en ceci:

On fait un certain nombre de mesures sur des individus
répartis en différents groupes, ces groupes correspondant
4 une classification suivant une qualité particuliére (par
exemple le lieu de découverte). On cherche en premier
si chacune des mesures prises individuellement est suf-
fisante pour établir une discrimination entre les diffé-
rents groupes de maniére a pouvoir classer dans l'un des
groupes un nouvel individu. On constate souvent que
chaque mesure prise individuellement est insuffisante et
que ’on doit considérer simultanément toutes les me-
sures pour établir une discrimination valable entre les
différents groupes. Pratiquement le probléme consiste

1 M. M. BArNARD, Ann. Eugenics 6, 352 (1934/35).
2 R. A. FisHER, Ann. Eugenics 8, 376 (1937/38).

& chercher une fonction X qui tienne compte de toutes
les mesures envisagées comme variables et qui varie
significativement lorsque I'on passe d’un groupe 4 I'autre,

Par exemple des observations faites par M. MorGEN-
THALER! et ses collaborateurs & la station d’essai du
Liebefeld (section pour les maladies des abeilles) ont
montré que les abeilles portent certains parasites se
répartissant en différents groupes suivant la partie du
corps de l'abeille ou ils s¢journent; deux mesures furent
effectuées sur ces parasites {longueur du tarse d’un
membre déterminé et distance entre les stigmates).
Chacune de ces mesures prise individuellement était in-
suffisante pour établir une discrimination entre les
groupes, cependant M. LINDER? a pu les distinguer en
considérant U'ensemble des mesures.

Méthode générale. La méthode suivante permet de ré-
soudre le probléme dans le cas général.

Soit j* groupes désignés par 4, chaque groupe con-
tenant +* individus désignés par ¢ (nombre total d’indi-
vidus i* j*). On fait sur chaque individu /* mesures dé-
signées par /, le résultat de la mesure / sur I’individu 4
étant 1x;,. On cherche 4 former une fonction linéaire
entre les / mesures

1 O. MORGENTHALER, Rev. suisse Zool. 41, 429 (1934).
2 A. LINDER, Beih. schweiz. Bienen-Ztg., Heft 15, Februar 1947.



