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46, Rudolf Lemberg, David B. Morell, William H. Lockwood.

Maureen Stewart und Barry Bloomfield: Spektrophotometrische

Bestimmung der Hamin-a-Derivate (Cytochromoxydase und Cytochrom a)
in tierischen Geweben

[Aus dem Institut fiir medizinische Forschung, Roval North Shore Hospital,
Sydney, Australien])

(Eingegangen am 27. September 1955)
Herrn Professor Freudenberg zum 70. Geburtstage gewidmet

Der Gehalt verschiedener tierischer Gewebe an Cytochromoxydase
und Cytochrom a kann durch spektrophotometrische Bestimmung
des fast verlustlos und in spektroskopisch nahezu reiner Form extra-
hierbaren Porphyrins a erfaBt werden. In den Organen der Ratte
ist der Gehalt an Hamin a proportional der Gewebsatmung und dem
Cytochrom-c-Gehalt.

Es ist oft wiinschenswert, ein Enzym (oder eine Gruppe naheverwandter
Enzyme) nicht nur durch Bestimmung enzymatischer Aktivitdt, sondern auch
durch die chemische Bestimmung einer charakteristischen Gruppe quantitativ
zu erfassen. Dies ist von besonderem Imteresse fiir Enzyme, die in organi-
sierten Partikelsystemen der Zelle so fest eingebaut sind, daB sie sich nicht
ohne Verinderung ihrer Aktivitit loslosen lassen, und deren Bestimmung
durch enzymatische Aktivitit in den Geweben daher besondere Schwierig-
keiten bietet. Cytochromoxydase (Cytochrom a,) und Cytochrom a finden sich
in den Mitochondrien tierischer Zellen in dieser Form, zusammen mit den
Cytochromen b, ¢, e und anderen Enzymen. Die quantitative Trennung und
Isolierung der Cytochrome selbst mull aussichtlos erscheinen, und auch die
direkte spektroskopische Bestimmung in der Zelle ist ein Problem, das nur
mit sehr komplizierter Technik und unter Heranziehung von gewissen
unbewiesenen Annahmen teilweise gelost werden kann.

Die Zellcytochrome (und andere tierische Zellhdémoproteine) enthalten da-
gegen nur zwei lipoidlosliche Zellhdmine, ndmlich Protohémin und Hédmin a.
Das letztere ist, wie wir gezeigt haben?), die eisénfreie prosthetische Gruppe
von beiden Cytochromen, a und a;. Das zu l6sende Problem ist daher erstens
die quantitative Extraktion der Zellhdmine aus den Gewebcn, und zweitens
die quantitative Trennung der beiden Himine, entweder direkt, oder nach
TUmwandlung in die entsprechenden Porphyrine. Wenn die spektroskopischen
Eigenschaften der beiden Hémine in reiner Form bekannt sind, sollte schlieB3-
lich ihre spektrophotometrische Bestimmung im Gemisch ohne Trennung
moglich sein; vorerst erfordert aber eine solche Methode noch weitere Er-
forschung der optimalen Bedingungen. Sie ist auch erst méglich, nachdem
die Trennung der Porphyrine bewiesen hat, dafl keine anderen Hamine vor-
handen sind, und da8 sich sekundire Verinderungen, insbesondere von Hi-
min a, vermeiden lassen. Die Hiémine lasscn sich zwar mit einer ziemlich

1) R. Lemberg, Nature [London]172,619 [1953]; Suomalaisen Tiedeakatemian
Toimituksia [Ann. Acad. Sci. fennicae], Sarja A. II., Chemica, No. 8 [1955].
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langwierigen Methodik2) weitgehend trennen, doch sind nach unseren Erfah-
rungen?®) die Ausbeuten nur klein. M. Morrison und E. Stotz%) haben
kiirzlich tiber eine Trennung von Protohdémin und von zwei Kompo-
nenten des Himins a durch Chromatographie an Kieselsduregel berichtet.
Thr Ausgangsmaterial war ein Cytochromoxydase-Praparat, das sich nicht
quantitativ aus Herzmuskel isolieren laBt. Wir konnten mit ihrer Me-
thode weder eine Trennung von Protohamin und Hémin a in Extrakten
der Hiamine von Herzmuskel, noch eine Trennung von reinem Hiémin a in
zwei Komponenten erzielen.

Dagegen gelingt die quantitative Trennung der freien Porphyrine leicht
mit der Salzsiure-Ather-Methode von Willstdtter. Es ist nur notwendig,
sekunddre Verinderungen des Porphyrins a bei der Entfernung des Eisens
sorgfiltig zu vermeiden (siche Versuchsteil). Die sehr charakteristischen Ab-
sorptionskurven der Porphyrine erlauben es, sekundire Verinderungen viel
leichter zu erkennen, als das mit den weniger charakteristischen Absorptions-
kurven der Hamine moglich wire. Solche Verédnderungen setzen nicht nur
die Ausbeute an Porphyrin a herab, sondern lassen sich auch qualitativ fest-
stellen. Abgesehen von dem Auftreten eines neuen Porphyrins (Kryptopor-
phyrin a) in wechselnden Mengen, das sich durch Salzsiurefraktionierung
leicht entfernen laBt, zeigt auch das. Porphyrin in der Porphyrin-a-Fraktion
dann Zeichen einer Verdnderung, bemerkbar durch eine Verringerung des
Maximums III relativ zum Maximum IV im Absorptionsspektrum der Ather-
16sung. Beide Veranderungen lassen sich durch Einhalten der im Versuchs-
teil beschriebenen Methode weitgehend vermeiden, obwohl vorerst noch nicht
in allen Geweben.

Die Methode unterscheidet sich von der bereits beschriebenen®) durch die
vollstindigere Entfernung von Lipoiden und gelben Farbstoffen vor der
Extraktion der Himine. Sie gibt zwar fiir Herzgewebe nur ein wenig hdhere
Porphyrin-a-Werte als die friihere, hat aber zwei andere Vorteile. Erstens
werden alle Trennungen und Waschungen sehr erleichtert durch die Ent-
fernung stark emulgierender Substanz. Zweitens enthiilt die #therische Lo-
sung, die nach Entfernung der anderen Porphyrine zuriickbleibt (Porphyrin-a-
Fraktion), ein spektroskopisch reineres Porphyrin a, und dies ist von beson-
derer Bedeutung fiir die Bestimmung in Geweben, die weniger Hamin a ent-
halten und aus denen sich Porphyrin a schwerer rein isolieren laBt als aus
Herzmuskel.

Porphyrin a hat in ither. Losung folgende Absorptionsmaxima: I 647
11 583 III 558.5 IV 517 V 412 my,, mit den relativen Extinktionen I:I1:III:
IV:V =0.175:1.15:2.1:1:18. Fiir die Konzentrationsbestimmung verwenden
wir die hochste Absorptionsbande im sichtbaren Gebiet und benutzen als
spezif. Extinktion (¥, 0.1%, 1 cm) den Wert 20. Priparate dieses Reinheits-

2) M. Kiese u. H. Kurz, Biochem. Z. 325, 299 [1954].

) R. Lemberg u. M. Stewart, Austral. J.exp, Biol. med. Sci. 83, 451 [1955].

4) J. biol. Chemistry 213, 373 [1955].

%) Siehel. ¢.2) und R. Lemberg, B. Bloomfield, P. Caiger u. W. H. Lockwood,
Austral. J. exp. Biol, med. Sci. 83, 435 [1955].
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grades wurden mit der von uns anderswo beschriebenen Methodik?!.2) regel-
méBig erhalten. Diese Priaparate sind aber noch amorph, und es ist wahr-
scheinlich, daB3 die spezif. Extinktion des reinen Porphyrins a, das wir jetzt
in geringen Mengen gut kristallisiert erhalten haben, noch etwas héher ist.
Mit der neuen hier beschriebcnen Methodik als erste Stufe der Isolierung
wurden kiirzlich Priparate mit €= 2223 erhalten. Es ist daher moglich,
daB die in Tafel 1 und 2 angegebenen Porphyrin-a-Konzentrationen der Ge-
webe etwas zu hoch sind, aber geringe unvermeidbare Verluste bei der Iso-
lierung gleichen diesen Faktor wahrscheinlich aus.

Die Messung der Extinktion bei 517 mp. (Bande IV) und des Verhiltnisses
€558/€517 (B III[/IV) gibt eine Kontrolle des Reinheitsgrades von Porphyrin a.
Selbst geringe Mengen (109,) von Protoporphyrin oder Kryptoporphyrin a
wiirden dieses Verhiltnis von 2.1 auf 1.75 bzw. 1.86 herabsetzen.

Wie Tafel 1 zeigt, enthdlt die mit der neueren Methode erhaltene Por-
phyrin-a-Fraktion des Rinderherzens spektroskopisch reines Porphyrin a
(RIII/IV >2), wihrend R ITI/IV der mit der #lteren Methode isolierten
Fraktion etwas geringer war (1.86 4- 0.07).

Die chromatographische Reinigung?®) durch eine Saule von Cellulosepulver (Genuine
Whatman Cellulose Powder, Standard Grade, Balston Ltd.) fiihrt bei beiden Losungen
zu spektroskopisch reinem Porphyrin a, doch sind die Verluste fiir Porphyrin-a-Roh-
losungen mit kleinerem R III/IV groBer. Dasselbe gilt auch fiir eine Reinigung durch
Extraktion des Porphyrins mit 20-proz. Salzsiure und Wiedereintreiben in frischen
Ather. Solche Porphyrin-a-Fraktionen mit niedrigem R III/IV werden nun oft aus
anderen Geweben mit kleinerem Porphyrin-a-Gehalt erhalten, und auch aus Herzmuskel,
wenn nur kleinere Mengen zur Anwendung kommen (s. Tafel 2). In solchen Fillen gibt
die Bestimmung nach Salzsiureextraktion oder Chromatographie einen Minimalwert. Die
Tafeln zeigen, daB die Abweichung dieser Werte von den aus der Rohlésung berechneten
klein ist, besonders wenn der unvermeidbare Verlust (5—109%, fir die Salzsiurefraktio-
nierung und 10—159%, fiir die Chromatographie reinen Porphyrins a) beriicksichtigt wird.
In einigen Geweben, z.B. Rinderleber und -niere ist jedoch R III/IV der Porphyrin-a-
Fraktion viel kleiner (vergl. Tafel 1) und auch die Salzsiureextraktion ergibt kein reines
Porphyrina. In solchen Losungen lassen sich oft weder Protoporphyrin noch Krypto-

Tafel 1. Hamin a der Rinderorgane

! Himin a f ! Mol

| wMolkg | RIIINIV | 1 Mol /kg | R III/IV e
Herzmuskel \ ' 53 2.9 (2.5)
neuere Methode 154 2.02 131Y) 2.20
altere Methode 132 1.86 961) 2.04 |
Niere ........ | 55 | 136 | 11 | 160 | 12 48 (14)
Leber ........ 11 1.0 457 | 134 || 4 2.7 (L.1)
Skelettmuskel . |  — — 185y | 188 | 18 | . (105)

1) durch Chromatographie. ) durch Salzsiureextraktion.

3) Der erste Wert bezieht sich auf den Himin-a-Gehalt der Porphyrin-a-Fraktion, der Wert in Klammern
auf den Minimalwert des Porphyrins a nach weiterer Reinigung (ohne Berlcksichtigung der Verluste).
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porphyrin a auffinden®). Weitere Untersuchungen miissen feststellen, ob solche Gewebe
ein andersartiges Porphyrin a enthalten, oder ob, was wahrscheinlicher ist, das Porphyrin
bei der Isolierung aus diesen Geweben Verinderungen erleidet, die wir bei anderen Ge-
weben vermieden haben. ’

Ein Vergleich des Gehalts der Rattengewebe an Hémin a mit ihrer re-
spiratorischen Aktivitét (¢p,) und ihrem Cytochrom-c-Gehalt?) zeigt, daB

diese einander annéhernd proportional sind (Tafel 2). Die geringere Ausbeute

Tafel 2. Hiamin der Rattenorgane

Hamin a Cyto-
Porphyrin-a- nach weiterer @, |chrome Moi :
Fraktion Reinigung!) 0 1+ Mo}/ Ve;l/l:.zt)ms
u Mol/kg | RIII/IV | Mol/kg | R IIIJIV kg
Herzmuskel . . 192 1.75 169 1.95 ~325 149 1.3 (L.1)
Niere ....... 154 1.69 137 2.00 201 110 | 1.4 (1.25)
Leber ....... 65 1.60 50 1.91 ~10| 47 | 14 (1.1)
Skelettmuskel 24.5 1.70 15 1.94 6 29 | 0.85 (0.52)
1) durch Salzsiureextraktion. 2) siche Anm. 2) der Tafel 1.

an Porphyrin a aus Skelettmuskulatur ist wohl dem gréferen Verlust bei der
Isolierung aus diesem cytochrom-armen Gewebe zuzuschreiben. Beim Ver-
gleich der Himin-a-Gehalte der Herzen verschicdener Tiere erhilt man etwas
héhere Werte fir die Ratte, aber sehr dhnliche Werte fiir Rind, Schaf und
Schwein’). Der Cytochrom-c-Gehalt des Rinderherzens®) ist jedoch anschei-
nend geringer als der des Rattenherzens, so daB3 das Mol.-Verhiltnis Himin a /
Cytochrom ¢ im Rinderherzen gréBer ist. Diec Werte fiir den Himin-a-Ge-
halt von Rinderleber und -niere, die noch mit der dlteren Methode erhalten
wurden, sind nur provisorisch und wegen des niedrigen # ITI/TV und der
groBen Verluste bei weiterer Reinigung wenig verliBlich. 1m groBlen ganzen
zeigt sich aber auch in Rindcrorganen eine Parallelitit von Himin a und
Cytoehrom c.

Wir haben vorerst auf eine quantitative Messung des Protoporphyrins ver-
zichtet, da ihre Anwendung zur Bestimmung der Cytochrome b die quanti-
tative Entfernung anderer Himoproteine (Himoglobin, Myoglobin, Katalase)
erfordert. Unser Herzmuskelbrei enthielt etwa #quivalente Mengen von
Protohdmin und Hémin a.

Wenn diesc oder ahnliche chemische Methoden sich auch fiir andere Ge-
webe, Zellen und Zellpartikel als ausfiihrbar erweisen,so eréffnet sich ein
neuer Weg, die enzymatische Aktivitit der Oxydasen mit dem Gehalt an
Hémin a zu vergleichen. Die Frage nach der Natur der terminalen Oxydase in
verschiedenen Geweben und Zellbestandteilen kann dann direkt gepriift werden.

8) In einem Versuche mit Rinderniere enthielt dic Porphyrin-a-Fraktion einen Ester
des Protoporphyrins, der durch Hydrolyse mit starker Salzsiure in freies Protoporphyrin
iibergefiihrt wurde. Aber auch nach Entfernung des Protoporphyrins bleibt R ITI/IV noch
niedrig (1.6—1.8). ) i

?) D. L. Drabkin in ,,Haemoglobin®, herausgegeben von F. W. Roughtonu. J. C.

Kendrew, Butterworth Scientific Publications, S. 35 [1949].
) R. Junowicz-Kocholaty u. T. R. Hogness, J. biol. Chemistry 129, 569 [1939].
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Beschreibung der Versuche

Vorbehandlung der Gewebe: Die Gewebe werden nach grober Entfernung von
Binde- und Fettgewebe mit der Fleischmaschine gemahlen, oder wenn nur kleine Mengen
zur Verfiigung stehen, ganz fcin zerschnitten. Die Analyse erfordert nur 5—10 g frisches
Herzgewebe oder 10-100 g anderer Gewebe. Nach Entfernung eines aliquoten Teils fiir
die Trockengewichtsbestimmung wird der Gewebsbrei zur Entfernung des Hamoglobins
mit kaltem dest. Wasser gewaschen. Bei Leber ist es notwendig, die Waschfliissigkeit
nach Einstellung des pg auf 5.5 zu zentrifugieren und das Sediment der Hauptmenge
des gewz schenen Gewebes wieder zuzufiigen. Der gewaschene Brei ist bei —15° lange haltbar.

Der (Gewebsbrei wird nun zur Entfernung von Fettsubstanzen und gelben Farbstoffen
abwechselnd mit einem Gemisch aus 80 Vol - Tln. methanolfreiem Aceton und 20 Vol.-
TIn. Wasser und mit peroxydfreiem Ather solange extrahiert, bis die Fliissigkeit fast
farblos bleibt, und schlieBlich wieder mit 80-proz. Aceton gewaschen. Die Hauptmenge
der iiberstehenden Lésung kann dekantiert werden, der Rest wird durch kurzes Absaugen
auf der Nutsche entfernt. Eine Herabsetzung des Wassergehalts des Acetons fiir diese
Vorbehandlung wie fiir die Hamin-Extraktion fithrt zu weniger reinem Porphyrin a in
schlechterer Ausbeute.

Extraktion der Himine: Die Hamine werden nun mit eiskaltem 80-proz. Aceton,
dem pro I 20 ccm konz. Salzsaure zugefiigt werden, im Eisschrank extrahiert. Gewdhn-
lich geniigen zwei Extraktionen iiber Nacht mit je 20 ccm Extraktionsfliissigkeit fir je
10 g frischen Gewebes. Die Extrakte werden bei —15° aufbewahrt und wenn nétig durch
Faltenfilter klar filtriert. Die Himine werden mit 1-proz. Salzsiure in Ather iibergefiihrt
und das Aceton durch griindliches Waschen mit der verd. Salzsiure entfernt.

Uberfiihrung der Himine in Porphyrine und Isolierung des Porphyrinsa:
Die ather. Losung der Hamine wird i. Vak. zur Trockne gebracht. Der Riickstand wird
sofort in 5—10 cem Eisessig (fiir die Hamine aus 10—100 g frischen Gewebes) gelost und

dem EnteisenungsprozeB8 unterworfen.

Lingeres Erhitzen der Himine in Eisessig und ein groBer UberschuB von Eisen(I1)-acetat beeintrichtigen
Ausbeute und besonders Reinheitsgrad des Porphyrinsa. Die ubliche Eisen{II)-acetat-Salzsiure-Methode wurde
daher modifiziert. Da Eisen(11)-acetat schwer zu dosieren ist, verwenden wir Eisen(II)-sulfat.

Zuerst filgten wir Natriumacetat der Eisessiglosung der Himine zu, und schlieSlich, nach kurzer Einwirkung
von Eisen(11)-sulfat, die Salzsfure. Dic Reaktion geht aber ebenso rasch ohne Anwendung von Natriumacetat, und
Eisen(II)-sulfat und Salzsfure knnen zusammen zugeliigt werden.

Die Eisessiglosung der Hamine wird durch Eintauchen in ein kochendes Wasserbad
in einem Kohlensiurestrom rasch auf 80° erhitzt. Zu je 5 ccm wird dann eine Mischung
von 0.2 ccm einer 5-proz. Losung von FeSO,-7H,0 und 0.2—0.3 ccm konz. Salzsiure
zugefiigt. Die Farbe schligt sofort nach Purpur um, und die Reaktion ist in etwa !/, Min.
vollendet. Die Losung wird sofort unter flieBendem Wasser abgekiihlt und in eine Mi-
schung von 50100 ccm Ather und verd. Natriumacetatlosung im Schiitteltrichter ein-
getragen. Die wiBr. Phase wird noch einmal mit ein wenig Ather extrahiert und der Eis-
essig durch griindliches Waschen der Atherphase, zuerst mit verd. Natriumacetatlosung,
dann mit dest. Wasser entfernt.

Zwei- bis dreimaliges Ausschiitteln mit 5-proz. Salzsiure entfernt das Protoporphyrin;
die letzten Reste von Protoporphyrin und die kleinen Mengen von Kryptoporphyrin wer-
den mit 8-proz. Salzsiure extrahiert. Unter diesen Bedingungen bleibt das Porphyrin a
quantitativ in der Atherlosung.

Spektrophotometrische Bestimmung: Die &ther. Losung wird nach Messung
des Volumens in geschlossenen I-cm-Rohren des Spektrophotometers — wir verwenden
das Uvispek Photoelectric Spectrophotometer von Hilger — bei 558 my. und bei 517 mp
gemessen. Die Messung der héchsten Bande im sichtbaren Gebiet bei 568 my gibt die
Konzentration an Porphyrin a. Diese berechnet sich in mg pro kg Trockengewicht als
1000 v €45,/20 g, wenn g das Trockengewicht des extrahierten Gewebes in g, » das Volumen
der Porphyrin-a-Fraktion in cem und ey die optische Dichte der Losung bei 5568 mp
in 1 em Schichtlinge bedeuten. Der Wert 20 ist der der spezif. Extinktion (siche oben).
Bei der Berechnung der molaren Konzentration wurde fiir das Porphyrin ein Mole-
kulargewicht von 780 angenommen.
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Zur Bestimmung des Reinheitsgrades des IPorphyrins a wird die Extinktion bei 517 my
gemessen und das Verhiltnis ey4/c;,, (R III/IV) berechnet. Mit groBeren Mengen von
Herzmuskelgewebe erreicht dieses Verhiltnis den Wert fiir reines Porphyrin a (2.1-2.3).
Mit kleineren Mengen und mit anderen Geweben von niedrigerem Hamin-a-Gehalt ist
dicser Reinheitsgrad nicht immer zu erreichen. Das Maximum IIT ist dann 1-2 my,
das Maximum IV 3—4 my nach Blau verschoben. Die Ergebnisse weiterer Reinigung
durch Extraktion mit 20-proz. Salzsiure aus Ather und Wiedereintreiben in frischen Ather
durch gradweises Neutralisieren mit festem Natriumhydrogencarbonat (zuletzt unter
Zufiigung von verd. Phosphorsiure) oder durch Chromatographie an Cellulosepulver-
sidulen, zeigen, dai auch Porphyrin-a-Fraktionen mit R III/IV 1.6-1.8 noch geniigend
exakte Werte geben.

46. Burckhardt Helferich und Konrad Weis: Zur Synthese von
Glucosiden und von nicht-reduzierenden Disacchariden?
[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn]
(Eingegangen am 28. Scptember 1955)

In Erinnerung an die gemeinsamen Jahre in Berlin und die seitdem 45 Jahre bestehende
Preundschaft, Karl Freudenberg zu seinem 70.Geburtstag gewidmet von B. Helferich

Es werden Orthoester-Derivate der Glucose beschrieben. Die
Synthese von Glucosiden wird verbessert, ebenso die Synthese nicht-
reduzierender Disaccharide vom Trehalose-Typ.

Die Umsetzung von Acetohalogenosen mit Alkoholen oder Phenolen unter
Zusatz von Aminbasen, vorwiegend tertidren Basen, zu Glykosiden ist schon
lange bekannt. Die Ausbeuten lassen aber meist zu witnschen iibrig, ein Hin-
weis auf andere Moglichkeiten des Reaktionsverlaufs. Dabei spielen die Ent-
stehung von Orthoester-Derivaten2) und von Ketenacetalen?) eine Rolle,
ebenso Acetylwanderungen, die sogar intermolekular erfolgen kénnen.

Benzoylreste sitzen am Zucker fester als Acetylreste; auBerdem ist die Bil-
dung von Ketenacetalen bei Benzoyl-zuckern nicht méglich. Es wurde daher
Benzobromglucose mit Alkoholen bei Gegenwart von Kollidin als einer am
Stickstoff sterisch behinderten tertiiren Base umgesetzt.

Dabei werden hier bei Verwendung von Methanol und Benzylalkohol
in erster Linie Orthoester-Derivate gebildet, so wie dies fiir die Umsetzung von
Acetobromglucose mit Isopropylalkohol schon einige Zeit bekannt ist3). Die
in dieser Arbeit beschriebenen Substanzen, die 3.4.6-Tribenzoyl-1.2-[«-me-
thoxy-benzyliden]-glucopyranose (I) und die entsprechende Benzyloxybenzy-
liden-Verbindung (II), sind nicht kristallin, unterscheiden sich aber deutlich
von den echten Pyranosiden. Wie alle Orthoester-Derivate sind sie sehr
empfindlich gegeniiber Séuren und werden, bei Gegenwart von Wasser, durch
diese schon nach wenigen Minuten hydrolytisch gespalten. Alkoholisches
Alkali spaltet auch in der Hitze nur drei Benzoylreste ab.

1) Siehe Dissertat. K. Weis, Bonn 1955.

?) H. L. Frush u. H. S. Isbell, J.Res. nat. Bur. Standards 27, 413 [1941]; K.
Freudenberg u. H. Scholz, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1969 [1930].

%) Dissertat. A. Doppstadt, Bonn 1953. R. Helferich, A. Doppstadt u. A. Gott-
schlich, Naturwissenschaften 40, 441 [1953].





