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Karl Zeile: flber Cytochrom. 
[Vortrag, gelialten in der Sitzuxig der Deutschen Chemischen Gesellscliaft am 

19. April 1943; eingegangen mi 10. Septeinber 1943.1 

Bei der Erforschung der biologischen Oxydationsvorgange stand ininier 
am Anfang die Frage: Wie ist es moglich, daB der Organisnius unter den 
ihni gemailjen Reaktionsbedingungen die Oxydation der Nahrstoffe, z. B. der 
Kohlenhydrate zu Kohlensaure und Wasser, vollzieht, warend  dieselbe 
Reaktion in vitro unter nicht vergleichbaren Voraussetzungen und Erschei- 
nungen ablauft ? Die fruher gestellte Alternative, ob eine Aktivierung des 
Sauerstoffs oder des Substrats dafiir verantwortlich sei, ist heute der Er- 
kenntnis gewichen, daB auf dem Wege zwischen Substrat und Sauerstoff 
eine ganze Reihe von Redoxsystemen liegt, die sich nach MaBgabe der Lage 
ihres Potentials niiteinander ins Gleichgewicht setzen, wobei die Geschwindig- 
keit der Gleichgewichtseinstellung, die schlieljlich fur die Gesanitgeschwindig- 
keit nialjgebend ist, von der Konstitution der Redoxsysteme und ihrer spezi- 
fischen gegenseitigen Abstimmung abhangt. Gleichzeitig wird daniit der 
Zelle die Moglichkeit gegeben, die bei der Verbrennung freiwerdende Energie 
in die fiir den Ablauf der Lebensvorgange geeignete Form umzuwandeln, 
denn sie verbrennt nicht Nahrstoffe, um allein Warme zu erzeugen, sondern 
tim Arbeit, namlich mechanische und chemische Arbeit zu gewinnen. 

A1 1 ge me i n e s ii b e r h a mi n h a 1 t i  ge  F e r m e n t  e. 
Fast alle aeroben Zellen besitzen ein Katalysatorsystem, dessen Koni- 

ponenten als gemeinsames Merkmal Wirkgruppen vom Bautyp des Blut- 
farbstoffs tragen. Die Kennzeichnung dieser Wirkgruppen wurde dadurch 
entscheidend erleichtert, daB sie die charakteristischen Absorptionsspektren 
der Blutfarbstoffabkommlinge aufweisen. Das ist besonders wichtig in An- 
betracht der kleinen Konzentrationen, in denen die Katalysatoren in der 
Zelle vorkommen; es handelt sich urn lo-* bis Mol je Gramm Trocken- 
substanz. 

Das erste dieser Permente und der Fermknte iiberhaupt, dessen prosthe- 
tische Gruppe erkannt wurde, ist das von W a r  b u r g  entdeckte sauerstoff- 
iibertragende Ferment der Atmung. Hier gelang die Charakterisierung durch 
Aufnahme des Absorptionsspektrums als photochemiscbes Wirkungsspektrum 
auf Grund der lichtreversiblen Kohlenoxydhemmung der Zellatmung in der 
intakten Zelle, ohne daB es moglich ware, das Ferment iiberhaupt aus der 
Zelle abzutrennen. Beim Cytochrom, dessen spektroskopische Erscheinung 
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1925 von Kei l in ,  der auf altere Beobachtungen von MacMunn zuriickgriff, 
beschrieben wurde, ergibt sich die Zuordnung zu den Haniinderivaten ohne 
weiteres aus dem direkt beobachtbaren Absorptionsspektrum. 

Noch zwei weitere Fermente sind hier zii nennen: die Katalase, d s  
wasserstoffperoxydspaltende Ferment, das in allen aeroben Zellen vorhanderi 
ist, und dessen prosthetische Hamingruppe wir nach geeigneter Reinigung 
aus tierischen und pflanzlichen Praparaten freilegen konnten. Spater ist d a m  
derselbe Nachweis Kei l in  und Mann mit analoger Methodik an der hfeer- 
rettichperoxydase gelungen, dem Ferment, das die Oxydation gewisser 
Chroaogene mit Peroxydsauerstoff katalysiert. 

Wiihrend aber die Funktion der beiden letztgenannten Fermente im 
Oxydationsrnechanismus noch nicht genau zu unischreiben ist, insbesondere 
die Verbreitung der Peroxydase im Tierreich iiberhaupt noch nicht feststeht, 
ist man iiber das Zusammenwirken des sauerstoffiibertragenden Ferments 
und des Cytochronis und iiber die Bedeutung dieses Katalysatorsysterns fiir 
die Zellatmung gut unterrichtet. Insbesondere war es beim Cytochroni 
moglich, z. T1. verhaltnisrnaflig weit in die Koiistitutioii einzudringen. 

Zur  Chemie de r  Haminverb indungen.  
Die Grundlage hierfiir bildeten die Ergebnisse der umfassenden For- 

schungen H. F ischers  und seiner Schule in der Chemie der Pyrrolfarbstoffe. 
Einige fur das Verstandnis des folgenden unmittelbar wichtige Tatsachen 
aus diesem Gebiet seien hier vorweg kurz skizziert : 

Das Grundgeriist des Blutfarbstoffs und seiner Derivate ist das sog. 
Porphinsystern, das sich aus vier in a-Stellung verkniipften Pyrrol- bzw. 
Pyrroleninkernen zusammensetzt (vergl. I). Porphinderivate mit Seitenketten 
in den P-Stellungen der Pyrrolkerne bezeichnet man als Porphyrine ; von ihnen 
interessieren hier das Protoporphyrin (I), das dem natiirlichen Blutfarbstoff 
zugrunde liegt, ferner das Hamatoporphyrin (11), das als Ergebnis einer 
Wasserarilagerung an Stelle der beiden Vinylgruppen zwei Oxathylreste tragt 
und das Mesoporphyrin (III), in welchem die Vinylreste durch Reduktion 
in zwei Athylreste iibergegangen sind. 

clr, CHa 
I 

II0,C 
I 

COaH 

11, Hnrriatoporpliyrin. 

$113 

I, Ham. I I I, Mesoporph yrin. 

Als Ham bezeichnet man das Felr-Komplexsalz eiiies Porphyrins ; das 
in Formel I wiedergegebene Protoharn ist die eisenhaltige prosthetische 
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Gruppe des Hamoglobins, aus welcheni sie in der Regel in krystallisiertem 
Zustand. als Haniin abgeschieden wird. Hamine enthalten das Eisen in drei- 
wertigeni Zustand mit ionogen gebundenem Chlor. Der Ubergang zwischen 
Porphyrinen und ihren Eisenkomplessalzen, ebenso zwischen der zwei- und 
dreiwertigen Stufe des komplexgebundenen Eisens 1aOt sich leicht experi- 
mentell verwirklichen. 

Besonders sei hier noch auf den Typus der Hamochromogene hingewiesen. 
E r  komnit dadurch zustande. daB an das Eisen eines Hams zwei Mol. einer 
stickstoffhaltigen Base angelagert werden. Als solche eignen sich Amine, 
heterocyclische Stickstoffbasen, Aniinosauren, EiweiBstoffe. Die Bindung ist 
ini allgemeinen eine lockere Komplexbindung. In  einem Hamochromogen 
sind alle 6 Koordinationsstellen des Eisenatoms, die oktaedrisch angeordnet 
zu denken sind, durch N-Atome besetzt ; vier durch die N-Atonie des Porphin- 
geriistes, zwei durch die N-Atome der hamochroniogenbildenden Base. Das 
zweiwertige Eisen der Hamochromogene ist leicht autoxydierbar. Charakte- 
ristisch ist das Absorptionsspektrum der Hamochromogene im sichtbaren 
Spektralgebiet : Zwei Absorptionsbanden in Gelb und Griin, von denen die 
erstgenannte besonders ausgepragt ist. 

D a s C y t oc h r o 111 s y s t e in. 
Im folgenden sollen nun die Erscheinungsform, die Konstitution und die 

biologische Funktion, d .  h. das Zusammenwirken mit den Reaktionspartnern, 
des Cytochroms besprochen werden : 

Das Absorptionsspektruni des Cytochroms, wie es besonders charakte- 
ristisch im Bienenmuskel oder in der Backerhefe in Erscheinung tri t t ,  zeigt 
im sichtbaren Gebiet Absorptionsbanden bei 603, 563, 550 und etwa 520 mp') 
(Abbild. 1). 

(640- 1130) G0J (589) >bJ >>u 520 

(j(K) S O  

Abbild. 1. Schema des Cytochromspektrums. 

Das hfehrbandenspektrum koninit durch Uberlagerung der Absorptions- 
spektren dreier Haminderivate zustande, die man als Komponenten a ,  b 
und c bezeichnet. Die Komponenten b und c sind Hamochromogene, was 
sich ohne weiteres aus dem I'ergleich des Typs ihrer Absorptionsbanden mit 
anderen Hamochromogenen ergibt, wahrend die Natur der Komponente a 
mit ihrer weit ini Rot liegenden Hauptabsorptionsbande des sichtbaren 
Gebietes noch nicht geklart ist. Wie alle Haniinderivate besitzen die Cyto- 
chrome auch die hochste Absorptionsbande ini Violett. 

Spater ist in verschiedenen Zellen das Vorkomnien einer Anzahl modi- 
fizierter Absorptionsspektren beobachtet worden, bei denen im wesentlichen 
bei fehlender a-Bande in zwei weiteren Spektralbereichen, namlich um 590 mp 
im Gelb oder zwischen 630 und 640 m p  im Rot selektive Absorptionen liegen 
(al und aJ2) .  AuBerdem findet man gelegentlich die b- und c-Bande ver- 

l) D. Keilixi, Proceed. Roy. SOC. (London). Ser. B, 98, 312 [1925]. 
z, S. Zeile in Xethoden der Fermentforschung, herausgeg. v. E. B a i i i n n n  11. 

K. Myrback ,  Verlag G. Thieme, Leipzig 1941, S. 2595. 
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schniolzen, das bedeutet, da13 zwischen beiden noch die Absorption des ge- 
wohnlichen Protohamochromogens zii liegen konimt. 2. B. findet man bei 
Essigbakterien, bei Azotobakter, bei Colibakterien die Banden a, und a2. 
bei Colibakterien, bei Staphylokokken und einigeii anderen Bakterienarten 
fehlt Cytochrom c3). Im Gegensatz zur stark atnienden Oberhefe zeigt Unter- 
hefe nur die Bande a, bei verschniolzener b- und c-Bande, ein Merkmal, das 
nach H. F i n k  direkt zur Kennzeichnung der beiden Hefearten geeignet ist4). 

Uber die Komponenten a und b ist hislang hinsichtlich der Ronstitution 
noch wenig zu sagen, da sie sich nicht aus der Zelle in einwaiidfreiem Zustande 
abtrennen lassen. Bei der Komponente b handelt es sich wahrscheinlich um 
gewohnliches Blutfarbstoffhamochromogen. Zwar liegen dessen Absorptions- 
banden, soweit sie aus hfessungen in Losungsmitteln bekannt sind, um etwa 
8 m p  nach kiirzeren Wellenlangen verschoben, indes kann diese Verschiebung 
ihre Ursache lediglich im abweichenden Verteilungszustand des Farbstoffs 
in der Zelle habexi; vielleicht ist die Lage der Absorptionsbanden auch voxi 
der Natur der haniochromogenbildenden Base abhangig. Einer Notiz von 
E. Y a k  11 s h i  j is) zufolge sol1 die Absorptionsbande eines Hamochromogens 
ails 1,actoflavixi und Protoham mit der des Cytochroms b iibereinstimmen. 

u b e r  d i e  K o n s t i t u t i o n  d e r  C y t o c h r o m k o n i p o n e n t e  c. 
Bei der Komponente c liegen die Voraussetzungen fur eine Konstitutions- 

ermittlung entschieden giinstiger als bei den anderen beiden Komponenten, 
weil sie wesentlich stabiler ist und in reiner Form aus der Zelle abgetrennt 
werden kann. Die ersten Versuche wurden von D. Kei l ins)  rnit Hefe als 
Ausgangsniaterial vorgenommen ; schon mit den grob vorgereinigten Pra- 
paraten konnten wir in einem besonderen Adsorpti~nsverfahren~) durch 
Wagung die bei der Adsorption auf das Cytochrom c entfallene Substanz- 
menge ermitteln, die einem Chromoproteid mit einem EiweiBtrager vom 
Aquivalentgewicht etwa 16000 je Eisenatoni entsprach. Damit war die 
Substanz als Chrornoproteid charakterisiert und gleichzeitig die durch Ad- 
sorptionsmethoden erreichbare Reinheitsgrenze angegeben, die wir in pra- 
parativen Adsorptionsversuchen auch nahezu erreichten. Spater beschrieben 
H.  Theore l la )  und D. Kei l ine)  die Gewinnung von Cytochrom c aus Rinder- 
und Pferdeherzmuskel in grof3erem MaBstab. hfit einem Eisengehalt von 
0.34% entsprach der Reinheitsgrad der an Hefepraparaten ermittelten Rein- 
heitsgrenze. Neuerdings ist es H. Theorel l lo)  gelungen, durch Elektro- 
phorese iiochinals etwa 15% farblose Substanz abzutrennen, so daI.3 das 
~quivalentgewicht mit 13000 anzunehmen ist. Das reine Cytochrom ist ein 
wasserlosliches, hellrotbraunes Pulver, das Erhitzen in salzarmer Losung 

7 S. K. S h i b a t a ,  Ergebnisse der  Erizymforschung, 4. Bd., Akad. Verlagsges.. 

4, Ztschr. physiol. Chexu. P10, 197 [1932]. 
5, Is. Y a k u s h i j i  11. T. M o r i ,  Acta phytochini. 10, 113 [1937]. 
6 ,  Proccecl Roy. SOC. (London), Ser. B, 106, 418 [1930]. 
7, K .  Ze i l e  11. 1'. K e u t e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 221, 101 [1933]; K. Ze i l e .  

ebcnda, 236, 212 [1935]; vergl. a. K.  Ze i l e  u. H. M e y e r ,  ebenda, ?62, 178 [1939]. 

9, D. K e i l i n  u. E. 5'. H a r t r e e ,  Proceed. Roy. SOC. (London), Ser. R,  122. 298 

la) H. T h e o r e l l  11. -4. Akesso i i ,  Journ.  Amer. chem. SOC. 63, 1804 [1940]. 

Leipzig 1935, S. 348. 

Biochem. Ztschr. 279, 463 [1935]; 286, 207 [1936]. 

[1937]; vergl. 3.  H .  T h e o r e l l ,  Biochem. Ztschr. 298, 242 [1938]. 
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ohne Veranderungen vertragt: Als wesentlichstes Merkmal ist hervorzuheben, 
dalj Cytochrom c, obwohl es auf Grund seines Absorptionsspektrums aus- 
gesprochenen Haniochromogencharakter besitzt, ini Gegensatz zu allen bisher 
bekannten kiinstlichen Hamochromogenen nicht autoxydabel ist. 

Schon aus den ersten Beobachtungen war zii entnehmen, daB im Cyto- 
chrom c der Haminkern verhaltnismaflig fest am Eiweiljtrager verankert 
sein muW. In erster Linie war an eice Verkniipfung iiber Seitenketten durch 
norniale cheniische Bindungen zu denken, wahrend ini Gegensatz hierzu, 
z. B. beim Hamoglobin, nur eine lockere Bindung des Hams an cias Globin 
clurch Vermittlung des Eisenatoms vorliegt, die schon durch pH-Verschie- 
bungen gelost und mieder gekniipft werden kann. Andererseits laBt sich 
aus dem Haniochromogencharakter des Cytochroms c nach den Kenntnissen 
vom Bau der Haniochromogene ableiten, daB auBer einer Seitenketten- 
bindung an das Eiweilj das Hamin durch sein Eisenatom mit zwei stickstoff- 
haltigen Basenresten in koordinativer BinduLg stehen muB. Das Konsti- 
tutionsproblem des Cytochroms c gliedert sich demnach wie folgt : 

1) Anordnung und Art der Seitenketten der prosthetischen Gruppe, 
insbesondere derjenigen, die die Verkniipfung mit dem EiweiB vermitteln. 

2) Natur der mit dem Eisen koordinativ verkniipften haniochromogen- 
bildenden Base ; ist sie fiir sich abgegrenzt, beispielsweise ein kleines Molekiil 
und nur durch Koordinationsbindung mit den1 Eisenatom verkniipft, oder 
ist der EiweiBtrager selbst mit seinen Stickstoffgruppierungen gleichzeitig 
die haniochromogenbildende Substanz ? 

._ 

3 )  Bau des Eiweiotragers. 

Beim Abbau von Cytochrom c mit Bromwasserstoff-Eisessigll)’ isolierten 
wir Hamatoporphyr i~ i~~) ,  das nach der Reduktion mit Jodwasserstoff in 
Mesoporphyrin iibergefiihrt und mi$ Mesoporphyrinester aus Bluthamin 
identifiziert werden konnte. Damit war die Konstitution der prosthetischen 
Gruppe in bezug auf die Anordnung der Seitenketten auf die des natiirlichen 
Blutfarbstoffs zuriickgefiihrt. Es blieb die Frage : A m  welchen Seitenketten 
bilden sich die des Haniatoporphyrins bei der Abtrennung des Parbstoffs 
aus den1 EiweiB? Bei schoriendem Abbau des Cytochroms c entsteht ein 
typisch hydrophiles Porphyrin mit ausgesprochener Wasserloslichkeit, von 
dem anzunehmen war, da13 ihm noch Bruchstiicke des EiweiBtragers anhaften. 
Als Modell solcher Porphyrine synthetisierten wir Porphyrine (IV, V, VI), 
die in den Seitenketten Aminosaiuren oder Peptide tragen 13). Tatsachlich 
zeigen die Porphyrine in den hydrophilen Eigenschaften, die nach IV und V 
gebauten auch in der Lage der Absorptionsbanden, Ubereicstimniung mit 
dem Abbauporphyrin des Cytochroms c. Der Unterschied der Modellporphy- 
rine vom Naturprodukt besteht aber darin, dalj sie im Gegensatz zii diesem 
die Seitenketten nicht mit Eisessig-Bromwasserstoff abspalten lassen ; das 
gelang nur beim Pyridinderivat, aber es gab keine Anhaltspunkte, daB im 
natiirlichen Porphyrin gerade eine solche oder ahnliche Anordnung vorliege. 
Eine -4ntwort konnte nur der Abbau bringen. 

1 1 )  K.  H i l l  11. D. Kei l in ,  Proceed. Roy. SOC. (London), Scr. B, 107, 286 [1930]. 
12) K. Zeile u.  F. R e u t e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 221, 101 [1933]. 
13) K. Zei le ,  Ztschr. physiol. Chern. 207, 35 j19321; K. Zeile ti. 1’. P i u t t i ,  

ebenda, 218, 52 [1933]. 
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Zur endgiiltigen Aufklarung der Seitenketten kam es beim Abbau des 
Naturprodukts zunachst darauf an, den EiweiBtrager moglichst vollstandig, 
jedoch unter Schonung des der Farbkomponente unmittelbar angegliederten 
Bruchstiicks zu entfernen. Solche Versuche hatten H. Theorell '?)  zu schwefel- 
haltigen Porphyrinprodukten gefiihrt, aus denen er Cystin isolierte und denen 
er eine Konstitution im Sinne von VII zugrunde legte. Die Produkte waren 
aber nicht definiert, der Schwefelgehalt schwankte in Abhangigkeit von den 
Hydrolysenbedingungen zwischen 3% und 8%. AuBerdem wies T h e o r e l l  
nach, daW es sich um Sekundarprodukte handeltI5), denn er fand, daB unter 
den Bedingungen der EiweiBhydrolyse Hamatoporphyrin und Cystein - 
beides Produkte des totalen Abbaues - schwefelhaltige Porphyrinprodukte 
liefern. 

Wir fuhrten dann den Nachweis, daB in der prosthetischen Gruppe des 
Cytochroms c zwei Cysteinreste an die Porphyrinseitenketten gebunden 
sind16). Die Moglichkeiten einer Resynthese wahrend des Abbaus wurden 
durch Anwendung grol3er Flussigkeitsvolumina ausgeschaltet, z. B. wurden 
5 g Cytochrom in 25 I 20-proz. Schwefelsaure hydrolysiert. In  Xontroll- 
versuchen hatten wir uns iiberzeugt, da13 unter diesen Bedingungen auch 
nicht spurenweise eine Resynthese- erfolgen kann. Die Isolierung des Farb- 
stoffs aus den groBen Flussigkeitsmengen erfolgte durch Kaolinadsorption. 
Weiterhin wurde die fur die praparative Bearbeitung hinderliche ausschlieB- 
liche Wasserloslichkeit durch Veresterung aufgehoben und so die Moglichkeit 
gegeben, den Porphyrinester zwischen zwei nicht mischbaren Losungsmitteln 
zu verteilen, eine Methode, die, von W i l l s t a t t e r  eingefiihrt, sich fur die 
Reinigung zahlreicher Naturfarbstoffe immer wieder bewahrt hat. Hier 
kamen uns die Kenntnisse zustatten, die wir in friiheren unter allgemeinen 
Gesichtspunkten angestellten quantitativen Versuchen uber die Verteilungs- 
charakteristik der Porphyrine gewonnen hattenI7). Als schwache zweisaurige 
Base laWt sich ein Porphyrin nach MaBgabe seiner Salzbildung aus seiner 

14) Erizymologia [Den Ilaag],  6, 88 [1939]; Biocliein. Ztschr. 298, 242 [193S]. 
15) Biochem. Ztschr. 301, 201 [1939]. 
l6) K. Zeile 11. H. J l e y e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 262, 178 [1939]. 
17) K. Zeile u. B. R a u ,  Ztschr. physiol. Chem. 250, 197 [1937]. 
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atherischen Losung mit einer starken Saure entziehen. Demgemal3 wird die 
Verteilung im wesentlichen durch den Ausdruck 

8. " 
.c!:CH-- = K 

cp++ 

cp = Konzentration des ungeladenen Porphyrins in Ather, 
CH r = H-Ionenkonzentration der xvaf3rigcn Phase, 
cI1++ = Konzeiitratioii des Porphyrin-Kations in der wafirigeii Phase, 

der gleichzeitig fiir die Salzbildung gilt, wiedergegeben. Der Verteilungs- 
quotient hangt von der Basizitat des Porphyrinsystems und von der Aciditat 
der waiBrigen Phase ab,  aul3erdem aber auch vom Verhaltnis der Loslichkeit 
des Porphyrins im organischen und wal3rigen Losungsmittel, das in die 
Konstante K eingeht. 

Das veresterte Cytochromporphyrin zeigt eine Bevorzugung der waorigen 
Phase, was einer Verkleinerung des Wertes K gleichkonimt, noch insofern, als 
es schon bei verhaltnismafiig sehr niedriger Aciditat sich der atherischen 
Losung entziehen laat. Wir haben daher die Fraktionierung und Aufnahme 
der Verteilungscharakteristik mit Phosphatpuffergemischen im pE-Bereich 
zwischen 3 und 5 durchgefiihrt und so nach Abtrennung geringer Neben- 
fraktionen ein einheitliches Porphyrin gewonnen. Die genaue Kontrolle auf 
Einheitlichkeit, die aber hier mit aller Scharfe zu fiihren war, war besonders 
notig, da das Porphyrin nicht krystallisiert. 

Die Elementaranalysen ergaben dann einwandfrei die Konstitution als 
ein Dicystein-protoporphyrinaddukt. Gleichzeitig gelang es uns, synthetisch 
aus Hamin iiber sein HBr-Additionsprodukt oder Haniatoporphyrin (11) 
durch Verschmelzen mit Cysteinhydrochlorid ein Addukt VII zu gewinnen, 
das in bezug auf das Verteilungsverhalten, das Absorptionsspektrum und die 
Elementaranalyse mit dem analytischen Praparat iibereinstimmte. Die 
Konstitutionsformeln lassen optische Isomere voraussehen; das natiirliche 
Porphyrin zeigt eiqe spezifische Drehung von - 172O, das synthetische von 
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f270. Offen bleibt zunachst noch, ob im natiirlichen Porphyrin die An- 
gliederung der Cysteinreste in u- oder P-Stellung der Seitenketten erfolgt ; 
sicher liegt im synthetischen Produkt auf Grund der fur das Hamatoporphyriii 
feststehenden Konstitution die a-Verkniipfung vor. 

Die Frage der hamochromogenbildenden Base gab zu einer gesonderten 
Studie Anla0 18). Die Bildung eines Hamochromogens, die in der Anlagerung 
zweier Molekiile einer stickstoffhaltigen Verbindung an ein Ham besteht, 
war inimer als ein Gleichgewichtsvorgang aufgefal3t worden, ohne daB eine 
quantitative Uberpriifung erfolgt ware. Das Nachstliegende ware, einen 
solchen Gleichgewichtszustand durch eine Konstante zu definieren. Im Fall 
der Hamochromogengleichgewichte ist das jedoch, wie wir am Beispiel des 
Pyridinhamochromogens fanden, nicht moglich, da die Reaktionspartner 
- Ham und Hamochromogen - in hochaggregierter Form vorliegen. Nach 
Diffusionsversuchen diirfte ein mittleres Teilchengewicht bei 50000 liegen. 
AuBerdem ist der Aggregationsgrad sicher nicht einheitlich und abhangig 
von der Konzentration. DaB es sich aber tatsachlich urn Gleichgewichte 
handelt, konnten wir an EiweiBhamochromogenen zeigen. Wir haben Mischun- 
gen von verschiedenen Hamochromogenen, und zwar eingehend Meso- und 
Protohamochromogen mit Globin als Base untersucht, um zu sehen, inwieweit 
sich die beiden Hamkomponenten, die durch ihr verschiedenes Absorptions- 
spektrum nebeneinander rnel3bar sind, reversibel verdrangen konnen. Gibt 
man z. B. zu einer Losung von Protohamochromogen freies Mesoham oder 
umgekehrt, oder laat man die Hamochromogene in entsprechender Mischung 
mit dem Globin erst entstehen, so bildet sich stets derselbe defitiierte Gleich- 
gewichtszustand heraus, das bedeutet, daB die Farbkomponenten tatsachlich 
reversibel verdrangbar sind. Beim Cytochrom c liegen die Verhaltnisse 
jedoch anders; hier gelingt es nicht, durch eine noch so hohe Konzeiitration 
von Fremdhamin auch nur andeutungsweise in das Hamochromosystem 
einzudringen. Die Affinitat zwischen Ham und Base ist beim Cytochrom c 
jedenfalls auBerordentlich hoch. Wenn es schon nicht gelingt, die hamo- 
chromog-nbildende Base im intakten Cytochrom in Reaktion mit einexn 
Fremdhaniin zu bringen, so miil3te das moglich sein, wenn sie durch Elimi- 
nierung des Cytochromeisens freigelegt wird, falls es sich iib-rhaupt um ein 
selbstandiges Molekiil handelt. 

Tatsachlich ist es moglich, das Eisen durch einen sehr schonenden Ein- 
griff zu entfernen, nanilich durch ganz kurzes Erwarinen mit n/lo-HC1 auf 
50° in Gegenwart von Natriumhydrosulfit oder katalytisch erregtem Wasser- 
stoff. E s  entsteht dabei das eiweiflhaltige Cytochromporphyrin, jedoch ist 
seine Kupplung xnit Fremdhamin zu Hamochromogen im physiologischeil 
pE-Bereich nicht moglich. D x  hamochromogenbildende B-.zirk ist also dem 
von aul3en zugefiihrten Ham nicht zuganglich. Wir miissen daraus schlieBen, 
dal3 die hamochromogenbildende Base kein selbstandiges Molekiil ist, sondern 
im EiweiB verankert, ganz spezifisch dem eingebauten Ham zur Verfiigung 
steht. 

DaB eine solche innermolekulare Hamochromogenbildung moglich ist, 
konnten wir auBerdem am analytischen und synthetischen Cystein--\ddukt 
nach der Einfiihrung von Eiseii zeigen: Hier ist d x  Zusatz einer N-haltigen 
Substanz zur Erzeugung des Hamochromogensystems nicht notig ; aus dem 
Eisenkomplexsalz entsteht schon allein b:i der Reduktion das Hamochromo- 
. 

18) K. Z c i l e  11. G. G n a n t ,  Ztschr .  pliysiol. Cliern. 2663. 147. [194Oj. 
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gen. Die Aminogruppen der Cysteinseitenketten konnen also dem Eisenatom 
die zur Auffiillung der Koordinationszahl 6 benotigten Stickstoffatome zur 
Verfiigung stellen. Dagegen konnen die vorher erwahnten Modellsubstanzen 
IV, V, VI mit Aminosauren in der Seitenkette kein innermolekulares Hanio- 
chromogen liefern, da es die raumlichen Verhaltnisse nicht zulassen ; der 
Stickstoff steht hier zu nahe am Pyrrolkern. 

Mit dern festen Einbau der hamochromogenbildenden Gruppe im Cyto- 
chrom c hangt zweifellos die im Vergleich mit anderen Hamochromogenen 
auffallende Bestandigkeit des Cytochroni-c-Hamochromogens gegeii die 
Dissoziationseinflusse zusanimen. Sie gibt ferner eine anschauliche Vor- 
stellung von der Bestandigkeit des reduzierten Cytochroms c gegen mole- 
kulareri Sauerstoff, die es von allen anderen bisher kunstlich erzeugten Hamo- 
chromogensystemen unterscheidet. Man kommt auf Grund der Konstitutions- 
ermittlung soniit zwangslaufig zu einem Bild von Cytochrom c, nach welchem 
der Haminkern als flache Scheibe durch Hauptvalenzseitenketten mit 
einem EiweiBtrager verkniipft ist, der gleichzeitig niit zwei stickstoffhaltigen 
Atomgruppen Zuni Eisenatom auf beiden Seiten des Haminringes herubergreift. 

Die Konstitutionsaufklarung des BiweiBkorpers findet ihre Grenze vor- 
laufig dort, wo sie Geute fur die Eiweischemie noch allgemein liegt. Im  
wesentlichen kann man die einzelnen Aminosauren ihrer Anzahl nach bestim- 
men; solche Versuche wurden in letzter Zeit von Theorell10) ausgefuhrt 
(vergl. Tafel 1). E s  ergab sich dabei ein auffallend hoher Lysingehalt fur 
das CytochromeiweiB, weiterhin haben sich gewisse Anhaltspunkte dafiir 
ergeben, daI3 zwei Histidinmolekule des EimeiBrestes es sind, die die Hamo- 
chromogenbildung am Eisenatom iibernehmen I@). 

Tafel 1: Z 11 sit 111 Inen se  t ziiii g d e  s It i we i I3 t r iigc r s 

H:stidin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Arginin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1,ysiii . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Tyrosiri . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Tryptophan . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Leucin -!- Isolcuciii + Flieri~lalanit~ 

Cystein . . . . . .  

Glutamill, Asparaginsdure . . . . . . . .  

(Alaiiiti + Glycin + Valin . . .  ; . . . . .  

. . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  

yo11 Cytoc l i ro i r i  c 
Molekiile 

3 
2 

22 

5 
1 

19 
9 

3 ( ? )  

33) 

F u n k t i o n  d e s  C y t o c h r o m s  in  d e r  b io logischen  O x y d a t i o n .  
Es stellt sich nun die Frage: Wie ist das Cytochromsystem in den Oxy- 

dationsablauf eingeschaltet ? Die ersten Anhaltspunkte hierfur ergaben 
Versuche von K e i l i n  schon aus dem Jahre 19306). E r  setzte ein sauerstoff- 
verbrauchendes System zusanimen aus 
1) einer Oxydase, einem die Sauerstoffubertragung katalysierenden Ferment 

2)  Cytochroni c, 
3) als eigentlichein Substrat, das endgiiltig oxydiert wird, Cystein. 

Cystein selbst ist in reinem Zustand nicht autoxydabel, es reduziert 
jedoch Cytochroni c und wird dabei selbst dehydriert. Da Cytochrom c 

in Form einer Gewebszeliensuspension a m  Herzmuskel, 

Is) H. T h e o r e l l  1 1 .  A. .4kesso i i I  Joiirii Anier. cliciii SOC. 63, 1818 [I9401 
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ebenfalls nicht autoxydabel ist, bleibt die Reaktion nach dieseni einmaligen 
Umsatz stehen. Erst  wenn durch die Vermittlung der Oxydase Cytochrom c 
mit dern Luftsauerstoff zu reagieren vermag, wird die ganze Reaktionskette 
zu einer katalytischen. Die Reaktionsfolge ist demnach : Sauerstoff + Oxy- 
dase + Cytochrom c -+ Cystein. Das Wesen des Vorgangs, der als Model1 
fur die zahlreichen Redoxstufen des Abbauwegs der Kohlenhydrate gelten 
kann, liegt darin, dafi die einzelnen Redoxsysteme, in unserem Fall das des 
Cysteins, des Cytochronis c, der Oxydase und letzten Endes des Sauerstoffs 
miteinander niit angemessener Geschwindigkeit ins Gleichgewicht treten. 

Die  C y t o c  h r o ni ox y d a  se. 
Zur Charakterisierung der Osydase ist folgendes anzufiihren : Das Fer- 

ment war schon lange unter der Bezeichnung Indophenoloxydase bekannt, 
da es die Oxydation von p-Phenylendiamin zu blauem Indophenolfarbstoff 
katalysiert. Zunachst wurde also gefunden, daB es sich in gleicher Weise 
auch zur Oxydation des Cytochronis c eignet. Die Indophenolbildung sowohl 
als auch die Cytochronioxydation erwiesen sich durch Kohlenoxyd hemmbar, 
und zwar lafit sich die Hemming durch Belichtung riickgangig machen. 

Gerade dies ist aber eine bekannte charakteristische Eigenschaft des 
sauerstoffiibertragenden Ferments, die zur Aufnahme des photochemischen 
Wirkungsspektruins ausgewertet wurde. W a r  b ti r g fand bekanntlich, da13 
der Sauerstoffverbrauch von Hefezellen sich in Kohlenoxydgegenwart ver- 
ringert. Belichtet man die in ihrer Atmung durch Kohlenoxyd geheniniten 
Zellen, so steigt die Atniung fur die Dauer der Belichtung uni einen gewissen 
Betrag an,  um im Dunkeln wieder abzusinken. Durch das Kohlenosyd wird 
das Atmungsferment Zuni Teil in einen unwirksamen Komples iibergefuhrt, 
der beini Belichten dissoziiert. Das AusmaB der Dissoziation, daniit also 
auch der Atmungsanstieg, ist von der aufgenonimenen Lichtenergie abhangig ; 
sie ist bei verschiedenen Wellenlangen verschieden, und da ja ein Abbild 
fur die Energieaufnahnie bei verschiedenen Wellenlangen das Absorptions- 
spektrum einer Substanz ist, war es moglich, aus der verschiedenen Atniungs- 
steigerung der Hefe bei Belichtung mit verschiedenen Wellenlangen das 
Absorptionsspektrum der aktiven Gruppe des Ferments aufzunehmen. Es 
ist das eines Hamins, dessen Konstitution, soweit man es aus der Lage der 
Absorptionsbanden entnehnien kann, zwischen Blut- und Blattfarbstoff 
steht *O). 

Da die in vitro von Kei l in  untersuchte Herzmuskeloxydase wie das 
W a r  b u  r gsche Ferment die bisher an anderen Oxydasen nicht beobachtete 
lichtreversible Kohlenosydhemmung zeigt, da sie wie dieses spezifisch blau- 
saurehemmbar ist und wie das Atmungsfernient in fast allen aeroben Zellen 
vorkommt, schliefit man auf eine Identitat der Oxydase rnit dem W a r b u r g -  
schen Ferment. 

Spater stellte sich durch Untersuchungen von D. K e i  1 in  21) und von 
E. St o t  z22) heraus, daB die Oxydase gar nicht direkt p-Phenylendiamin 

20) s. I.’uBn. 2 ,  s. 2505. 
21) I). Keil in  11. E. P. H n r t r e e ,  Proceed. Roy. Soc. (I,ondon), Ser. B, 124, 171 

r19381. 
22) E. S t o t z ,  I:. A .  Sidwell  11. T. K. Hogness ,  Journ. biol. Chem. 124, 733 

[1938]. 
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oxydieren kann, sonclern da13 diese Fahigkeit auf kleinen Begleitniengen 
von Cytochrom c beruht, die durch geeignete Behandlung zu entfernen waren. 
Als das eigentliche und soweit man bis jetzt sieht, einzige und streng spezifi- 
sche Substrat der Oxydase ist nunmehr Cytochrom c zu betrachten, das dann 
als Vermittler erst. weitere Substrate, also z. B. Phenylendiamin. Cystein und 
dergl. oxydieren kann. Nach der in der Fernientchemie iiblichen Nomen- 
klatur ist die Oxydase als Cytochromoxydase zii bezeichnen, v. F:uler 
nennt sie auch Cytochromase. 

~ 

D a s  S u b s t r a t  d e s  C y t o c h r o m s .  

Weiterhin interessiert hier die Reaktion cles Cytochroms mit seineni 
Substrat in der Zelle. Die Tatsache, dalj den: Cytochrom c ein verhaltnis- 
maljig hohes Redoxpotential zukommt (+ 0.26 Volt) bedeutet, dalj zunachst, 
thermodynaniisch betrachtet, die Reaktion niit einer Vielzahl von Zell- 
substraten moglich ist. Eine Auswahl derjenigen Stoffe, die nun tatsachlich 
mit dem Cytochrom in Reaktion treten, ist so zu erbringen, daB jeweils 
spektroskopisch gepriift wird, ob ein Stoff Cytochrom c reduziert, oder ob 
er in Gegenwart von Cytochroni und Oxydase Sauerstoff aufnimmt. Man 
fand eine game Reihe von zellvertrauten Stoffen, die Cytochroni c redu- 
zieren konnen, eine Auswahl ist in der folgenden 'l'afel 2 zusanimengestellt. 

Tafel 2 

Zur Keaktion init Cytochrom erforderlich : 

Dehydrase ' Co-Enzym I C'bertriiiger 
Substrat  . . - _ _ _ _ _ _ _ _ ~ _  ~- 

~ysteiii,.4scorbiiisiiIire,~drcnaliii~iliii~~ - - _. ! 
Glycerinphosphors~urcz.', . . . . .  

Triose, Triosephosphat2') . . . . .  
Xilchsaure ~ M ~ s k e l ) ~ ' )  . . . . . . .  
iipfelsaure2') . . . . . . . . . . . . . . . .  

Rernsteitisiiurez5j . . . . . . . . . . . .  

!j-Oxy-buttersaiure2'irez' I . . . . . . . . .  
Alkohol?') . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
I~e~oseii ioii( i~~liospliors~iire~ti)  . 

. . .  ! Dehydrase 

. . .  1 Dehydrase 

. . .  Uehydrase 

. . .  ~ Dehydrase 

. . .  Dehydrase 

. . .  Ikhydrase 

. . .  Dehydrase 

. . , Ikhydrase 

_. _ _  
- Diaphorase (I) 

Codehydrase I Diaphorase (I) 
Codehydrase I Uiaphorase (I) 
Codehydrase 1 Diaphorase (I) 
Codehydrase I , Uiaphorase (I) 
Codehydrase I Diaphorase (I) 
Codehydrase I1 Dinphorasc (XI) 

Nur wenige vermogen in direkte Reaktion mit deiii Cytochrom zu treten, 
alle iibrigen brauchen dazu ihre spezifischen wasserstoffaktivierenden Fer- 
mente, die Dehydrasen. Von einigen Dehydrasen kennt man ihre reversibel 
ablosbare aktive Gruppe, die Codehydrasen I und 11. Codehydrase I ist 

?3) U. K e i l i n  11. E. 1'. H a r t r e e ,  Proceed. Roy. Soc. (London). Ser. 13, 125, 171 

24) J .  G.  Dewan  11. I>.  E. G r e e n ,  Biochem. Journ.  32, 626 [103S]. 
z 5 )  F. J .  Ogstori  11. D. E. G r e e n ,  Biochem. Journ.  29, 1983 [1935]; 0. R o s e n -  

t h a l ,  ebentla, 81, 1710 [1937]; H. v.  E u l e r  11. H. H e l l s t r o m ,  Svensk keni. Tidskr. 
al,  68 [l939]; H. v,  E u l e r ,  H. H e l l s t r o m ,  G. G i i n t h e r ,  I,. E l l i o t  u.  S. E l l i o t .  
Ztschr. physiol. Chein. 2.59, 201 [1939]. 

26) E. H a u s ,  B. I.. I I o r e c k e r  11. T. R. H o g n e s s ,  Journ.  b i d .  Cheni. 130, 425 

[193S]. 

[1939]. 
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identisch mit Cozymase. Codehydrase 11, die 1 Mol. Phosphorsaure niehr 
enthalt, ist spezifisch auf die Dehydrase der Hexosemonophosphorsaure ein- 
gestellt. Aber auch zwischen diesen Ubertragern und Cytochroni c ist nach 
den Untersuchungen von H. v. E ~ l e r ~ ~ )  und D. E. Green2*) ein weiterer 
Vermittler eingeschaltet, die nach v. E u l e r  so benannte Diaphorase. Soweit 
man sieht, bediirfen alle durch Cozymase koniplettierten Systetiie der Dia- 
phorase, indessen auch die Bernsteinsauredehydrase, die ohne Coferment 
wirkt. Ein vollstandiges Reaktionsschema ist demnach folgendermaflen zu 
formulieren : 

0, --f Oxydase + Cytochrom -+ Diaphorase + Codehydrase --f Dehydrase -+ Substrat. 

F. B. S t r a i ~ b ~ ~ )  hat die aktive Gruppe der Diaphorase als ein -4lloxazin- 
Nucleotid gekennzeichnet. Die von E. Haas30) entdeckte Diaphorase I1 
wirkt mit der Codehydrase I1 zusammen, sie hat offenhar dieselbe prosthetische 
Gruppe wie Diaphorase I. In der oben erwahnten Tafel 2 vermindert sich 
also die Auswahl der rnit dein Cytochrom c direkt reagierenden Substrate 
erheblich, die Diaphorase beherrscht die unmittelbare Reaktiori init dem 
Cytochrom. I m  iibrigen wird es sich nach den je'iveils in der Zelle herrschenden 
lokalen Konzentrationsverhaltnissen richten, inwieweit neben ihr andere 
Substrate bei der Reaktion rnit Cytochroni zum Zuge. kommen. 

MengenniaiBig spielen zweifellos die Produkte des Kohlenhydratabbaus 
die Hauptrolle, sie sind die vorherrschenden Wasserstofflieferanten der 
Diaphorase. Auf Grund der Untersuchungen von Szen t  -Gyorgyi ,  Knoop  
und Mar t iu s  und von Krebs  kann man sich ein Bild voin Ablauf der an- 
aeroben Phase des Kohlenhydratabbaues machen3I), das seinen Ausdruck 
in der Aufstellung des sogenannten C,-dicarbonsaurecyclus und Citronen- 
saurecyclus gefunden hat ; wahrscheinlich greifen beide Abbauwege inein- 
ander 32). Als wesentliche Endprodukte treten dabei Xpfelsaure und Bern- 
steinsaure auf ; als ein Hauptweg der Oxydase-Cytochroniatmuiig diirfte also 
die durch die Diaphorase vermittelte Bernstein- und Apfelsauredehydrierung 
zu betrachten sein. Die uninittelbar mit dem Cytochrom in Zusarnnienhang 
stehenden Reaktionsphasen des Wasserstofftransports sind in 'I'afel 3 ini 
einzelnen wiedergegeben. Am Cytochronieisen wird der aus deni anaeroben 
Teil dera Zellatmung iibernomniene Wasserstoff endgiiltig zu Wasser oxy- 
diert. Hier geht auch die bisher paarig verlaufende Dehydrieruiig in eine 
monovalente iiber. Wesentlich ist, daiB das Cytochrom selbst nicht autoxy- 
dabel ist, sondern dafl seine Oxydation den1 sauerstoffiibertragenden Ferment 
untersteht und damit auch der ganze hier einmiindende Reaktionsweg. 

.. . .. 

*'i E. A d l e r ,  H. r. B u l e r  11. H. Hells t roir i ,  Swnsk \.et. Akarl. Arkiv f .  Ketiii 
12 B, 38 (1938;; H .  v.  B u l e r  11. H .  H e l l  t r o n i ,  Ztschr. physiol. Cheiii. 222, 31 [1937]. 

z*) D. B. G r e e n ,  D. JI. Needliani  11. J .  G. D e w a n ,  Biochein. Jourii. 31, 2327 
[1937]; J .  G. Dewan  u.  D. E. G r e e n ,  cbentla, 32, 626 [1938]. 

*O) Biocheni. Journ. 33, 787 [1939;; H .  S. C o r r a n .  D. E. Green u .  F. B. S t r a u b ,  
ebenda, 33, 793 [1939]. 

E .  H n a s ,  B. L. H o r e c k c r  11. T. R.  H o g n e s s ,  Journ.  biol. Cheni. 137. 1 
[1940]; E. h d l e r ,  H. v.  E u l e r ,  G. Giiri ther 11. M. P l a s s ,  Skand. Arch. Physiol. 82, 
61 [1939]. 

31) S .  die Zusammenfassmigen von IV, F r a i i k e ,  h i g e w .  Chem. 53, 580 [1940]; 
Clieniie 66, 55, 71 [1943]. 

32) H. -4. K r e b s ,  Biocheni. Journ. 34, 775 [1940!. 
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Tafel 3 .  

4 .CO .NH, 
! CH, 
\ /  

N 
I 

H .C-  
I 

H .C .OH 
I 0 +- 

H . C . O H  
I 

H . C -  - -  OH 
I I 

HZC-0 -P-0 - 
II 
0 

\ /\ / 
N N  
H '  

H .  C-- - -  

0 

Apo-Dehydrase + 
NHz 
I -N A,. co . NH, A\/ \ 

\ /  \ A / 
I N I '  CH 

Nf N N  
I I 

I I 
H . C . O H  

H.C----, 
H . C . O H  I 

0 I 0 
H . C . OH I I . C . 0 H  I 

OH II.C--- H.c (J- 
I 

I I I 

I1 II 
C) 0 Co-Dehydrase I 

I 

H,C. .-O . . p ---O-p ~- -O--- CH 

C N  
O H 
C N  
/ \/ \ HN/ \/ \/\CH3 

ICH, , +- I 

OC\ 4\ /\/ 
" 

I 
I 

I 

H . C . O H  

I 
H . C  - , 

I 
H . C . O H  
H . C . O H  

I 0 -H,O 

OH 
I 

H . C  -- 

H,C - (1 -P OH HO ~ 

ll 
0 

I 
I 

I 
H.  C- -- 

I 
H . C . O H  1 

I 0  

OH H . C -  
I I 

-P---0-- CH, 
It 
0 

' Dehydrase 

+ Trager 

Diaphorase 

2 FeII'OH Cytuchrom 
\ 

7HOH + 2I:e" f- 
/ 

Eisenhalt. Ferment 
C ytochromoxydase 

Fe" +--- FeIr1 

\ 
'A 

0 2  

W i r k u n gs b e r e i c h u n d Leis  t u n g d e s Ox y d a s e - C y t oc h r o ni s y s t e m s. 
Wie weit neben dein Cytochrom c auch die Komponenten a und b be- 

teiligt sind, wurde durch Vergleich der Redoxpotentiale der drei Kompo- 
nenten abzuschatzen versucht. Sie liegen fur a bei +0.28, c +0.26 und 
b + 0.04 Volt33). Die nachstliegende -Annahme ware, da13 die Redoxsystenie 

ss) S. H .  Theore l l ,  Handbuch der Enzymologie, herausgeg. v. 1'. F. Nord 11 

R. Weidenhagen ,  -4kad. i'erlagsges., Leipzig 1940, S. 862. 



der Komponenten in der Reihenfolge a ,  c, b hintereinandergeschaltet sind, 
bei der Ahnlichkeit der Potentiale von a und c ist aber auch eine Anordnung 

c -+ " }  Substrat  
+ b  

denkbar. Das wiirde eine Verbreiterung des Aktionsbereiches bedeuten, 
wofiir nach inehreren Befunden Anhaltspunkte bestehen. Jedenfalls wurde 
schon iriiher von E. H a a ~ ~ ~ )  fur die Hefe festgestellt, dal3 ihre ganze Atniung 
iiber Cytochroxn c ablauft. Zu diesem Zweck wird das cytochromoxydierende 
Ferment durch Blausaure blockiert und die Geschwindigkeit der nunmehr 
unbeeinflul3ten Cytochrom-c-Reduktion spektrophotometrisch geniessen. 'Der 
daraus fur die Zeiteinheit errechnete Substratumsatz ist praktisch gleich mit 
der manonietrisch erniittelten Sauerstoffaufnahme. Es bleibt daher fur einen 
anderen Atniungsweg als iiber Cytochrom c kein Rauni. Aus den geniesseiien 
Daten ergibt sich auch der anschauliche Begriff der Wechselzahl. Sie gibt 
an,  wie oft am Cytochroin eiri Valenzwechsel in cler Minute stattfinden niul3, 
uni dem gemessenen Substrat- und Sauerstoffunisatz zu genugen. Fur das 
Hefecytochrom wurden Werte bis zu 4000 3 5 )  gefunden. 

Oft ist die Frage gestellt worden, ob es aul3er der hamingesteuerten 
-4tniung in gewissen Zellen auch noch andere Wege des aeroben Stoffwechsels 
gabe. Meist hat  man zur Entscheidung die Blausaurehemmung der Atmung 
herangezogen, weil Blausaure als spezifischer Henimungsstoff der Oxydase 
gilt. Eine vollstandige Hemmung der Atrnung durch etwa l/lo,,,,-moZ. Blausaure 
iviirde bedeuten, darj die gesamte Atniung iiher das Oxydasesystem ablauft ; 
ein verbleibender Atinungsrest wiirde noch auf einen anderen Weg der Oxy- 
dation schlieUen lassen. Folgt man W a r b u r g s  A r g ~ i m e n t e n ~ ~ ) ,  so ist diese 
Aloglichkeit zu verneinen. Die Grunde sind folgende: Der Entdecker der 
Blausaurewirkung, C l a u d e  Bernard37) ,  hat  gefunden, dal3 das Blut von 
Tieren, die niit Blausaure getotet worden sind, noch nach vielen Stunden 
hellrot ist, wahrend das Blut auf andere Art getoteter Tiere schon wenige 
Rlinuten nach deni Tod bei der Obduktion violett ist. Es hat also bei Blau- 
saurevergiftung keine Reduktion aufierhalb des blausaureblockierten Ferment- 
eisens stattgefunden, demgemaW bleibt auch eine Reduktioii des Oxyhanio- 
globins viillig aus. Wenn trotzdeni in Organschnitten in vitro blausaure- 
unempfindliche Sauerstoffaufnahme beobachtet wurde wie von M. D i x o n  
und K. A. C. El l iot3*)  oder B. I i i ~ c h ~ ~ ) ,  so beruht das darauf, daU die Zellen 
teilweise nicht niehr intakt sind. ,,Bei der Zerstorung der Zelle werden die 
gelben Fermente von deni unloslichen Eisensystem abgeliist, die Ferment- 
kette wird dadurch zerrissen, und dann iibertragen die gelben Ferniente, 
die vorher niit den1 Eisensystem verbunden waren, direkt Sauerstoff. Das 
aber ist kein physiologischer Vorgang." 

In  gewissen Zellarten sind allerdings in geringeni Ausnial3 Xebenwege 
tler Atniung moglich: So fand W a r b u r g ,  daU in Backerhefe etwa 0.50/,, 
in Essigbakterien 0.1% Linter linigehung des Eisensystems Sauerstoff ver- 
atnien kiinnen 3 5 ) .  

34) Xaturwiss. 22, 207 [1934j. 
3:) 0. W a r b u r g ,  Naturwiss. 22,  141 [1934]. 
3L) Z .  T1. nach Pri\-atmitteil. w\.iirtlicli angrfiihrt. 
37) Substances tosiques. Paris 1857. 
33) Biochem. Ztschr. 268, 75 119331. 

38) Biochein. Journ. 23, S12 [19.?9]. 



1943. A 113 

Fur die Beurteilung der quantitativen Zusammenhange zwischen der 
gesamten Atmungsleistung verschiedener Zellarten und den1 Osydase-Cyto- 
chromsystem ist eine Kenntnis der Konzentration seiner Komponenten im 
Gewebe notig. I n  letzter Zeit ist von A. Fuj i ta40)  in zahlreichen Geweben 
der Cytochrom-c-Bestand aufgenommen worden ; einen Auszug aus diesen 
Daten bringt die Tafel 4. Da fur die Bestimmung das Cytochrom extrahiert 
werden mufi, um es der spektrophotometrischen Bestimmung zuganglich zu 
machen, konnen die Werte nur untere Grenzwerte darstellen. 

~ 

Tafe l4 .  C y t o ch r o in - c - K o n z e n t r a t ion in ve r s ch ie d e n e x i  Ge we be n n a c 11 Fu j i t  a. 
1w % 

Dunkelroter AIuskel . . .  . . . . . . . .  ,.Katsuo" (japan. Fischart) 83.00 
Koter Brustinuskcl . . . . . .  Taubc 60.00 

Rind 21.5 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Pferd 31.5 

Taube 54.6 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Rind 1.44 

Herztnuskel 

Niere (Rinde) 
Leber . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Rind 0.96 
1Iilz . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Rind fast 0 
Plazenta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  IIensch fast 0 
Brown -Pc  a r ce  - Turnor Kaninchen 2.60 

1Iaus 2.24 
R ou s -Sarkon Huhn 0.72 

dlenscli fast 0 

1 
\ 

. . . . . . . . . . . . . .  

Schwieriger ist es, iiber die Konzentration oder besser die maximale 
Leistungsfahigkeit der Cytochromoxydase Werte zii erhalten. E. S t o t z4I) 
vergleicht die Sauerstoffaufnahme in Systemen, die das auf Osydase zu unter- 
suchende Gewebe in fein verteilter Form enthalten, au13erdem im Uberschufi 
Cytochroni c und Hydrochinon, so da13 die Reaktion der Oxydase tnit dern 
Luftsauerstoff zur begrenzenden Reaktion wird. Im allgemeinen ergibt sich 
zwischen den so zu erhaltenden Relativwerten der Oxydasewirksamkeit und 
der Cytochroin-c-Konzentration eine Parallele, wobei hier aber besonders 
auf die Moglichkeit der Osydaseschadigung bei der Verwendung als Gewebe- 
suspension hinzuweisen ist. 

Ein Vergleich der Leistungsfahigkeit des rekonstruierten Oxydase- 
Cytochroinsystenis in vitro mit dern manometrisch ermittelten Gesamt- 
sauerstoffverbrauch der Organe kann sich wegen fehlendem abgestimmten 
Zahlenmatgrial nur auf weriige Beispiele erstrecken. 

Aus einer Uberschlagsrechnung, z. B. an der Rattenleber 42), gewinnt 
man den Eindruck, da13 im intakten Organ die Leistungsfahigkeit des Oxy- 
dationssystems nicht voll ausgeniitzt ist. Das wiirde bedeuten, da13 die ge- 
'schwindigkeitsbestimniende Reaktionsphase nicht im Ferment-Eisensysteni 
liegt, sondern an irgendeiner anderen Stelle des gesamten Atniungsweges. 
Eine hohe Cytochromkonzetitration mu8 demnach kein Anlafi zu hohem 
Sauerstoffumsatz sein, wohl aber wird man schliefien miissen, dafi in Fallen 
geringer Cytovhromkonzentration nur ein geringer Sauerstoffumsatz mog- 
lich ist. 

40) A. F u j i t a ,  T. H a t a ,  J .  Nania ta  11. &I. Aji saku ,  Biochexn. Ztschr. 381, 376 

42) S. H. A. K r e b s ,  Handbuch der Biochemie des JIenschen und der Tiere, heraus- 
[1939]. 

geg. v. C. Oppenhcimer ,  Erg.-Wtrk Bd. 1, Verlag G. Fischer, Jena 1933, S. 866. 

41) Journ. biol. Cheni. 131, 555 [1939]. 
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Wenn einerseits angenommen werden mu13, da13 der gesamte Sauerstoff- 
wechsel iiber Haminsysteme ablauft, so ist es andererseits bekannt, da13 
dieses nicht der einzige Weg der Energiegewinnung ist, sondern daneben die 
anaerob verlaufende Glykolyse, eine Spaltung des Zuckermolekiils in zwei 
Xolekiile Milchsaure, besteht. Normalerweise tr i t t  automatisch dieser Mecha- 
nismus in Funktion, wenn wegen mangelnden Sauerstoffangebotes die ,4tmung. 
eingeschrankt wird. Manche Zellen bestreiten ihren Stoffwechsel vorwiegend 
durch Glykolyse, so Embryonalgewebe. Bei Tumorgewebe stellte bekanntlich 
I V a r b u r g  schon vor langerer Zeit fest, daB sowohl die allgemeine Atmungs- 
leistung als auch die Zuriickdrangung der Glykolyse durch die Atniung 
gestort ist. Es lie@ nahe, hier Zusammenhange mit einer Degeneration des 
Oxydase-Cytochromsystems zu suchen. Tatsachlich ergeben sich in einigen 
Fallen Anhaltspunkte fur eine solche Auffassung. v. E ~ l e r ~ ~ )  untersuchte 
ini  Verfolg einer solchen Fragestellung den Cytochroni-c-Gehalt des J en s e n  - 
Sarkoms und fand ihn, wie auch die Diaphorase als unmittelbares Substrat 
des Cytochroms c vermindert; man wird also darin die Ursachen einer ver- 
minderten Atmungsleistung suchen miissen. Auffallend ist auch ein von 
S t o t  z 41) festgestellter geringer Cytochroni-c-Gehalt in gewissen Ratten- 
tumoren. Eine einheitliche Linie lafit sich aber his jetzt nicht auffinden; 
es sind andererseits Tumoren mit verhaltnisma13ig hohem Cytochrom-c-Gehalt 
beschrieben, wie auch aus den alteren Untersuchungen von R. B i e r i ~ h ~ ~ )  
hervorgeht, da13 zwischen den von ihm untersuchten Tumoren und Normal- 
gewebe kein wesentlicher Unterschied besteht. Da13 in Substanz ztigesetztes 
Cytochrom c bei Embryonal- und Tuniorgewebe ohne EinfluB auf den Stoff- 
wechsel ist, was von C. S i l ~ a - L a f r e n z ~ ~ )  untersucht wurde, ist nicht iiber- 
raschend, da eine Wirkung nur innerhalb der Zelle zu erwarten ist .und eine 
Durchlassigkeit der Zellwand fur Cytochrom c unwahrscheinlich ist. Man 
kann also nach dem bisher vorliegenden experinientellen Material den Stoff- 
wechsel entarteten Gewebes nicht unter Verallgemeinerung einfach auf eine 
1:nterfunktion des Oxydase-Cytochromsystems zuriickfiihren, doch sind 
weitere systeniatische quantitative Untersuchungen in dieser Richtung, die 
sich aber auf die ganze Kette der oxydationskatalytischen Reaktionen er- 
strecken miissen, von groBem. Interesse. Es ware wichtig festzustellen, wo 
die geschwindigkeitsbegreiizende Phase liegt, die den AnlaB zur Atmungs- 
minderung gibt. 

Hier verdient noch ein Befund, der in andere Richtung weist, Beachtung: 
Xach einer Mitteilung von E. Klar4e)  zeigte sich, allerdings bislang nur 
an wenigen untersuchten Fallen besonders schwerer Herzstorungen, die schon 
vor dem letalen Ausgang standen, bei Injektion kleiner Cytochrom-c-Mengen 
eine rasch einsetzende Besserung des Zustandes mit weitgehender Aus- 
schwemmung der Oedeme. Das im Selbstversuch eingesetzte Cytochrom 
verhielt sich vollig reaktionslos. Es ist schwer, vorlaufig zur Deutung dieser 
Befunde Stellung zu nehmen. Der Autor denkt an eine mogliche Wirkung 
auf die Gehirnfunktion, aber auch an eine solche auf den Herzmuskel oder 
die gesamte intracellulare Atmung. Die beiden letzten Moglichkeiten, die, 
soweit man sieht, eine Substitutionswirkung zur Voraussetzung hatten, 

43) H. v .  15uler 11. 13. Hellstrijxn. Ztschr. physiol. Chem. 255, 159 [1938]. 
' I )  K. Hie r i ch  u.  A. Rosenbohm,  Ztschr. physiol. Chem. 155, 249 [I9261 
45) Ztschr. Krebsforsch. 48, 532 [1939]. 
Is )  Klin. Wschr. 52, 1216 [1941]. 
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scheinen aber im Hinblick auf die relativ geringe Menge - es handelt sich 
uni Dosen von 5 mg Reincytochroni - wenig wahrscheinlich. Auf alle Falle 
erscheint aber die weitere Verfolgung dieser Beobachtungen geboten. 

Man weiI3, wie es haufig in der Fermentchemie der Fall ist, noch wenig 
iiber die letzten Auswirkungen des Biokatalysators auf den Gesamtorganismus. 
Xndererseits sind die Umsetzungen des Cytochroms niit seinen unmittelbaren 
Reaktionspartnern gut bekannt, die Farbstoffnatur und die chemische 
Stabilitat erleichtern die praparative Handhabung des Cytochroms c, und 
weiteren Fortschritten in der Synthese, wenigstens soweit sie die prosthetische 
Gruppe betrifft, stehen keine grundsatzlichen Schwierigkeiten entgegen. I n  
diesen Uinstanden durften fruchtbare Yoraussetzungen liegen fur die zu 
erstrebende Erforschung und experimentelle Beherrschung der Zusammen- 
hange zwischen den Cytochrornfunktionen und iibergeordneten Vorgangen 
des Organismus. 

_ _  


