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tion. The ratio of two for hemin to protein
was used, thus ensuring that the native
apoprotein was saturated with the prosthe-
tic group. All protein concentrations were
based upon micro-Kjeldahl determinations.

The activity of unsplit HRP has been
determined for four preparations and
AA g, min-! yM-! was found to be 10.6,
11.4, 12.1, and 11.8, average 11.5.

Fig. 1 confirms the observation that the
hemin that is nonspecifically attached to
the apoprotein is removed by an anion
exchanger. The hemin bound as the
prosthetic group of HRP and the hemin
present in excess of the protein moiety
differ in their effects on the light absorp-
tion in the Soret band region. At 280 myu,
however, no such difference can be seen.
The activity of the recombined HRP in
Fig. 1 was found to be 12.4 min-* yM-1,

Table 1. Enzymatic activities of some artifical

peroxidases.
Positions Positions
of the of the a-
carboxyl band of
groups Activity pyridine
in the A4Ag,, hemo-
prophyrin min-! chromo-
Hemin ring uM-1 gen,
mpy
Protohemin IX 6,7 1L.5 557
Hematohemin IX 6,7 15.6 548
Mesohemin IX 6,7 15.7 547
Deuterohemin IX 6,7 6.1 545
Diacetyl-
deuterohemin IX 6,7 0.3 582
Mesohemin I 6,8 0.4 547
Coprohemin I 2,4,6,8 0.1 548
Coprohemin 11T 2,4,6,7 0.1 548

When seven different preparations of
protohemin were used in recombination
experiments with the same batch of apo-
protein, the activities of the holoenzymes
were found as 9.9 + 0.8 (S.D.). Since all
activity values are based on nitrogen deter-
minations, the somewhat low value may
be caused by a partial inactivation of the
apoprotein.

Some results with various hemins are
given in Table 1. Mesohemin IX peroxidase
and hematohemin IX peroxidase were 1.3
times more active than the unsplit peroxi-
dase, whereas deuterohemin IX peroxidase
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was only 0.5 times as active. Diacetyldeu-
terohemin IX does combine with the apo-
enzyme, &s reported previously %, but the
resulting hemoprotein is inactive in this
assay. The hemins with propionic acid
residues in the six and eight positions are
inactive, probably because of inability to
react in an adequate way with the apopro-
tein. In the case of the four-carboxylic
hemins the lack of activity may depend
upon the nature of the hemin polymer.
There seems to be some correlation
between the spectrum and the enzymatic
activities of the meso-, hemato-, proto-,
and diacetyldeuterohemin IX peroxidases.
A full report will be published.
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n fritheren Untersuchungen wurde fest-

gestellt, dass Meerrettichperoxydase —
Apoeiweiss (Apo-MRP) sich mit gewissen
Héminen kuppeln lédsst, wobei peroxy-
datisch aktive Verbindungen entstehen 2.
So geben Proto-, Meso- und Hématohémin
IX, die alle Propionséuren in den Stel-
lungen 6 und 7 besitzen, aktive Peroxy-
dasen, withrend Diacetyldeuterohdmin IX
zwar gekuppelt wird, die Verbindung ist
aber peroxydatisch inaktiv 2. Deuterohi-
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min IX-Peroxydase ist nun etwa halb so
aktiv wie Protohéminperoxydase. Meso-
himin I, das Propionsduren an den Stel-
lungen 6 und 8 besitzt, bildet keine Peroxy-
dase 2.

In der vorliegenden Arbeit wurden einige
Deuterohdminisomere bzw.-homologe sowie
Cytodeuterohémin *, die als Porphyrinester
aus friheren Arbeiten * zur Verfugung
standen, in ihrem Verhéltnis zu Apo-MRP
untersucht.

Die Porphyrinester wurden mit 7 M HCl
im Eisschrank verseift und in Hémine
mittels Ferroacetat in Eisessig tiberfiihrt.
Die Einheitlichkeit der Himine wurde
papierchromatographisch mit silikonierten
Papieren (Whatman Nr. 1), n-Propanol-
‘Wasser-Pyridin 1:55:4 und aufsteigender
Front gepriift &. Cytohamin teilte sich
dabei so auf, dass der grosste Teil iiber-
haupt nicht wanderte, der kleinere Teil mit
Rp etwa 0,1. Ein Streifen mit abnehmen-
der Intensitét war aber bis an Rg 0,8 sicht-
bar. 2,3,4-H-6,7-Propionsdurehémin zeigte
einen schwachen Schwanz, die iibrigen

* Cytodeuterohédmin bezeichnet die Ver-
bindung, die aus Cytohdmin (die Wirkungs-
gruppe des sauerstoffiibertragenden Ferments,
der Cytochromoxydase) durch Schmelzen mit
Resorcinol erhalten wird 3.
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Hémine aber wanderten als gut begrenzte
Flecke.

Fir jede Kuppelung wurde 1,0 ml Puffer
(0,03 M Phosphat, pH 7,1), 0,5 ml Apo-
MRP und 0,16 uMole des betreffenden
Hémins in 0,1 ml 0,056 M NaOH abge-
messen. Die Losung von Apo-MRP war
160 uM (Kjeldahlbestimmung), und davon
waren nach der Bestimmung mit Proto-
hidmin etwa 70 % nativ. Das Verhéiltnis
(Gesamthémin /Gesamtprotein war also 2,0.
Kuppelung geschah wihrend 40 Std. im
Kiihlschrank. Fur die Aktivitdtsmessung,
die nach der Mesidinmethode ¢ ausgefiihrt
wurde, wurden immer 0,03 ml einer 15-
fachen Verdinnung des Gemisches ver-
wendet. In der Tabelle sind die Aktivitédten
als Extinktionszuwachs pro Minute fiir eine
mikromolare Enzymkonzentration im Rohr
mit Mesidin und Peroxyd (2 + a ml ) aus-
gedriickt (4A).

Die Ergebnisse, im Tabelle 1 gesammelt,
zeigen:

1. Die beiden Deuterohémin IX-Prapa-
rate geben die gleiche Aktivitét und zwar
etwa die Hilfte davon was mit Protohémin
erreicht wird. Auch zeigen sie dieselben
Rp-Werte. Die verwendeten Methoden
scheinen also zuverldssig zu sein. Da in-
aktivierter Eiweiss sich mit Héminen nicht
spezifisch kuppelt ? kann die teilweise

Tabelle 1. Ergebnisse der Papierchromatographie und der Aktivitatsbestimmung. Alle Hamine
besassen Methylgruppen in den Stellungen 1 und 5, iibrige Substituenten gehen aus der Tabelle
hervor.

V = Vinyl, Et = Athyl, Me = Methyl, S = Propionséiure

Substituent in Stellung B Aktivitat in B

2 3 4 6 7 3 F A_Aﬂo my %.von Protohi.-
min~*uM"!  min-Peroxydase

V Me V V 8§ Me 0.40 7.5 100

H Me H S S Me? 0,49 3,9 52

H Me H S S Me? 0,50 3,8 51

H H Et 8 S Me 0,46 1,2 16

H H H 8 S Me 0,56 0,3 4

H Me H S8 Me S8 0,68 0,04 0,6

H H Me S Me S 0,66 0,08 1

Cytoh&min 0,1? 1,2 16 (0) 3)

Cytodeuterohéamin 0,52 0,4 5

1) Durch Eiseneinfithrung in Deuteroporphyrin IX erhalten.
2) Aus Protohamin IX durch Resorcinolschmelze erhalten.

3) Vgl. Text.

Acta Chem. Scand. 13 (1959) No. 6

13



1242

Inaktivierung des Apoeiweisses die rela-
tiven Aktivitdten der artifiziellen Peroxy-
dasen nicht beeinflussen.

2. Die Rp-Werte der Deuterohéminiso-
mere mit Propionséuren in den 6- und 8-
Stellungen sind héher als der des Deute-
rohidmins IX, wo die Séuregruppen in 6-
und 7-Stellung stehen. Dasselbe wurde
auch bei den Mesohdminen beobachtet, wo
die 6,7- und 6,8-Isomere die Rp-Werte
0,66 bzw. 0,70 gaben. Weil mit umge-
kehrten Phasen chromatographiert wurde
bedeutet dies, dass die beiden Karboxyl-
gruppen der 6,7-Isomere einander stirker
beeinflussen bei ihrer Ionisation als die der
6,8-Isomere. pH der Eluierungsfliissigkeit
ist etwa 7,5.

3. Die beiden Deuterohédminisomeren
mit Propionsduren in den 6- und 8-Stel-
lungen geben keine Aktivitét. Die Deutero-
héminhomologen, die in 4-Stellung &thyl-
bzw. wasserstoffsubstituiert sind, geben
beide geringere Aktivitit als Deuterohdmin
selbst. Das Homolog mit drei freien B-
Stellungen erwies die schwichste Peroxy-
daseaktivitét.

4. Das Chromatogram des zur Verfiigung
stehenden Cytohéminpreparates wurde von
unbekannten Faktoren beeinflusst sodass
sich keine gut abbegrenzte Flecken zeigten;
es enthiillte aber, dass das Praparat nicht
einheitlich war. Cytohdémin ergab 16 %
der Aktivitit die mit Protohdmin gefunden
wurde. Lichtabsorptionsmessungen des
Pyridinhé&mochromogens zeigten aber einen
Gehalt von 7 9% Protohémin in dem Cyto-
héminpreparat (Dgg; = 0,860, Dy, = 0,309
und .Dﬁ“. = 0,255. ﬂ;g-, Cytoh. = 6,4,
Busr Proton. = 8,0, Pgo Protoh. = 2,3, alle
B-Werte x 10’cm®Mole-t. Die Absorption
bei 587 mu des Protohdmochromogens ist
zu vernachléssigen.) Spektroskopisch war
eine schwache Bande bei 557 mu unter-
schiedbar. Da ein zweifacher Uberschuss
von Cytohdmin im Verhéltnis zum Eiweiss
eingesetzt wurde, lisst sich die fiir Cyto-
hémin beobachtete Aktivitat vollstdandig
durch den Protohémingehalt erkliren.
Cytohémin gibt also mit Apo-MRP keine
peroxydatisch aktive Verbindung.

5. Der Rp-Wert des Cytodeuterohimins,
der die Gegenwart von zwei Karboxyl-
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gruppen im Molekiil bestitigt 3, war von
denen des Deuterohdmins IX, des 2,3,4-
H-Hémins und des 2,3-H-4-Et-Hiémins
klar abweichend. Diese Beobachtung un-
terstiitzt den fritheren Schluss, dass Cyto-
deuterohémin mit keiner dieser Verbin-
dungen identisch sei. Es ist von Interesse,
dass Cytodeuterohémin, das nach der
Bromierung zu beurteilen drei freie -
Stellungen besitzt 3, dieselbe Peroxydase-
aktivitdt wie das 2,3,4-H-6,7-Propionsiure-
Hiémin hervorrufen kann. Die Tatsache,
dass Cytodeuterohédmin eine zwar schwache
aber doch gut messbare Peroxydase-aktivi-
tit erregte, deutet an, dass es Propionséu-
ren in den Stellungen 6 und 7 oder in zwei
Stellungen in demselben Abstand von
einander besitzt. Das verwendete Cyto-
deuterohdmin stammte aus Cytohdmin mit
7 % Protohédmin, war aber iiber seinen
mehrmals chromatographierten und krys-
tallisierten Porphyrinester gereinigt und
enthielt deshalb wahrscheinlich kein Deu-
terohdmin IX,

Professor Otto Warburg sei fiir seine Inte-
resse gedankt. K.G.P. dankt auch fiir Gast-
freundschaft.
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