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Hiimine verschiedener Strukturen als Bakterienwuchsstoffe
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Eine frither beschriebene h#éminheterotrophe, streptomycinresis-
tente Mutante von Mqcrococcus pyogenes var. aureus SG 511 kann
statt Protohdmin IX H#émato- und Mesohdmin IX, dagegen nicht
Mesohémin I und Diacetyldeuterohdmin IX, fiir ihre Hémoproteide-
synthese ausniitzen.

ensen und Thofern haben eine streptomycinresistente héminheterotrophe

Mutante des Micrococcus pyogenes var. aurews S. G. 511 isoliert 1,2, die
imstande ist, die Apoproteine ihrer Himoproteide aufzubauen und mit Hami-
nen zu kuppeln. Die Synthese der Holoh&moproteide ist aber nur nach der
Zugabe von Hamin moglich.

Es ist mit einigen Haémoproteiden gelungen die reversible Spaltung in
Hémin und Eiweiss durchzufiihren 3-8, Nicht nur Protoh&min sondern auch
gewisse andere Hémine konnen die spezifische Wirkung wiederherstellen 7,
aber nur solche, die Propionsduren an den Stellungen 6 und 7 (»Reihe IX»)
besitzen 8. Die 6,8-Isomeren (»Reihe I») dagegen geben inaktive, auf Anionen-
austauschern spaltbare Verbindungen ®. Aber nicht alle dikarboxyligen Hémine
der Reihe IX geben aktive Verbindungen. Bei Meerettichperoxydase scheint
eine Beziehung zwischen Aktivitdt und Spektrum vorzuliegen, indem die
Aktivitit geringer wird je langwelliger die e¢-Bande im Hé&mochromogen-
spektrum liegt. Diacetyldeuterohamin IX, z.B., ruft keine Peroxydaseaktivitat
hervor obwohl es eine feste Verbindung, ein wahres Holohémoproteid, mit
Apo-Meerrettichperoxydase bildet °.

Es war nun von Interesse herauszufinden, ob auch die Mutante eine Iso-
meriespezifizitit aufwiese und ob auch eine Beziehung zwischen Haminspekt-
rum und den Lebensadusserungen der Mutante besténde.

MATERIALIEN UND METHODEN
Die wachsende Mutante gibt auf Nihragar (2 9, Agar in 1.5 9% Caseinpepton — 1 9%,
Glukose — Na-Phosphatpuffer 67 mM, pH 7.6) einen hauchdiinnen Rasen, der ringsum
ein Stanzloch mit der zu priifenden Losung einen Wachstumshof, einen Hemmbhof oder
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Abb. 1. Wachstumsforderung von verschiedenen Héminen in Stanzlochtest. Die Locher

enthielten:
1. Natriumkarbonat 6. Protohémin IX
2. Protohédmin IX 7. Diacetyldeuterohdmin IX
3. Hématohédmin IX (2,6 x 10" Mole)
4, Mesohémin IX 8. Diacetyldeuterohémin IX
5. Mesohédmin I (6 x 10711 Mole)

9. Natriumkarbonat
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Abb. 2. Sauerstoffverbrauch ruhender Zellen der Mutante nach Zusatz verschiedener
Hémine.
1. Ohne Hamin
2. Protohémin IX nach 30 min (6 sM)
3. Mesohiémin IX nach 30 min (6 uM)
4. Mesohémin I nach 30 min (9 uM)
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Abb. 3. Sauerstoffverbrauch ruhender Zellen der Mutante nach Zusatz von verschiedenen
Héaminen.
1. Ohne Hémin
2. Mesohéimin I nach 30 min (Endkonzentration im Geféss 1,8 uM)
3. Wie 2 + Mesohidmin IX nach 60 min (1 uM)
4. Wie 2 + Protohémin IX nach 60 min (1,2 uM).
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Abb. 4. Sauerstoffverbrauch ruhender Zellen der Mutante nach Zusatz von Diacetyl-
deuterohémin IX,
1. Ohne Hamin
2. Diacetyldeuterohdmin IX nach 30 min (25 uM)
3. Wie 2 + Protohdmin IX nach 60 min (5 uM)
4. Protohdmin IX nach 30 min.

keine Veréanderung zeigt. Von der Hiéminlésungen (0,06—0,10 mM in 0,1 M Natrium-
karbonat) wurden 0,05 ml pro Loch abgemessen. Die Platten wurden nach 20 Std bei
37°C abgelesen.

Die ruhende Mutante, in der obigen Bouillon ohne Agar anaerob vorgeziichtet und
mit Kochsalzlosung und Puffer gewaschen, zeigt in Manometerversuchen eine missige
Sauerstoffaufnahme. Sie wurde wihrend 30 min verfolgt ehe die Héminlosung einge-
kippt wurde. Bei dem Kippen erschien meistens eine CO,-Freisetzung (siehe z. B. Abb.
3). Fir die Messungen wurden verwendet 5 mg von Bakterien, als Trockengewicht
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Abb. 4. Lichtabsorption- und Aktivitétszunahme withrend der Reaktion zwischen Apo-

meerrettichperoxydase und Hématohédmin. Probekiivette: 0,02 u Mole Protein + 0,03

4 Mole Hamatohémin in 3,7 ml 0,1 M Na — Phosphat, pH 7,1. Referenzkiivette: Das-

selbe ohne Protein. Lichtabsorption: Ordinate links und Kurve. In den Aktivitéitsmes-

sungen wurden 0,15 ml des Kiivetteninhaltes fiir die Purpurogallinreaktion verwendet,
250 ml Ather. Ordinate rechts und Cirkel (Zusammen mit Y. Avi-Dor, 1952).

berechnet, 67 mM Na-Phosphat von pH 7,6, 100 mM Glukose, Luft als Gasphase, 37°C
und 110 Oscillationen pro Minute. Anschliessend an die Atmungsversuche wurde die
Katalaseaktivitat bei 0—2°C titrimetrisch bestimmt 1* und als ml 10 mN Wasserstoff-
peroxyd ausgedriickt, die in 12 min zerlegt werden.

Sémtliche Hémine ausser Hiématohdmin waren als Porphyrinester chromatograp-
hiert, nach Verseifung mittels Ather — HCI gereinigt und in Hamine mittels Ferroacetat
in Eisessig iberfiihrt.

Die Kuppelung in Abb. 5 geschah wie frither beschrieben *.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse sind in Abb. 1—5 und in Tabelle 1 gesammelt.

Tabelle 1. Katalaseaktivitdten der Gefissinhalte in Abb. 2—4.

Abbildung Kurve Himine Katalaseaktivitit
ml 10 mN H,;0,/12 min
2 1 Ohne Zusatz 0,07
2 PH IX 1,20
3 MH IX 0,85
4 MH I 0,01
3 1 Ohne Zusatz 0,08
2 MH I 0,10
3 MHI + MH IX 0,13
4 MHI + PH IX 0.47
4 1 Ohne Zusatz 0,00 0,03
2 DiAcDH IX 0,06 0,19
3 PH IX 0,46 0,38
4 DiAcDH IX + PH IX 0,33 0,20
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DISKUSSION

Die Beobachtungen in den Agar-Stanzlochtesten und in den Manometer-
versuchen mit den anschliessenden Katalasebestimmungen stimmen insofern
gut iiberein, dass von den gepriiften Haminen nur Proto-, Meso- und Hamato-
héamin IX positive Reaktionen hervorrufen, Mesohamin I und Diacetyldeutero-
hamin IX aber nicht. In Vorversuchen zeigte sich auch Deuterohimin IX
als wirksam. Es ist unwahrscheinlich, dass die Mutante Enzyme fiir die
Umwandlung der Meso-, Deutero- und Hamatohémine — nicht aber Diacetyl-
deuterohdmin — in Protoh&dmin parat hat. Man konnte deshalb vermuten,
dass die zugesetzten Hamine unveréndert eingebaut werden. Solche artifizielle
Hamoproteide sind in der Natur frither nicht gefunden worden. Hémin a kann
aus den Bakterien nach Protohdminzugabe isoliert werden 1, ob die zugege-
benen Protohdminmolekiile in Hémin a iibergehen ist aber nicht eindeutig
beantwortet. Fiir die Identifizierung der prosthetischen Gruppen miissen die
gebildeten Hamoproteide von dem Uberschuss an zugesetztem Hémin isoliert
werden. Solche Versuche mit Verwendung von 4C/*Fe-Hémin sind im Gange.

Genau jene Hamine sind fiir die Mutante nutzbar, die mit Apo-Meerrettich-
peroxydase aktive Verbindungen geben 8. Dies ist um so bemerkenswerter
da nach Protoh#minzugabe mehrere Hamoproteide zu finden sind *. Unter
den verwendeten Bedingungen wird die steigernde Wirkung des Protohdmins
auf die Sauerstoffaufnahme durch Diacetyldeuterohdmin reduziert, zu 78 und
56 9% in Doppelbestimmungen in Abb. 4; die Katalasebestimmungen gaben
72 und 47 9. In Abb. 1 sieht man zwischen den Lochern 6 und 7 eine gerade
Begrenzung. Diese Befunde deuten eine Konkurrenz zwischen den beiden
Haminen an. In dieser ist es wegen der Spektra zu erwarten, dass Proto-
hamin fester als Diacetyldeuterohamin gebunden wird. Die Hemmung in
Abb. 4 wurde mittels einem fiinffachen Uberschuss an Diacetyldeuterohamin
erhalten. Da weiter Mesohédmin I die Bakterien gegen die IX-Isomeren voll-
standig blockiert, muss man das Vorkommen von spezifischen Haftstellen,
reaktiven Gruppen, in den Bakterien annehmen. Es ist an sich nicht tiber-
raschend, dass Mesohdmin I als Wuchsstoff oder Co-Faktor nicht verwendbar
ist, da bisher alle in der Natur gefundenen Hémoproteide Hamine der Reihe
IX enthalten.

Die Zunahme des Sauerstoffverbrauchs der ruhenden Mutante nach Himin-
zugabe (Abb. 2) kommt schnell, noch schneller als die Aktivitatszunahme
nach dem Vermischen von Hémin mit Apoperoxydase (Abb. 5). Dies konnte
mit einer unspezifischen Redoxwirkung vom Himin erklirt werden. Der
Unterschied zwischen den vier untersuchten Haminen der Reihe IX wire
dadurch zu verstehen, nicht aber die Unfihigkeit Mesohdmins I Sauerstoff-
aufnahme und Wachstum zu fordern, auch nicht die oben erwéhnte Konkur-
renz.

Bei den auf Agar aerob wachsenden Bakterien begrenzt die Diffusion des
Hiamins den Wachstum, daher werden die Zeitverhiltnisse unklarer. In den
inneren Teilen des Wachstumshofs verschwand mit allen drei Héminen der
Wachstum mehr oder weniger. Da aber diese leere Zone bei Mesohdmin am
breitesten war, kann Mangel an CoA, das fiir den bakteriellen Einbau von
Protohémin in die Katalase notwendig sein soll 3, oder an anderen Co-Faktoren
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kaum die Ursache sein. Von den drei Himinen zeigt Himatohdmin in Wasser-
losungen eine hohe Polymerisierung, Mesohdmin eine niedrigere. Dement-
sprechend diffundiert Mesohdmin weiter als die beiden anderen, und die
Ausdehnung der leeren Zone mag damit verbunden sein. In Stanzlochversuchen
mit Kobaltporphyrinen und Lactobacillus lactis Dorner bewirkten die Hamato-
und Protoverbindungen Wachstum, Meso dagegen Hemmung 4.

Alle bisherigen Ergebnisse waren durch die Annahme, dass die Bakterien
spezifische Apoeiweissmolekiile besitzen, die ihre Haftgruppen oberflachlich
tragen, erklirt. Sie schliessen aber auch beinahe aus, dass die Zunahme der
Sauerstoffaufnabhme nach Haminzugabe durch eine Kette von Hamin-Redox-
katalysatoren stattfindet, fastmehr scheint es sich um nur ein Hamoproteid
zu handeln. Die Peroxydasewirkung der Katalase konnte hier die Funktion
einer terminalen Oxydase einnehmen.

In den hier beschriebenen Versuchen (Abb. 2—4) wurden die Bakterien
wahrend der Phase ihres schnellsten Wachstums geerntet. Zu dieser Zeit
sollten sie also, nachdem was oben gesagt wurde, Apokatalase enthalten. Aus
der Literatur ist zu entnehmen, dass eine Beziehung zwischen Wachstum und
Peroxydase- bzw. Katalaseaktivitat vorliegen konnte. Es ist schon langst
bekannt, dass Kiirbiskotyledone an Katalase sehr reich sind 1%; eine néhere
Untersuchung 1¢ ergab das Katalasemaximum zwischen den 6. und 8. Tag
bei 15°C in Erbsenpflanzen. Auch in tierischen Geweben sind éhnliche Beob-
achtungen gemacht worden. Wahrend der Oestradiol-induzierten Uterushy-
perplasie steigt bei Méusen die Peroxydaseaktivitit stark an 1718, Ein einge-
hender Vergleich zwischen den durch Peroxydase und Zytochrome bedingten
Sauerstoffaufnahmen wahrend der verschiedenen Phasen des Wachstums wére
von Interesse. Aus der allgemeinen Verbreitung und der hohen Katalaseakti-
vitat in den Erythrozyten geht aber hervor, dass die Wirkung der Hydroper-
oxydasen nicht nur mit Wachstum verkniipft sein konnen.

Die Untersuchung wurde von Statens naturvetenskapliga forskningsrdd, Schweden
(K. G. P.) und die Deutsche Forschungsgemainschaft (E. Th.) unterstiitzt.
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