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Zusammenf assung 

U'eitere chemische Eigenschaften von Sepiapterinen und Drosopterinen werden 
beschrieben. Die biologische Aktivitat der nach der NaBH,-Reduktion zuriick- 
oxydierten Produkte aus Sepiapterinen wurde bestinimt. Dadurch ist zum ersten Ma1 
der eindeutige Beweis erbracht, dass Sepiapterin und HR-Pterin dasselbe Geriist 
besitzen und ineinander chemisch umgewandelt werden konnen. Vorlaufige Formeln 
fur Sepiapterin, Drosopterin und Isodrosopterin werden diskutiert. 
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180. Temperaturabhangigkeit der Wirkung verschiedener 
Katalase-Inhibitoren 

von R. Gressly und H. Aebi 
(11. VI. 59) 

Katalase zeigt bei Variation der Versuchstemperatur insofern ein ungewohnliches 
Verhalten, als bei Abwesenheit von Inhibitoren nur eine sehr geringe Temperatur- 
abhangigkeit zu beobachten ist. Bei einer Versuchsdauer von 5 Min. und bei Ver- 
wendung von Perborat als Substrat verhalten sich die bei 0" und 37" fur kristalli- 
sierte Leberkatalase bestimmten Aktivitaten wie 1,0 : 1,07, was einer (scheinbaren) 
Aktivierungsenergie von 1 100 Cal/Mol entsprichtl). Wie BEERS & SIZER~)  festge- 
stellt haben, resultiert bei Gegenwart von Azid eine starke Erhohung der Temperatur- 
abhangigkeit. Dies hat jene Autoren zur allgemeinen Feststellung veranlasst, dass 
die Restaktivitat der ccgehemmten Katalase o eine Temperaturabhangigkeit auf- 
weist, wie sie in der Regel bei enzymatischen Umsetzungen besteht. 

Wie bereits kurz erwahnt worden ist l), verhalten sich verschiedene Katalase- 
Inhibitoren in dieser Hinsicht recht unterschiedlich. Sofern zur Aktivitatsbestimmung 
die Methode nach F E I N S T E I N ~ )  venvendet wird, lassen sich unter den hier getesteten 
Katalase-Inhibitoren 3 Gruppen unterscheiden, und zwar 1. Substanzen, welche in 
der Kalte vie1 starker hemmen als bei 37"; 2. Substanzen, die nur eine geringe Tem- 
peraturabhangigkeit der Inhibitorwirkung erkennen lassen, und 3. solche, die bei 
37" eine starkere Aktivitatsabnahme bewirken als bei 0". Zur 1. Gruppe gehoren 
Azid und Formiat, zur 2. Gruppe Dichlorphenol und Hydroxylamin, wahrend Amino- 
triazol - welches unter den Katalase-Inhibitoren ohnehin eine Sonderstellung ein- 
nimmt - der 3. Gruppe zuzuordnen ist. 

Die am Rcinenzym erhobenen Befunde unterstreichen die Tatsache, dass die 
Aktivitat biologischer Objekte (z. B. Organhomogenate) nicht nur von der Enzym- 

l) R. GRESSLY, H. ERLENMEYER & H. AEBI, Helv. 42, 204 (1959). 
2, R. F. BEERS & T. W. SIZER, J. biol. Chemistry 195, 133 (1952). 
3, R. N. FEINSTEIN, J.  b id .  Chemistry 180, 1197 (1949). 
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inciige und der stabilisierenden Wirkung inerter Bcglcitproteine, sondern auch von 
dcr Zusammensetzung der Effektorengarni tur abhangt . Wie aus den vorliegenden 
Vcrsuchen hervorgeht, kommt diese Hcmmwirkung je nach Versuchstemperatur in 
unterschiedlicher Weise zur Gcltung. Beim Vergleich von Ergebnissen, welche unter 
vcrschiedenen Bedingungen erzielt worden sind, ist schlicsslich auch zu beriicksich- 
tigen, dass die Wirkung eines Inhibitors nicht nur von der Versuchstemperatur 
abhzngt, sondcrn auch von der Reihenfolge, in welcher die Zugabe zum Ansatz 
erfolgt. Das Verhaltcn einigcr praktisch wichtiger Katalase-Inhibitorcn im Routine- 
Test von FEINSTEIN sol1 hier vor allem deshalb untersucht werden, weil der Organ- 
Katalase heutc vermehrtc biologische Bedeutung beigemessen wird, spcziell was die 
Empfindlichkeit der Gewebe gegenuber ionisierenden Strahlen anbelangt . 

Experimenteller Teil 
1. Methodisches. Die Bcstimmung der Katalaseaktivitat crfolgte durchwcg nach FEIN- 

 STEIN^) i n  leicht modifiziertcr Form. f i c  tcchnischen Einzelheiten dieser Methodik sind bc- 
~chriebenl)~). I n  stark verdiinnter Lijsung zcigt Katalase bekanntlich einc relativ raschc Aktir-i- 
tatsabnahme. So hat BERGMEYER~) bei einer Katalasckonzentration von 1 y/ml einen Aktivitats- 
abfall von 0,5-1,00,6 je &fin. ermittelt. Diese Vcranderung der Aktivitat ist nach eigencn Erfah- 
rungen bci Rcinpraparatcn ausgcpragter als im Organhomogcnat. Bei kurzzeitigcn Methodcn 
diirftc dicscr raschc Aktivitatsabfall praktisch ohne Einfluss sein; bei relativ langer Inkubierungs- 
dauer - wic dics hicr dcr Fall ist - muss dicsem Umstand speziell bci der F'riifung von Inhibitoren 
Rechnung gctragcn wcrdcn. Bci dcr Ermittlung tier Kestaktivitat werden namlich Werte mit- 
einander verglichen, die zu einem verschiedcncn Zeitpunkt bestimmt worden sinci. Es ist daher 
unumgdnglich, in regelmsssigen Abstsnden, z. B. allc 2 Min. (jeder vierte Ansatz der Reihc) eine 
Kontrollbestimrnung dcr Katalaseaktivitlt ohne Inhibitorzusatz auszufiihren. Dcr Zeitplan muss 
demnach so angcsctzt werdcn, dass cntsprechende Vergleichswertc moglichst gleichzeitig be- 
stimmt werden kijnnen. Je nachdem, ob cs sicli uin die Aufnahme ciner Zeitumsatzlcurve handelt 
otler um vergleichcndc Aktivititsbestimmungcn, wird dicser Zeitplan verschieden aussehen. 
Ueziiglich Einzelheiten wird auf a) verwiesen. 

Als Katalasc-Inhibitoren gelangten folgende Substanzcn zur  Verwendung : Hydroxylamin- 
hydrochlorid, Na-Azid, Na-Formiat, Kaliumferrocyanid (alle p .  a. MERCX), 2,4-Diclilorphenol 
(FLUKA), 3-Amino-1, 2,4-triazols) und L-( + )-Ascorbinsaure (ROCHE). Normalerweise crfolgte die 
Zugabe der Inhibitoren (1 ml) zum Substratpuffergemisch (8 ml) erst unmittelbar vor Vcrsuchs- 
beginn, (1. h. 10-15 Sek. vor dem Zusatz dcr Fermentlosung (1 ml). Auf die Rolle, wclche die 
Reihenfolge in dieser Hinsicht spielt, wird untcn cingegangen werden. Als Enzym wurdc durch- 
weg kristallisierte Leberkatalase (( BOEHRINGERD vcrwendet (Kat.-F. : ca. 40 000), meist in einer 
Konzentration von 2,5 y/Ansatz B 10 ml. 

2. Einfluss der Temperutur auf die Inhibitorwirkung von Azid,  Hydroxylamin, Dichlorphenol 
und Aminotriazol. Die unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedencr Bestimmungsmethoden 
gegcnuber Katalasc-Inhibitoren ist bekannt 12). In  Tab. 1 sind die Halbwertskonzentrationen, wie 
sie mit der Perborat-Methode fur vcrschiedcnc Inhibitoren bei 0" und 37' bestimmt worden sind. 
zusammengestellt. Zum Vergleich sind auch I,,-Worte, die auf Grund von Angaben dcr Literatur 
berechnet worden sind, angegeben. I n  beiden 1Wlcn bestehen zum Teil bctrachtliche Unter- 
schiede, welche vor allcm auf die ungleichen Inkubierungstemperaturen zuriickzufuhren scin 
diirften. Besonders ausgepragt ist die Temperaturabhangigkeit der Inhibitorwirkung von Na- 
Azid. So gelingt es z. B. bei Gegenwart von 2.10-6-m. Azid, allein durch Scnkung der Vcrsuchs- 
tempcratur von 37" auf 0" die Restaktivitat von 90% auf 17% herabzusetzen. In  Fig. 1 ist das 
Vcrhalten von IVa-Azid (1 a) unrl Hydroxylamin (1 b) dargestellt. Obwohl bcide Verbindungen 

4) R. GRESSLY, Dissertation Bern 1959. 
5) H. U. BERGMLYER, Biochem. 2.327, 255 (1955). 
s, Herrn Prof. D. APPLEMAN, College of Agriculture, University of California, Los Angcles, 

sei fur die Uberlassung cincr Probe Aminotriazol hiermit bestens gedankt. 
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nach KEILIN & XICHOLLS 7, derselben Inhibitor-Klasse zuzuordnen sind, verhalten sic sich vcr- 
schieden: Im Falle von Na-Azid besteht im ganzen experimentell zuganglichen Inhibitor-Kon- 
zentrationsbercich eine starke Tempcraturabhangigkcit, und zwar auch bei denjenigen Konzen- 
trationen (z. B. 10-6-m.), welchc bei 37" praktisch kaum hemmen. Im Gegensatz dazu tritt bcim 
Hydroxylamin ein deutlicher Effekt erst bei relativ hohen Konzentrationcn auf (2 . l o - 7  bis 
1WB-m.), wahrend ein solchcr bei Konzentrationen, die bei 37" nur wenig hemmen (a = 0.93 - 
0,OO) praktisch ausbleibt. 

I 0 

0' 20" 4 7' 

Fig. 1 a und 1 b. Hemmung der Katalase-Aktivitat durch Na-Azid und Hydroxylamin. 
Restaktivitat als Funktion der Versuchstemperatur 

Fig. l a  (links) N a - A z i d 10-8-m. o 
2.10-8-m. o 

5.10-'3-m. 0 

Fig. l b  (rechts) Hydroxylamin 5.10-8-m. o 

10-7-111. 
2.10-7-m. 

10-6-m. 0 

Ordinate : Rcstaktivitat in Prozent (Kontrolle = 100%) 
Abszisse: Versuchstcmperatur in ' C 

Fig. 2 gibt das Verhalten von 2,4-Dichlorphenol und von 3-Amino-l,2,4-Triazol wieder. 
Wahrend sich Dichlorphenol, der aktivste Inhibitor aus der Phenolreihes), ahnlich wic Hydroxyl- 
amin verhalt, besteht beim Aminotriazol eine Temperaturabhangigkcit im umgekehrten Sinne : 
Der Hemmeffckt ist bei 37" am grossten, wobci die inverse Temperaturabhangigkcit bei mittleren 
Inhibitorkonzentrationen am deutlichsten in Erscheinung tritt. I3ei 10W-m. und 10-l-m. Bnd- 
konzentration ergeben sich z. B. bei 0" Restaktivitaten von 95% bzw. 69% und bei 37" solche von 
83% bzw. 47 yo. Die Aminotriazolkonzentration, welche zur Erzielung einer in-vitro-Hemmung 
erforderlich ist, muss als sehr hoch bezeichnet werden (vgl. Tab. 1) und ist moglicherweise auf 
die Gegenwart eines Co-Faktors zuriickzufiihren. 
-~ ~~ 

7, D. KEILIN & P. NICHOLLS, Biochim. biophys. Acta 29, 302 (1958). 
H, P. L. GOLDACRE & A. W. GALSTON, Arch. Biochemistry Biophys. 43, 169 (1953). 
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Halbwertskonzentration 
bestimmt nach der 

Perboratmethode von 
F E I N S T E I N 3 )  

Tabellc 1. lYirkung einigev Katalase- Inhihitoren bei verschiedensn Temperatuven 
Vergleich der I,-Werte aus der Literatur mit eigenen Daten 

Temp. I O C  

0 
Hydroxyl- 
amin I 37 

0 
Na- A zid 

0 
Dichlor- 
phenol ! ::: 
Amino- 0 
triazol I 37 

Halbwertskonzentration 
ermittelt nach 

Literaturangaben 

1.25.10-7-m. 

6.30. 10-7-111. ") 

18,O 

0 
0 

2.0. 10-7-m. 

9 , ~ .  10-7-m. 

i , g .  10-7-m. 
8,o. 10-7-m. 
4,7 . 10-'-m. 

8,4. 10-6-m. 
i,o . 1 0 - 4 - ~ .  

i , 9 .  10-4-m. 

I 1  1 , 7 .  10-l-m 
1.3. 10-'-m. I vgl. 13)  14) 

3. Beeinflussung dev Katalase-Aktivitiit durch Formiat. Ameisensaure wird durch Katalasc 
und H,O, peroxydatisch oxydiert'6). Bei relativ hoher Konzentration (0,1-0,2-m.) wirkt Formiat 
andererseits als Katalase-Inhibitor4). Da Formiat bei 0" stiirker hemmt (Iso = 2. 10-2-m.) als bei 
37' (Iso = 2,5*10-'-m.), darf dieses der Gruppe I zugeordnet werden. Die Untersuchung dieser 
Hemmwirkung bei verschiedener Versuchstemperatur und bei variierter Inhibitorkonzentration 
hat  ergeben, dass unter bestimmten Voraussetzungen nicht eine Hemmung, sondern cine Steigc- 
rung der Enzymaktivitat resultiert. Fig. 3 zeigt das Verhalten der Restaktivitat innerhalb des 
Konzentrationsbereiches von bis 10-l-m bei 3 Versuchstemperaturen (37', 22" und 0') .  
Es lasst sich daraus entnehmcn, dass die erwahnte Steigerung vor allem bei 22" in Erscheinun;: 
tritt. Sic ist bei dicscr Versuchstemperatur bereits bei lO-*-m. messbar und errcicht zwischen 
5.10-3 bis 10-2-m. einen Maximalwert von 116-1200/b (Aktivitat des Kontrollansatzes = 1000/,). 
Bei weiterer Zunahme der Formiatkonzentration kommt es rasch zu einer starken Hemmung der 
Katalase; so betragt die Restaktivitat bei 0.2-m. noch 40%. Bei 37" ist die Steigerung nur in 
geringem Ausmass vorhanden (max. + 6 0 / ) ,  wahrend einc solche bei 0" vollig ausbleibt. 

Zwecks wcitercr Klarung dieser (scheinharen) Aktivitatssteigerung ist die \Virkung yon 
Formiat auf den Verlauf der Zeitumsatzkurve untersucht worden. Werden die Umsatze bei 22- 
nach 1, 2 und 5 Min. bestimmt, so ergibt sich beim Vergleich der Ansatze ohne und mit 5.10-3-m. 
Formiat folgendes: Wahrend nach 1 Min. eine geringgradige, abcr sicher feststellbare Hernrnung 
zu beobachten ist, geht diese nach ca. 2 Min. in die oben beschriebene Aktivierung iibcr, d. h .  
es resultiert in Gegenwart von Formiat ein etwas gestreckterer Verlauf der Zeitumsatzkurve. 
Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu der friiher gemachten Feststellung, wonach Effektoren 
der Katalase keinen wesentlichen Einfluss auf den zeitlichen Verlauf der PerbOratSpdltung aus- 

9, Y. OCURA, Y. TONOMURA, S. HINO & H. TAMIYA, J. Biochemistry (Japan) 37,153 (1950). 
lo) H. BLASCHKO, Biochem. J. 29, 2303 (1935). 
11) D. KEILIN & E. F. HARTREE, Biochem. J .  39, 148 (1945). 
l2) R. VAN REEN, Arch. Biochemistry 50, 219 (1954). 
13) R. N. PEINSTEIN, S. BERLINER & 0. GREEN, Arch. Biochemistry Biophys. 76, 32 (1958). 
I*) E. MAKCOLIASH 6r A. NOVOGRODSKY, Biochem. J .  68,468 (1958). 
I s )  B. CHAXCE, J. bid. Chemistry 194,471 (1952); I>. KEILIN & E. F. HARTREE,Biochem. J. 

~- 

60, 310 (1955). 
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iiben. Es  sind daher einige andere Inhibitoren in dieser Hinsicht untersucht worden. Wie aus 
Tab. 2 ersichtlich, zeigen Azid, Dichlorphenol, Ascorbat und Kaliumferrocyanid keine solche 
Beeinflussung, indem bei allen diesen Inhibitoren die Restaktivitat von der Inkubierungsdauer 
bzw. vom Spaltungsausmass unabhangig ist. Formiat scheint demnach auch in dieser Hinsicht 
eine Sonderstellung einzunehmen. 

80 

so 

40 

- 

- 

- 

zol 0" 20 
0" 20' 

Fig. 2a und 2b. Hemmung der Katalase-Aktivitat duvch Dichlorphenol und Aminotriazol 
Restaktivitat als Funktion der Versuchstemperatur 

Fig. 2a (links) 2,4-Dichlorphenol 6,3 . 10-6-m. o 

2.10-6-m. o 
5.10-6-m. e 

Fig. 2b  (rechts) 3-Amino-l,2,4-triazol 10-a-m. o 
2 .  o 

10-1-m. e 
2.10-1-m. 

10-4-m. 

Ordinate: Rcstaktivitat in F'rozent (Kontrolle = 100%) 
Abszisse : Versuchstemperatur in C 

4. Reihenfolge der Zusutze. Die Mischung der verschiedenen Reaktionspartner, namlich 
1. Substrat-Puffer-Gemisch (S), 2. Enzym (E) und 3. Inhibitor (I) kann in unterschiedlicher 
Reihenfolge vorgenommen werden. Von den beiden Moglichkeiten, wie sie im folgenden Schema 
aufgefiihrt sind, entspricht die Variante A dem hier meist gewahlten Vorgehen. 

A 
1. I 2. E 

B 
I + E  

E -+ (I+ S) 

i 
Isl 

(I+E) - - b  s 
Dabei wird der Inhibitor zum Substrat-Puffer-Gemisch zugesetzt, unmittelbar (10-15 Sek.) 

bevor die Enzymlosung in den Ansatz pipettiert wird. Werden Inhibitor und Ferment gleichzeitig 
dem Substrat-Puffer-Gemisch zugefiigt. so zcigcn die gepriiften Inhibitoren ein Verhalten, wel- 
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chrs im wesentlichen demjenigen bei der Variante A entspricht. Was die Grosse der mit diesem 
Verfahren ermittelten I,,-Werte anbetrifft, sei auf Tab. 1 verwiesen. 

100 

40 

2o t \ 
\ 
\ , ., 
'. 

Fig. 3. Effekt von Nu-Formiat auf die Katalase-Aktivitat 
Relative Aktivitat bei verschiedenen Versuchstemperaturen 

a) 0 O", b) a 22", c) o 37" 
Ordinate: Katalase-Aktivitat (Kontrolle = 100%) Abszisse: Formiatkonzentration 

Tabelle 2 .  Beeinflussung des Verlaufes der Zeit-Umsatzkztrve durch verschiedene Katalase- Inhibitoren 
Temperatur 22". Versuchsdauer: 1, 2 und 5 Min. Substrat: 0,06-m. Na-Perborat, pH = 7.0; 

Enzym : krist. Leberkatalase 

Irl.;h;+-- Versuchs- 

(Endkonz.) I 
Restaktivitat 

in Prozent 

H20,-Spaltung 
in mAq. KMn04 

(= 100%) 

'III"I,."I 

I 

5,20 

Kaliumferro- 2,35 
zyanid 3,27 2,65 

3,90 80 
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Variante B entspricht dem Vorgehen, wic es z. B. von BEERS 62 S I Z E R ~ ~ )  zum Studium pro- 
gressiv verlaufender Hemmungen verwendct worden ist. Dabci werden zunachst Enzym und 
Inhibitor gemischt und einc bestimmte Zeit vorinkubiert, bevor das Enzym-Inhibitor-Gemisch 
zur Substrat-Puffer-Losung zugcsetzt wird. Um abzuklaren. wclchcn Einfluss eine derartige 
Vorinkubierung auf das husmass des Hemmeffektes hat, sind die in Tab. 3 wiedergegebenen 
Experimente ausgefiihrt worden. Daraus geht hervor, dass die Inhibitorwirkung von der Dauer 
der Vorinkubierung nur wenig abhangt, sofern die Perboratspaltung bei 37" erfolgt. Bei den 
3 untersuchten Inhibitoren ist selbst nach 60-80 Min. langer Vorinkubierung (Enzym + Inhibitor) 
bci 0' eine Verstarkung dcr Hemmung von nur l0-20% festzustellen. 

Tabelle 3. Einfluss der Vorinkubierung der Katalase in  Gegenwart von Inhibitoren. Reihenfolge dcr 
Zusatze lzach Variante B ,  sonst nach Methode FEINSTEIN 

Versuchstemperatur 37"; Enzym: krist. Leberkatalase; Substrat: 0,06-m. Na-Perborat + 0,013-m. 

Dauer der Vorinku- 
bierung von Enzym 

und Inhibitor 

0 Min. 
20 
40 
60 
80 

Phosphatpuffer 

Restaktivitat in yo (Kontrolle = 100%) 

(10-4-m.) 

37,9 62.2 
63,4 32.2 57.5 
61,4 28,3 53,3 

Bei einigen Inhibitorcn ist der Einfluss der Vorinkubierungsdauer auf die knderung des 
HemmeffekGs auch dann etwa gleich, wenn die nachfolgende Besiimmung der Katalaseaktkitat 
bei 0' vorgenommen wird. Dies ist jedoch nicht bei allen gepriiften Inhibitoren der Fall. Bei 
Na-Azid kommt es z. B. schon nach ca. einer 5-10 Sek. dauerndenVorinkubierng zu einer wesent- 
lich starkeren Hemmung der bei 0' bestimmten Fermentaktivitat. Aus Tab. 4 geht hervor, dass 

Tabelle 4. Bedeutung der Zusatz- Reihenfolge und der Versuchstemperatur fur die Starke der 
Inhibitorwirkung 

Vergleich der mit den Varianten A und B ermittelten Restaktivitaten bei 0" und 37". Dauer der 
Vorinkubierung von Enzym und Inhibitor 10-20 Sek. Angegeben sind die Restaktivitaten in yo 

(Kontrolle ohne Inhibitor = 100%) 

Inhibitor 

Na- Azid 
(10-7-m.) 

2,4-Dichlor- 
phenol 
(2 . 10-6-m.) 

Na-Formiat 

~ - -  

0" I 37" 

Variante A 
(ohne Vor- 

inkubierung) 

93 % 

78% 

86% 

95 % 

Variante B 
(mit Vor- (ohne Vor- (mit Vor- 

92 % 77% 16% 

73% 22 ";b 

lo) R. I?. BEERS & T. W. SIZER, Arch. Biochemistry 60, 115 (1956). 
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Na-Azid und 2,4-l)ichlorphenol bei beiden Varianten etwa gleich stark wirken, sofern die von 
FEINSTEIN empfohlene Versuchstemperatur (37") gewahlt wird. Wird bei 0" inkubiert, dann ge- 
niigt bereits dic vorgangige Mischung von Enzym und Inhibitor unmittelbar vor Zugabe zum 
Substrat, um die Restaktivitat auf einen Bruchteil (l/%-l/J zu reduzieren. Daraus geht hervor, 
dass die hier fur Variante A beschriebene Temperaturabhangigkeit der Hemmwirkung verschiede- 
ner Katalase-Inhibitoren bei der Bestimmung nach Variante €3 noch wesentlich starker ausfallt. 

Diskussion 
Auf Grund ihrer Wirkungsweise sind die H-Donoren der Katalase kiirzlich von 

KEILIN & NICHOLLS') in 6 Gruppen eingeteilt worden. Diese Klassierung basiert vor 
allem auf dem Verhalten der Katahse in spektroskopischer Hinsicht, indem die 
zwischen den verschiedenen Komplcxen bestehenden Gleichgewichte in charakteri- 
stischer Weise becinflusst werden. Allen diesen H-Donoren ist die Eigenschaft ge- 
meinsam, die Katalaseaktivitat zu hemmen. Wenn versucht wird, die mit der 
FEINSTEIN-Methode gemachten Beobachtungen damit in Beziehung zu bringen, 
muss bedacht werden, dass es sich bei den nach 5 Min. ermittelten Umsatzen um 
cine Resultante handelt. Diese diirfte einerseits durch die Anfangsgeschwindigkeit 
(V,) und andererseits durch die Inaktivierungsgeschwindigkeit (Bildung von sog. 
Komplex 11) gegeben sein. Da bei der Perboratmethode mit einem relativ grossen 
H,O,-uberschuss und langer Versuchsdauer gearbeitet wird, verlauft die Bildung von 
Komplex I1 eher rasch, was eine entsprechend starke Abnahme der Spaltungsge- 
schwindigkeit wahrend des Versuches zur Folge hat. 

Bei Gegenwart von Katalase-Inhibitoren, welche u. a. die Bildung inaktiver 
Komplexe beschleunigen (Komplex I I bzw. NO-Ferro-Katalase) , zeigt der Verlauf 
der Zeit-Umsatzkurve keine sicher fassbaren Veranderungen. In  dieser Hinsicht 
verhalten sich die getesteten Vertreter der Klassen (nach KEILIN & NICHOLLS) 
I (Ascorbat, Ferrocyanid), I1 (Phenole) und V (Azid, Hydroxylamin) praktisch gleich. 
Es muss in allen Fallen eine rasche Gleichgewichtseinstellung (< 1 Min.) ange- 
nommen werden. Einen deutlichen Einfluss auf den Verlauf der H,O,-Spaltung 
zeigt dagegen Formiat, welches als Vertreter der Klasse 111 eine Hemmung der 
Bildung von inaktivem Komplex I1 bewirkt. Diese stabilisierende Wirkung kann 
unter geeigneten Versuchsbedingungen aLs t Aktivierungseffekt o in Erscheinung 
treten. Die in Fig. 3 dargestellten Kurven bringen iibrigens die Resultanten-Natur 
der hier gemessenen Umsatze deutlich zum Ausdruck. 

Azid und Hydroxylamin sind in kinetischer Hinsicht gut untcrsuchte Katalase- 
Inhibitoren, wclchc nach KEILIN & NICHOLLS') beide der Klasse V angehoren. 
Nach BEERS 17) besitzen sie einen recht ahnlichen Hemm-Mechanismus, indem die 
Dissoziationskonstante K, (E 3 EI) in beiden Fallen 103-104mal grosser ist als K, 
(ES 2 ESI). Beidc verdankcn somit ihre grosse Wirksamkeit dem Umstand, dass 
der ES-Komplcx eine vie1 grossere Affinitat zum Inhibitor aufweist als das freie 
Enzym. Die unterschiedliche Temperaturabhangigkeit der Azid- und der 
Hydroxylamin-Hemmung weist anderseits darauf hin, dass die Eigenschaften 
dcr cntsprechenden Enzym-Inhibitorkomplexe doch recht verschiedcner Natur 
sind. Da der I,,-Wert vor allem von der Grosse der Dissoziationskonstante K, 
abhangt, durfte diese Feststellung speziell fur den Komplex ESI zutreffen. - Dass 
Azid die Perboratspaltung bei 37" ohne Kiicksicht auf die Zusatz-Reihenfolge gleich 

17) R. F. BEERS J R . ,  J .  physical Chemistry 59, 25 (19.55). 
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stark hemmt, diirfte mit der von BEERS & S I Z E R ~ ~ )  gemachten Beobachtung zu- 
sammenhangen, dass bei Zimmertemperatur praktisch keine, bei 5" dagegen eine 
ausgepragte ((progressive Ratalasehemmungo durch Azid besteht. In der Kalte 
zeigt Azid einen wesentlich starkeren Hemmeffekt, wenn die Katalase nicht direkt 
zugesetzt wird (E +- I + S), sondern mit dem Inhibitor vorinkubiert worden ist 
(E + I +- S). Dieser Unterschied ist moglichenveise darauf zuriickzufiihren, dass 
das bei der Vorinkubierung gebildete EI direkt in den inaktiven Komplex ESI 
ubergeht und daher weniger ES (Komplex I) zur Reaktion mit entweder H202 oder 
Azid zur Verfiigung steht. Nicht nur bei Azid, sondern auch im Falle von Dichlor- 
phenol fuhren die Varianten A und B - sofern die Bestimmung bei 0" ausgefiihrt 
wird - zu verschiedenen I,,-Werten (vgl. Tab. 4). Dieses analoge Verhalten steht mit 
der von BEERS & S I Z E R ~ ~ )  geausserten Vermutung in Einklang, dass diesen beiden 
Inhibitoren ein ahnlicher Wirkungsmechanismus eigen ist. 

Im Gegensatz zur starken Hemmung, welche Aminotriazol in vivo auf die Kata- 
lase-Aktivitat verschiedener Organe ausiibt, ist der in-vztro-Effekt auf krist. Leber- 
katalase sehr gering. Wird die Aktivitatsabnahme mit der FEINSTEIN-Methode nach 
Variante A bestimmt, resultieren I,,-Werte von 0,134,17-m., was im Vergleich zur 
vorgelegten Substratkonzentration (0,06-m.) einem 2-3fachen Uberschuss entspricht. 
Nach FEINSTEIN et uZ.13) fiihren AT-Konzentrationen von 0,5-m. und mehr zu einem 
unspezifischen Aktivitatsabfall infolge Denaturierung. Andererseits haben MARGO- 
LIASH et a1.l4) gezeigt, dass krist. Leberkatalase bereits durch vie1 geringere Amino- 
triazol-Konzentrationen gehemmt werden kann (I,o -, 5 - 10-s-m.), sofern optimale 
Mengen eines Co-Faktors (z. B. Ribonucleinsaure) zugegen sind. Ahnliche Eigen- 
schaften zeigt der von FEINSTEIN et ~ 2 . l ~ )  beschriebene theat stable Factor,, sowie 
ein thermolabiler Faktor, welche in geringer Menge selbst in kristallisierter Leber- 
katalase vorzukommen scheinen. Obwohl Aminotriazol auch in dem von MARGO- 
LIASH beniitzten System bei 37" starker wirksam ist als bei 0", l a s t  sich nicht ent- 
scheiden, in welchem Ausmass bei der hier untersuchten Aminotriazol-Hemmung 
Co-Faktoren oder evtl. unspezifische Faktoren beteiligt sind. 

Unterstiitzung bestens gedankt. 
Der Kommission fur Atomwissenschaft des Schweiz. Nationalfonds sei hiermit fur materielle 

SUMMARY 

1. The inhibiting action at 0" and 37" C of a number of Catalase H-Donors on 
the purified liver enzyme has been compared using FEINSTEIN'S perborate-method. 
Furthermore the effect of enzyme preincubation with inhibitor has been investigated. 

2. According to the dependency of the I,,-values on temperature, the inhibitors 
can be divided in three groups; with the exception of 3-Amino-l,2,Ctriazole, they 
all inhibit the more the lower the temperature. This influence is pronounced in azide 
and formate ; it is slight however in 2,CDichlorphenol and Hydroxylamine. 

3. Under certain conditions formate, acting as a stabilisor of complex I, does not 
inhibit but causes an apparent increase in catalatic activity. 
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