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155. Methamoglobinbildung in Erythrocyten durch 
Peroxideinwirkung. Versuche zur Beurteilung der 

Schutzfunktion von Katalase und Glutathionperoxidasel) 
von H. Aebi, J. P. Heiniger und E. Lauber 

(22. V. 64) 

Bei Einwirkung ionisierender Strahlen auf Losungen von Hamoglobin oder 
Suspensionen intakter Blutzellen kommt es zur Bildung von Methamoglobin [l] [Z] 2). 

Wie in einer vormgehenden Arbeit gezeigt worden ist, gibt es Versuchsbedingungen, 
unter denen die Methamoglobinbildung durch das bei der Strahleneinwirkung ent- 
standene H,O, vollig erklart werden kann [3 ] .  Dies ist z. B. der Fall, wenn Erythro- 
cyten von geringer Katalase-Aktivitat in einem grossen Uberschuss von glucose- 
freiem, isotonischem Medium suspendiert und mit Dosen von 500 bis 5000 R bestrahlt 
werden. Da es sich bei der strahleninduzierten Methamoglobinbildung um einen 
komplexen Vorgang handelt, ist verstandlich, dass das Ausmass dieser Umsetzung 
von zahlreichen Versuchsfaktoren abhangt. Von besonderem Interesse ist in diesem 
Zusammenhang die Rolle derjenigen Enzyme, denen auf Grund ihrer Substrat- 
spezifitat eine gewisse Schutzfunktion zugeschrieben wird : Katalase [2] [4] und 
Glutathionperoxidase [5] .  

l) Henn Prof. A. ZUPPINGER, Bern, zum 60. Geburtstag in Freundschaft gewidmet. 
8 )  Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 1440. 
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Beide Enzyme kommen in normalen roten Blutzellen des Menschen in ansehn- 
licher Menge vor. Katalase zerlegt H,O,, indem - bei genugend hohem Substrat- 
angebot - der Komplex Katalase-H,O, (= Komplex I) mit einer weiteren Molekel 
H,02 (= H-Donor) reagiert (Reaktion A). Die Beseitigung von H,O, durch Gluta- 
thionperoxidase kommt durch Wasserstoffiibertragung von reduziertem Glutathion 
auf H,O, zustande (Reaktion B). 

A :  2 H20, -+ 2 H20 + 0, 
B : 2 G-SH + HZO, + G-S-S-G + 2 H2O 

Fur  eine getrennte Erfassung dieser Reaktionen konnen folgende Unterschiede 
herangezogen werden : Katalase ist hid-hemmbar, Glutathionperoxidase dagegen 
nicht. Wahrend die Katalase zur H20,-Spaltung keiner Cofaktoren bedarf, wird 
bei der Beseitigung von H,O, durch Glutathionperoxidase red. Glutathion in aqui- 
molarer Menge verbraucht. Dieses muss daher in der Zelle durch wasserstoffuber- 
tragende Enzyme (Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und Glutathion-Reduktase) 
kontinuierlich regeneriert werden (vgl. Fig. 1). Daruber hinaus verfugen normale 
Erythrozyten uber Methamoglobin-Reduktase : ein Enzym, das den erforderlichen 
Wasserstoff via Glykolyse bzw. via Hexosemonophosphat-Shunt bezieht. 

Methamoglobin - Hamglobin 
Reduktion Oxydation 

c5& 2G-SH -------* H 0 

~l~~~~~ 2 1 1-1 w r)(atalase) \ - 0 Azld 

G1-6-Ph-DH (via [ 1 [ J 
NADP- NADP- H2- 

& 

System) G-S-S-G 2 H20 

Fig. 1. Schematasche Darstellung der zwischen Glutathionperoxidase (G-SH-POD) und Katalase 
bestehenden Beziehungen (GI.-Red. = Glutathionveduktase) 

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von Katalase und Glutathionperoxidase 
riuf das Ausmass der Methamoglobinbildung zu untersuchen. Dazu wurden drei 
Arten der Peroxidbildung beniitzt: 1. Bildung von H,O, aus Glucose und 0, durch 
Einwirkung von Glucoseoxydase ; 2. Zufuhr kleiner Mengen von Reagens-H,02 durch 
Diffusion via Gasphase ; 3. Konventionelle RoNTGEN-Bestrahlung (60 und 250 kV). 

Wie aus diesen Experimenten hervorgeht, sind die mit den 3 Versuchsanord- 
nungen erzielten Ergebnisse durchaus vergleichbar. Sie berechtigen zum Schluss, 
dass beide Enzyme an der Beseitigung von H,O, beteiligt sind. Je nach Bildungs- 
geschwindigkeit des H20, (bzw. von Peroxid-aquivalenten Produkten) und je nach 
Enzymgehalt der Zellen ist allerdings deren Anteil am Zustandekommen der resul- 
tierenden Schutzwirkung recht verschieden. 

Experimenteller Teil 
I .  Methodisches. - a) Material und Bestimmungsmethoden: Angahen iiher die Gewinnung 

und Aufbereitung der Blutproben finden sich in der vorangehenden Arheit [3]. Die hier verwen- 
deten Methoden zur Bcstimmung von Hiimoglobin als Cyanhamiglobin [6], von Methamoglobin 
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nach FLEI~CH [7] bzw. MILLS & RANDAIL 181 und dcr Katalasc-Xktivitat nach FEINSTEIN [9] sincl 
gleichenorts beschrieben. r)ic Kata1a.e-Aktivitat dcr untersuchtcn Proben von Normal- und Akata- 
lasie-Blut entspricht den in jener Arbeit [3] auf Seite 256 gemachten Angaben. Die Bestimmung 
von H202 crfolgte entweder enzymatisch mittels Mecrrcttichperoxidase und o-Dianisidin [lo] 
oder nach dcr Titansulfat-Mcthodc von EGERTON et al. [111. Die fur diese Methoden gebrauchten 
Enzymprapparate und Rcagenzien warcn von folgender Herkunft : Ghcoseoxyddse (= GOL) I), 
Meerrettichperoxydasc (Rcinheitszahl0,G = POI) 11) und krist. Katalase aus Rinderleber (Iiat. I) ,  
alle BUOEHRINGEKH; Glucoseox (<L)e-oxin#, speziell arm an Itatalasc (= GO11 II), von 
NAGASF., Osaka, Japan; o-Uiani ((FLIJKAI), 2mal umliristallisicrt; iibrige Chcmikalicn durch- 
wegs ~ M E R C K  o pro  amlysz.  

b) %usanznzensetzu?.ig der l'ersu,chsansah. - 1. Bi lduizg  uon H,O, auj enzymatischevn Wegs  : 
Dic gcwaschcncn Erythrocytcn wurdcn in isotonischer, phosphatgepuffcrtcr (6,7 . M ; 
pl-I = 7 , O )  Kochsalzlosung suspendiert, entsprcchend einer Endkonzentration von 0,s mg/nil 
bzw. 7 f 10-6 M Hamoglobin. Zur Erythrocytensuspcnsion wurdcn 0 , 0 2 5 ~  Glucosc als Substrat 
fur die HzOz-produzicrcndc Glucoscoxydase zugcsctzt. Die 6 ml messenden Ansatze wurden im 
Reagensglas bei 30" inkubiert. Nach cincr Temperaturausgleichspcriodc von 10 min wurde die 
H,C),-Produktion durch Zugabe einer bestimmten Menge Glucoscoxydase (0,5-100 y GOD/ 
Ansatz) gcstartct. .Zm Schluss tler Inkubierung (2-60 niin) wurtlc die Mcthamoglobinbildung 
tiurch Zugabe cines 1~atalaseii~)erscliusses (0.1 mg krist. liat./.Insatz) gestoppt. In cincr Rcihc 
von Experimenten wurde ICatalase in verschiedener IConzentration bereits von hnfang an zu- 
gesetzt. Zur tieststellung cler pro Zeiteinheit gebilcleten H,O,-Menge wurdcn parallele Ansatzc 
mit gcpuffcrtcr NaC1-1,osung (ohnc Erythrocyten) entlialtentl 0 , 0 2 5 ~  Glucose, 0,002% o-Uia- 
nisidin und lLlcerrettichpcroxidase (80 y POD II/ml) mit clerselben Menge Glucoscoxydase ver- 
setzt. Nach bestimmter Versuchsdauer wurde die Extinktion bei 436 mp gemessen und der resul- 
tiercnde Wert untcr Verwenclung einer rnit Keagens-H,O, erstellten Eichkurvc in H,O, umge- 
rechnet (vgl. [.lo)). l'iir das zumeist verwentlete Glucoseosydase-Praparat (De-oxin~ wurde unter 
den hicr gewahlten Bedingungcn eine H,O,-Bildungsrate von 1 ,O . Mol/y Notatinlmin 
ermittelt. 

2. Zufuhr von Reagens-H202 durch Diffusion via Gasphase: 4mal gewaschene Erythrocyten 
murdon in 10 ml isotonischcr phosphatgepuffcrtcr l(REHs-KrNCiiR-I,Osung von pfI 7,4 suspendiert. 
Die 10 in1 messenden A4nsatze enthieltcn ca. 1 ml Zcllscdimcnt, dazu evtl. Zusatze von Glucose 
bzw. hzicl. Sic murdcn in zylindrischcn Glasgefassen von 50 ml Volumen bei 37" unter stetem 
Rotieren inkubiert. Die Zufuhr von H,O, in Dampfform crfolgte nach den Angaben von COHEN 
& HOCHSTEIN [12]. Nach einervorperiode von 5 min wurdcn klcinc Plssticnapfchen, 0,5 ml30-proz. 
H,O, (((Perhydro1 D) enthaltend, eingehangt und die Gefasse mit Gummikappen verschlossen. Zu 
verschicdcncn Zcitcn (5 min bis 2 Std.) wurden mittels einer Spritze aliquote Teilc aus den vcr- 
schlossenen Ansatzen cntnommen. Xach Zentrifugation tier I'roben wurdcn in Zcllscdimcnt bzw. 
Hamolysat Gehalt an Methamoglobin und red. Glutathion ( = G-SH) ermittelt. Zur Bcstimmung 
von G-SH diente die Alloxanmethodc (Extinktion bei 305 mp) nach KAY Bi MURFITT [13]. Die 
Menge an H,02, die bei diescr Versuchsanordnung vom Plasticnapfchen in den Ansatz diffundiert, 
wurde in parallelen .4nsatzen, die an Stelle der Erythrocytensuspension Titan(I1)-sulfat-Reagens 
enthielten, bestimmt. Die Geschwindigkeit der H,O,-Zufuhr via Gasphase wurde dabci zu 
1,0 9 lo-' Mol/Ansatz i. 10 ml/min crniittclt. 

c) Bestrahlungshedingungen und Strahlenquelle: TXc Fkstrahlung der Erythrocytensuspen- 
sionen erfolgte mit einem (I Dermax ))-Gerat dcr Fa. PvRTscHEwr, 1,uzcrn. Rctriebsbedingungen : 
60 kV, 20 m.4: Filter: 1 mm Al. Dosisleistnng ca. 220 R/niin. Die Ansatze von 3 ml (bzw. 6 ml) 
befandcn sich in offenen zylindrischcn Glasg 'cn von 2 ( l i z w .  4) cin 1)urchmesser. Zuni :\us- 
gleich der Feldiiihomogenitaten wurtlcn (lie T3cstralilungsansYtze (meist 6 -12) rotierend bewegt. 
Die Dosismessung erfolgte teils mittels VIC:TORBISN- Ionisationskanimcr, teils mittels lierrosultat- 
Dosimetrie nach FRICKE. 

11. Methimoglobinbildung durch enzymatisch produziertes H,O,. - Werden normale 
Erythrocyten vom Menschen zusammen mit Glucoseoxydase und C;lncose inkuhiert, ist bci Zu- 
gabe geringer Enzymmengen innert 30 min praktisch keine Methamoglobinbildung festzustellcn. 
Zur fortschreitenden Oxydation des HSmoglobins kommt cs nur, wenn Glucoseoxydase in relativ 
hoher Konzentration zugcgcn ist. W7ic ails der in 1;ig. 2 dargestellten Versuchsreilie hcrvorgeht., 
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wird Hamoglobin um so rascher oxydicrt, jc mchr Glucoscoxydasc im System vorhanden ist, 
d. h. jc raschcr H,O, durch dieses Enzym frcigesctzt wird. Unter den gewahlten X'ersuchsbedin- 
gungen (0,5 mg Hgb/ml) sind z. B. 50 y/ml Glucoseoxydase, entsprechend einer H,O,-Bildungs- 
rate von 3 . Mol H,O,/min, crforderlich, um das im Ansatz vorhandene Hamoglobin (= 7,O . 

Mol) innert 10 Minutcn znr Halfte in Methamoglobin iibcrzufdhren. Wie aus den Knrvcn fur 
50 und 100 y GOL)/ml hervorgeht, bcsteht wenigstens im obercn Konzentrationsbercich naherungs- 
wcise direkte Proportionalitat zwischcn H,O,-Rildungsgeschwindigkeit und Hamoglobinoxyda- 
tion. 

Bci Ihrchfiihrung desselben Experimentes mit katalasearmen Erythrocyten (z. B. von a Akata- 
lasie ))-Fall A4.B.) ist zur Erzielung dessclbcn Effektes in gleicher Zeitspanne rund 25mal weniger 
Glucoseoxydase erforderlich. Wie aus der Darstcllung in Fig. 3 ersichtlich ist, bewirlren Enzym- 
mengen, die bei normabn katalasehaltigen Zellcn praktisch keine Methamoglobinbildung hervor- 
zuruien vermogen, eine rasche Oxydation dcs Hamoglobins. Im  Gegcnsatz zu jenen in Fig. 2 
zcigen die Iiurven in Fig. 3 einen clcutlich biphasischen Verlaui. In  formalcr Hinsicht lasst der 

Iin 

Fig. 2. Oxydation uon Hamoglobin zu Methamoglobin in katalasehaltigen Erythrocyten durch enzy- 
matisch gebildetes H,O,. Suspension normaler Erythrocyten vow Menschen 

(0,5 mg Hgb/ml; ca. 2500 P.E./g Hgb) 
H,O,-Bildung dnrch Glucoseoxydase und Glucose. Ordinate : Prozentualer MHb-Gehalt (MHb/ 
Total-Hgb.). Abszisse : Zeit in Minutcn nach Start  cler H,O,-Bildung durch Zusatz von Glucosc- 
oxydase. Die Zahlen bei den Kurvcn gebcn die zugesctzte Glucoseoxydasemcngc in y/ml bzw. die 

Hildungsratc fur H,O, in Mol/ml/min an. 

Vcrlauf der Methamoglobinbildung zwei Abschnitte erltennens). Aui  eine initiale Latenzzeit (elag*- 
Periode) folgt nach stetigem Ubergang cine zweite Phase, wahrend welcher Hamoglobin mit prak- 
tisch konstanter Geschwindigkeit in Methamoglobin ubergcfuhrt wird. Da sowohl die Dauer der 
initialcn Latcnzphasc als auch die Stcigung dcr Kurvenabschnitte in der stationaren Phase eine 
gesetzmassigc Beziehung zur GOD-Konzentration erkennen lassen, ist eine entsprechende Aus- 
wcrtung clicser Zeit-limsatzkurven in Tabcllc 1 vorgenommen wordcn. Dabei diente die Tangente 
an den liurvenabschnitt init maxitnaler Steigung als Hilfslinie (vgl. Fig. 2). Dies erlaubt eine 
plaiiinictrischc Rcstimniung dcr folgendcn Crossen : Phase I : Strecke von t = 0 bis zum Schnitt- 
punkt von 'Tangcntc nnd Abszissc (=  Tlaucr dcr initialen tlago-Phase; to - t l ) .  Phase 2: Streckc 
auf Abszissc zwischen dcn Schnittpnnktcn der Tangentc mit Abszisse und  mit der Horizontalen 
M H h  = 50% (=  Zeit, welche in der stationaren Phase zur  Oxydation dcr halbcn Menge dcs vor- 
gelegten Hamoglobins erforderlich ist: t, - t,). 

3, Dics trifft iibrigens auch fiir den Gchalt an  red. Glutathion zu, i d e m  dieser in dcr ersten 
Phase auf lO-ZO% des Ausgangswertes absinkt und anschliessend keine wesentliche Anderuug 
mehr erfahrt. 
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in. 

Fig. 3. Oxydation von Hamoglobin zu Methamoglobin in  nakatalatischenP Erythrocyten durch enzy- 
rnatisch gebildetes H,O,. Suspension von Enten-Erythrocyten (0,s mg Hgb/ml; 6 P. E.1 g Hgb) 

Weitere Erklarungen siehe Legende zu Fig. 2 

TabeIle 1. Metharnoglobinbildung durch enzymatisch produziertes H,O, in  Erythrocytensuspenszonen 
von verschiedenem Katalasegehalt (Konzentration der Suspensionen 0,s mg Hgblml) 

Auswertung der Zcitumsatzkurven auf Grund der in Fig. 3 gezogenen Hilfslinien, d. h. lineare 
Extrapolation der Kurvenabschnittc mit maximaler Steigung nach MHb = 0% (Schnittpunkt 

der Tangente mit Abszisse). Weitere Erklarung siehe Text 

Herkunft der GOD-Zusatz (y/ml) Phase 1 (@lag))) Phase 2 (stationare Phase) 
Erythrocyten bzw. Zeit to - 1, Zeit t, - t ,  MHb-Bildungsrate 
(Katalase-Aktivitat) H,O,-Produktionsrate (min) (min) (mg MHb/ml/min) 

Mol/ml/min) 

Ente, normal 1 11,4 6 2  0,040 
(6 P.E./g Hgb) 2 5.2 2.8 0,089 

5 2 , s  1,1 0,228 
10 1,1 0 3  0,312 

Mensch, Akatalasie- 0,5 
Fall A. B. 1 

5 
10 

(22 P.E./g Hgb) 2 

~~ ~ 

12,0 1 5 3  0,016 
5,3 12,7 0,020 
3,4 6 2  0,040 
1,7 3 2  0,078 
0,g 2 3  0,108 

Mensch, normal 5 
J.-P. H. 10 
(2400 P.E./g Hgb) 20 

50 
100 

- -150 0.002 
- 66 0,004 
- 29 0,009 
- 10,8 0,023 
- 43 0,052 

Ein direkter Vergleich der sehr unterschiedlichen Methamoglobinbildung in normalen und 
uakatalatischenu Erythrocyten ist an Hand der in Fig. 2 und 3 fur 10 y GOD/ml gegebenen Kurven 
moglich. Ferner konnen fur diesen Zweck die in Tabclle 1 berechneten Werte genommen werden, 
speziell die Zeit (tl - t,), welche zur Oxydation von 50% der im Ansatz vorhandenen (konstant 
gehaltenen) Hamoglobinmenge erforderlich ist. Tragt man die auf diese Weise erhaltenen rezi- 
proken Zeitwerte als Funktion der GOD-Konzentration bzw. Bildungsgeschwindigkeit von H,O, 
auf, ergeben sich fur Erythrocyten von verschiedencm Katalasegehalt die in Fig. 4 dargestellten 
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Kurven. Aus diesen geht hervor, dass die Methamoglobinbildung bei gegebener H20,-Produktion 
um so rascher erfolgt, je geringer der Katalasegehalt der Zellen ist. Es sei vorweggenommen, dass 
das Ergebnis dieser Versuche denjenigen, wie sie friiher [4] [14] in analogen Bestrahlungsexperi- 
menten erhalten worden sind, formal recht ahnlich ist. In beiden Fallen ist die Methamoglobin- 
bildung in Enten-Erythrocyten, welche bekanntlich annahernd katalasefrei sind, am hachsten. 

Werden praktisch katalasefreie Erythrocyten in eincm Medium suspendiert, dem krist. Kata- 
lase zugefiigt worden ist, verhalten sie sich wie normale katalasehaltige Zellen. Wie aus Tabelle 2 
hervorgeht, wird die Geschwindigkeit der Methamoglobinbildung (in Phase 2) durch Zusatz von 
50 y Katalaselml um ca. das 300fache herabgesetzt. Yieser Effekt ist auch bei Ansatzen mit nor- 
malen Zellen zu beobachten; er ist jedoch vie1 schwacher. Ansatze, die (in Zellen und Medium) 

IGg. 4. Ausmass der Methamoglobinbildzlng als Funkt ion  der H202-Pvoduktion in Evythrocyten oo1a 
verschiedenem Katalasegehalt 

Katalasegehalt der untersuchten Proben: 1. 2500 P.E./g Hgb (Mensch; normal, J.-P. H.); 
2. 22 P.E./g Hgb (Mensch; Akatalasie-Fall A. B.) ; 3. 10 P.E./g Hgb (Mensch; Akatalasie-Fall 

W. N.) ; 4. 6 P.E./g Hgb (Ente) 
Ordinate: Geschwindigkeit der Methamoglobinbildung in Phase 2 (t, - t2)-I. Abszisse: Zusatz an 

Glucoseoxydasc (y/ml) bzw. H20,-Produktion Mol/ml/min) 

Tabelle 2. Einfluss der Katalase-Aktivitat oon Erythrocyten und suspendisrendem Medium auf  die 
Methamoglobinbildung durch H202 

Versuchsanordnung und Auswertung gemass Angaben in Fig. 2 und Tabelle 1. Die in Klammern 
gesetzten Zahlenwerte rechts aussen geben das Verhaltnis zwischen beobachteter und der u theore- 
tischen D Methamoglobin-Bildungsrate an, wenn von der friiher gemachten Annahme ausgegangen 
wird, dass zur Bildung von 1 Mol Methamoglobin 2 Mole H202 crforderlich sind (lo-” Mol H,O, = 

0,032 mg MHb) [3] 

Katalase- Aktivitat GOD-Zusatz (y/ml) Phase 2 (stationare Phase) 
Erythrocyten Medium bzw. Zeit t, - tz MHb-Bildungsrate 
(P.E./g Hgb) (y/ml) H20,-Bildungsrate (min) (mg MHb/ml/min) MHb - beob. 

Mol/ml/min) ’ MHb - theor. 
-~ 

6 - 1 6 2  0,040 1.25 
- 10 0 3  0,312 0,98 
50 10 270 0,001 0,003 
50 100 50 0,005 0,0016 

2400 - 10 66 0,004 0,013 
- 100 43 0,052 0,016 
50 100 39 0.006 0,0019 
50 200 34 0,007 0,0011 
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praktisch keine Katalase enthalten, zeigen in dcr stationaren Phase cinc h . l c t h ~ n ~ o g l o b i n ~ ~ i l ~ l u n ~ ,  
welche naherungsweise dem stochiometrischen Vcrhaltnis 2 €IzO,: 1 MHb cntspricht; d. h. pro 
pMol produziertes H,O, werden 32 mg Himoglobin sii Methatnoglobin oxytlicrt. In katalasc- 
haltigen Zellen ist tlieses Verhaltnis 100- his 10OOmal klcincr. 

111. Methamoglobinbildung durch H,O, zugefiihrt durch Diffusion via Gasphase. ~- 

L)ie Schutzfunktion der Glutathionporoxiclasc laisst sich nach ( ; ~ H E N  & H O C H S l E I N  [12j am. besten 
in relativ koiizentricrten Suspcnsionen gewaschener, d. h. anniihcrncl glucoscfreicr Erythrocytcn 
untersuchcn, indem diesen kontinuicrlich Rcagcns-H,O, in geringcr Mcngc zugcfiihrt viird. In 
hnsatzen ohne Glucose kommt es rclativ rasch zum Aufbrauch dcs in den Zellen vorhandencn rcd. 
Glutathions. 1st Glucose vorhandcn, wird dagegen red. Glutathion kontinuicrlich regcncricrt (vgl. 
Fig. 1). Dicses client u. a. zur pcraxidatischen Iimsetzung von H2(.),. Die untcrschictllichc Gc- 
schwindigkeit der Methamoglobinbildung in Ansiitzen mit u n d  ohne Glucosczusatz tlarf dahcr 
als Mass fur die Glutathionpcroxidase-Aktivitat gcnommcn werden. Wic atis Tabelle 3 hcrvorgcht, 
sind sowohl normale als auch (( Akatalasie s-Erythrocytcn bci Vorhandcnscin von (;lucosc in rler 
T,age, den Spiegel an rccl. Glutathion zu haltcn und eine Oxydation dcs Hamoglobins zn Methairno- 
giobin trotz konstantcr Zufuhr von Reagcns-H,O, wcitgchcnd zu verhindcrn. Am stiirkstcn ist 
dieser Effekt bei (I Akata1asic))-Zcllcn, tlcren Kestaktivitiit tliirch Azict blockiert wortlcn ist (vgl. 
Tabellc 3 ;  Zeilcn I. und 3 :  33,50,: + 3,5% MHb). Zu bcobachtcn ist tlicscr Effekt anch bci nor- 
nialcn Zcllen, sofern deren Katalaseaktivitat rlurch Aziclzusatz weitgchcncl gehcmmt wordcn ist 
(vgl. Tabelk 3 ; Zcilen 5 und 7 : 17.9% -f O,O% MHb). 

Der zcitliche Verlauui der Methamoglobinbildung zcigt auch bci diescr Vcrsuchsanordnung 
einc initiale Verzogerung (((lago-Phase) . Dicse kommt darin zum Ausclruck, dsss die Methamo- 
globinbildung mcist erst in der zweiten Stunde clcr Inkubierung rleutlich ansteigt. Xus den Kurvcn 
in Fig. 5 und 6 ist ferncr ersichtlich, dass vor allcm diejcnigcn Ansatze cine hohc Bildungsratc fur 
Methamoglobin aufweiscn, in dencn Katalase cntwerlcr wcitgchend fchlt (= Alratalasic-Zellcn : 
alle Kurven in Fig. 6) oder durch Azid blockicrt wordcn ist (normale Zellcn: Kurven A und C in 

Tabellc 3. Methantoglobin- und GlutathiowGehhlt ~ Y Z  Evythvocyterz hei 1,izkuhatioul zsiater vevschicdrnen 
Versuchsbedingungeen 

H,O,-Zufuhr durch Diffusion via Gasphase. Versuchsdauer 60 min. Tempcratur 37" C 

Herkunft dcr Zusatze Red. Glutathion Methamoglobin 
Erythrocyten Azicl tilucosc (mg G-SH/ml (in yo tlcr Gesamt- 
(Katalase-Aktivitat) Zellscdimcnt) hamine) 

S x 1 O P M  1,6 x 1 0 - 2 ~ r  t = 0 min t =. 60 min t = 0 min t 2 60min 

Akat a1 as i c - Fa1 I + - 0,51 0,15 -0 33,5ya 

(26 P. E. /g  Hgb) + + 0,56 0,46 - 0 3 ,5% 
- + 0,54 0,48 - 0 N O  yo 

A. R. - - n,so 0,14 - 0 2 l , 6  :& 

normale + - 0,49 0,09 -0 17,9% 
Erythrocyten - - 0 5 4  0,Lb 1 2  0,s YJ 
vom Mcnschcn + + 0,58 O,SG 12 9,0.,,, 
(3400 P. E / g  Hgb) - + 0,5x 0,so -0  0,o y" 

Fig. 5). Gleichzeitig bringcn diesf liurvrn abvr aiich (lic Schutzwirkung (let (;liit.atliion~~crositlasc 
znm Ausdrnck, indcm die Metli~moglobinl~iltlung- bvi (;lucmczusatz thirchwcgs kleiner ist als in 
dcn entsprechendcn glucosefreien Ansatzen. 

IV. Methamoglobinbildung als Resultante aus Hiimoglobinoxydation und Methiimo- 
globinreduktion. - Intakte Erythrocyten sind auf Grunt1 tlcrinihncn cnthaltcncn Methamoglo1)in- 
reduktase imstande, Methamoglobin in IIHmoglobin zuriicksufuhren. Als €3-1)onorcn dicncn vor- 
wicgcnd Lactat und Glucose, wobei die Wasscrstoffuhertragung win Lactat-l~chyclrogcnase untl 
NAD bzw. via NADP uncl rctl. Glutathion crfolgt [15]. Uci IJntcrsuchungen tiller dic Pcroxid- 
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Fig. 5 

GSH 
rng/rnl Ery th .  

0.2 

41 
A 

t I 

Fig. 6 
Pig. 5 und 6 .  Methamoglobin- und Glutathion-Gehalt normalev (5)  und akatalatischer (6) Erythro- 

cyten bei Inkubierung untev uerschiedenen Versuchsbedingungen 
A: ohne Glucose, + 0 , 0 0 5 ~  Azid; B: ohne Glucose, ohne Azid; C:  + 0 , 0 1 6 ~  Glucose, + 0 , 0 0 5 ~  

Azid; D: + 0 , 0 1 6 ~  Glucose, ohne Azid 
Ordinate (oben) : mg red. Glutathion pro ml Zellsediment ; (unten) prozentualer MethLmoglobin- 

gehalt. Abszisse : Zcit in Stunden 

Ye MHb 

0 2 4 6 1  id 

Fig. 7. :I.lethamoglobinreduktion i l l .  Evylhrocyten nach vovkerigev 12lethamoglobinbildung durch 
~lncoseoxydase-Bin~irkunf i .  Suspension .normalev Erythrocyten VOW Menschen (0,75 mg Hgb/ml) 
Ordinate : Prozentualer Methamoglobingehalt. Abszisse : Zeit in Stunden nach Start (Resuspen- 
dieren cler Zellen im Medium mit 0 , 0 2 5 ~  Lactat, jedoch ohne Glucoscoxydase). 1 , 2  und 3 : Proben 

von verschiedenem Methamoglobingehalt 
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bzw. Strahlen-induzierte Mcthamoglobinbildung stellt sich die Frage, inwieweit die obigen Be- 
funde durch die Methamoglobinreduktase der Erythrocyten beeinflusst worden sind. 

Als Versuchsobjekt dienen Erythrocyten, deren Hamoglobin zuvor in Methamoglobin iiber- 
gefiihrt worden ist. Werden solche Zellen nach Vorbehandlung gewaschen und anschlicssend bei 
30" inkubiert, lasst sich die Riickbildungsrate unter gegebenen Bedingungen messen. Dabei ist 
vorerst der Einfluss des relativen Methamoglobingchaltes der Zellen auf die Riickbildungs- 
geschwindigkeit untcrsucht worden. Erythrocyten von belicbigem Methamoglobingehalt kann 
man z. B. durch Glucoseoxydase-Einwirkung wahrend verschieclencr Zeit oder durch Bestrahlung 
mit verschiedcnen Dosen erhalten. Die Abhangigkeit der Methanioglobinreduktion vom rclativen 
Methamoglobingehalt der Zellen ist unter Anwendung der ersterwahnten Methodik gepriift wor- 
den. Wie ans Fig. 7 hervorgeht, verlaufen alle Zeit-Umsatzkurven ahnlich, indem eine Herab- 
setzung des anfanglichen Methamoglobingehaltcs auf die Halfte durchwegs nach etwa 3 Std. 
erreicht wird. Die entsprechenden MHb-Werte nach 0 und 3 Std. sind fur Kurve 1 : 92 -+ 45% 
(= 0.49); Kurve 2: 53+ 26% (= 0,49); Kurve 3: 21 -f 11% (= 0,52). Aus Kurve 1 ergibt sich 
eine maximale Riickbildungsrate fur Methamoglobin bei Lactatzusatz von 0,002 mg MHb/mg 
Hgb/min. Die pro Zeiteinheit reduzierte Methamoglobinmenge scheint indessen unter dicsen 
Bedingungen zur Methamoglobinkonzentration in den Zellen proportional zu sein. Zwecks bes- 
sorer Vergleichbarkeit ist daher der zu Beginn gemessene Methamoglobingehalt dcr Erythrocyten 
stets gleich 100% gesetzt worden. 

Wie in einer fruheren Arbeit gezeigt worden ist, haben Akatalasie-Zellen eine der Norm ent- 
sprechende Methamoglobinreduktase-Aktivitat [15]. Wahrend die Uberfuhrung in Methamoglobin 
durch Strahleneinwirkung nur in Akatalasie-Zellen praktikabel ist, lasst sich die Technik der Vor- 
inkubierung rnit Glucoseoxydase in allen Fallen anwenden. Die Versuche in Tabelle 4 zeigen, dass 
Methamoglobin, wclches durch RoNTGEN-&StrahlUng gebildct worden ist, in gleicher Weise redu- 
ziert wird, wie das durch Glucoseoxydase erzeugte. Die Vorbehandlung mit Glucoseoxydasc hat 
den Nachteil, dass trotz Waschen und Resuspendieren Spuren von Enzym an den Zellen haften 
bleiben. Die in Experiment A (Tabelle 4) beobachtete Verzogerung der Methamoglobin-Reduktion 
in Gegenwart von Glucose diirfte vermutlich auf Kontamination rnit Resten von Glucoseoxydase 
zuriickzufiihren sein. 

Tabelle 4. Methamoglobinreduktion in Erythrocyten nach Methawoglobinbildung durch Glucose- 
oxydase-Einwirkung oder Bestrahlung. Einfluss von Lactat- und Glucose-Zusatz auf die 

Riickbildungsrate 
Methamoglobingehalt der Zellen bei Versuchsbeginn = 100Yb gesctzt. Inkubierung bei 30". 
Konzentration der Erythrocytensuspension 0,75 mg Hgb/ml. Die Oxydation des Hamoglobins 
erfolgte in A, durch Vorinkubierung rnit Glucoseoxydase (100 y/ml. 20 min), in B. durch Bestrah- 

lung (20000 R) 

Zusatz: Relativer Methamoglobingehalt nach verschledener Versuchsdauer 
A. Normale Erythrocyten B. Akatalasie-Erythrocyten 
(3000 P.E./mg Hgb) (20 P.E./mg Hgb) 

t = l  2 4 6 Std. f = 11/$ Z1/, 3l/, Std. 

Kontrolle 95 86 73 61 % 83 77 70 % 

+ Glucose 94 90 80 67 % 75 55 37 % 

(ohne Substrat) 

(0,02501) 
~ 

+ Lactat 86 67 40 25 Yo 52 36 25% 
(0,025 M )  

Vergleicht man den Methamoglobingehalt von Akatalasie-Zellen, die mit und ohnc Zusatz von 
0,025 M Glucose oder Lactat bestrahlt worden sind, lassen sich keine gesicherten Unterschicde 
nachweisen: Nach Bestrahlung rnit 16000 R (60 kV RONTGEN-Strahlen) ist z. B. in Zellen von 

B. (Katalase-Aktivitat : 22 P.E./g Hgb) ein rclativer Methamoglobingehalt von durchwegs 
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68-72% festzustellen. Dieser Befund steht in Einklang rnit dem oben gegebenen Wert fur die 
maximale Riickbildungsrate fur Methamoglobin. Er berechtigt zum Schluss, dass die Methamo- 
globinreduktion in diesen Experimenten - wenigstens bci kurzer Versuchsdauer - verhaltnis- 
massig klein ist und daher vernachlassigt werden darf. 

Diskussion 
Katalase und Glutathionperoxidase sind imstande, in und urn die Erythrocyten 

gebildetes H20, unschadlich zu machen. Sie konkurrieren dabei um ihr gemeinsames 
Substrat, sind aber in funktioneller Hinsicht als Synergisten zu betrachten, weil 
jede auf ihre Weise zum Schutz des leicht oxydablen Hamoglobins beitragt (Fig. 1). 
Aus den rnit verschiedener Versuchsanordnung erzielten Resultaten geht hervor. 
dass bei relativ hoher H,O,-Bildungsrate (vgl. Fig. 2 und 3) die Katalasewirkung 
vorherrscht, bei kleinem H,O,-Angebot (vgl. Fig. 5 und 6) dagegen die Aktivitat 
der Glutathionperoxidase. Die beiden extremen Auffassungen, wonach Katalase 
als das Schutzenzym des Hamoglobins anzusehen ist (WARBURG [2 ] ) ,  bzw. wonach 
Glutathionperoxidase hiefur ausschliesslich von Belang ist (COHEN & HOCHSTEIN [12]), 
lassen sich demnach sehr wohl auf einen Nenner bringen. Vergleicht man die Ver- 
suchsanordnungen, wie sie von beiden Seiten zur Fundierung ihrer Auffassung ge- 
wahlt worden sind, fallt auf, dass WARBURG & Mitarbeiter mit relativ stark ver- 
dunnten (0,l-0,5 mg Hgb/ml), COHEN & HOCHSTEIN rnit eher konzentrierten (20 bis 
120 mg Hgb/ml) Erythrocytensuspensionen gearbeitet haben. Diesem Aspekt ist ent- 
sprechend Rechnung zu tragen. 

Zur Gegeniiberstellung der mit beiden Versuchsanordnungen erzielten Resultate 
erscheint es gerechtfertigt, die pro Zeiteinheit gebildete bzw. in das System gelangte 
Menge an H,O, nicht auf das Gesamtvolumen, sondern auf die gleiche Hamoglobin- 
menge (bzw. das Zellvolumen) zu beziehen. Wahlt man diese Vergleichsbasis, ergibt 
sich folgendes Bild: In den Versuchen rnit Glucoseoxydase (1-100 y/ml) wird H,O, 
mit einer Geschwindigkeit von bis 10-7 Mol/min/ml produziert. Bei einem 
Hamoglobingehalt der Suspension von ca. 0,5 mg/ml betragt demnach die Bildungs- 
rate 2.  bis 2 .  Mol H,02/mg Hgb/min. In den Versuchen mit Diffusion von 
Reagens-H,O, via Gasphase sind im Mittel 10-8 Mol H,O,/ml/min in die Erythro- 
cytensuspension gelangt. Da meist bei einer Konzentration von ca. 30 mg Hgb/ml 
gearbeitet worden ist, resultiert eine Geschwindigkeit der H,O,-Zufuhr von ca. 
3. 10-lo Mol/mg Hgb/min. Ein Vergleich dieser Zahlenwerte zeigt, dass in den Ver- 
suchen mit Glucoseoxydase pro Minute und mg Hamoglobin 3-300mal mehr H202 
gebildet worden ist als in den Experimenten rnit H,O,-Diffusion via Gasphase. Dabei 
gilt der untere Grenzwert fur die Experimente rnit Akatalasie-Zellen, der obere fur 
diejenigen an normalen Menschenerythrocyten. 

Ein ahnlicher Unterschied durfte auch bei den entsprechenden Werten fur die 
s t a t i o n ~ e  H,O,-Konzentration im suspendierenden Medium bestehen. Der in 
Frage kommende Konzentrationsbereich liegt vermutlich zwischen lo-' und M 

H,O,. Eine Korrelierung der Werte fur Bildungsgeschwindigkeit und stationare 
Konzentration lasst sich zwar nicht durchfuhren. Hingegen erscheint eine Schatzung 
der stationaren H,O,-Konzentration auf Grund nachstehender uberlegungen an- 
gangig. Diese geben zudem Gelegenheit zur Diskussion des in Fig. 3 dargestellten 
biphasischen Kurvenverlaufes bezuglich Methamoglobinbildung. 
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Die Interpretation des biphasischen Verlaufes der Methamoglobinbilclung in katalasearmen 
Zellen (vgl. Fig. 3 und Tabcllc 1) stutzt  sich zunachst auf die Beobachtung, dass die Dauer der 
initialcn t lagr-Phase zur Gcschwindigkcit dcr H,O,-Bildung umgekehrt proportional ist. Die in 
dicscr Zcit gcbildetc H,O,-Menge ist somit konstant. Im Falle von Enten-Erythrocyten (Tabellc 1 ; 
Beispiel 1) sind cs unabhangig von cler Bildnngsgeschwindigkeit fur H,O, durchwegs Mol 
H,O,/ml. Dieser Wert entspricht (bezogen auf den gesamtcn hnsatz) dem 3fachen dcrjcnigcn 
H,O,-Menge, welche zur vollstandigen Oxydation des zelleigcnen Bestandes an red. Glutathion 
nach Keaktion B (vgl. Seite 1429) erforderlich ist4). Uies sind 4 . = 

3 . 10V Mol/ml. Eine analoge Berechnung lasst sich fur Akatalasie-Zellen von Menschcn, die 
lediglich cinen halb so grossen Gehalt an red. Glutathion und eine dernentsprechend kiirzere 
Latenzphase aufweisen, durc,hfiihren (Tdbelle 1 ; Beispiel 2 ) .  Am Eude der Latenzphase diirfte im 
Rnsatz eine mittlere H,O,-Konzentration vorliegen, die glcich oder kleiner ist als die Differenz 
aus diesen beiden Werten, (1, h. (10-8) - (3 * Mol H,O,/ml. Die Annahme, dass es 
erst dann zur merklichen Oxydation von Hamoglobin zu Mcthamoglobin kommt, wenn der Vorrat 
an red. Glutathion in den Zellen aufgebracht ist und die H,O,-Konzentration einen bestimmten 
Schwellenwert uberschritten h a t ,  erlaubt jedenfalls eine zwanglosc Erklarung der Latenzphase, 
wie sic bei cler Methamoglobinbildung in katalasearmen Erythrocytcn bcobachtet werden kann 

Fiir die Interpretation dcs Kurvcnverlaufes (in Fig. 3)  ist ferner die Beobachtung von Inter- 
esse, dass die Gesamtdancr dcr zweiten Phase, wahrend welcher die Methamoglobinbildung er- 
folgt, ihrcrscits in cincm bcstimmtcn Vcrhaltnis zur H,O,-Produktion und zur oxydierten Hamo- 
globinmcnge stcht. So ist z. B. die Methamoglobinbildung in Enten-Erythrocyten bei einer H,O,- 
Produktionsrate van lop9 Mol/min/ml (bei Zusatz von 1 y GOD/ml) innert 2 x 6,2 = 12.4 min 
beendet. In  dieser Zeitspanne wcrden im System 12,4. lop9 Mol H,O,/ml gebildet. Diese Menge 
entspricht naherungsweise der (theoretisch) zur Oxydation von 0.5 mg Hgb/ml crforderlicheu 
H,O,-Mcngc von 1,5 . lo-* Mol H,O,/ml (I Mol H,O, = 0,5 Mol MHb). Dasselbe gilt sinngemass 
fur die iibrigen in Tabelle 1 (Zeilen 1-4) aufgefuhrten H,O,- bzw.  Mcthamoglobin-Umsatzc. 

x 1,s lo5 x 0,s . 

= 7 . 

Dieser Versuch einer quantitativen Auswertung der in Fig. 3 dargestellten 
Kurven berucksichtigt weder die Geschwindigkeit der enzymatischen Glutathion- 
(G-S-S-G)-Reduktion, noch eine eventuelle Methamoglobinruckbildung, noch 
die Tatsache, dass die Oxydation des Hamoglobins zu Methamoglobin nicht allein 
in einer Oxydation des Ham-Eisens besteht. Die dabei begangenen Fehler haben zur 
Folge, dass die stationare Konzentration an H,O,, wie sie sich am Ende der Phase 1 
einstellt, unterhalb des hier crrechneten Grenzwertes von 7.10-6 molar liegen 
durfte. 

Die Versuche zeigen, dass Hamoglobin in intakten Erythrocyten solange vor 
Oxydation durch H,O, geschutzt bleibt, als der Bestand an red. Glutathion eine 
peroxidatische Umsetzung des H,O, via Glutathionperoxidase erlaubt . Wird dieses 
Substrat aus irgend einem Grunde aufgebraucht, fallt diese 4 Schutzreaktion )) aus, 
und es kann nach Uberschreiten einer bestimmten Konzentrationsschwelle zur Oxy- 
dation des Hamoglobins kommen. Oh und in welchem Ausmass das uber den Schwel- 
lenwert hinaus angestaute H,O, Hamoglobin tatsachlich oxydiert, hangt von der 
Katalase-Aktivitat im Erythrocyten ab. Wahrend in praktisch katalasefreien Zellen 
Hamoglobin in annahernd stochiometrischer Menge umgesetzt wird, bleibt eine 
solche in katalasehaltigen Zellen weitgehend aus (Fig. 2 und 3 ) .  Aus einem Vergleich 
der 3 in Tab. 1 angefuhrten Versuche folgt, dass ein Anstieg der Katalaseaktivitat 
von 6 auf 22 P.E./g Hgb bereits genugt, um die Methamoglobinbildung (in Gegen- 
wart von 5 y GOD/ml) von 0,228 auf 0,090 mg MHb/ml/min herabzusetzen. In Proben 

4) Gehalt der Enten-Erythrocytcn an red. Glutathion ca. 4 . 1 0 - 3 ~ :  bei einer Hamoglobinkonzen- 
tration von 0,5 mg/ml macht der Zcllinhalt ca. 1,5°/,, dcs Gesamtvolurnens der Suspension aus; 
bci dcr Oxydation von 1 Mol red. Glutathion wird l/, Mol H,O, verbraucht. 
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rnit einer (normalen) Katalaseaktivitat von 2500 P.E./g Hgb wird bei gleichem 
H,O,-Angebot nur noch ein verschwindend kleiner Bruchteil (ca. 1/100) der theo- 
retisch moglichen Methamoglobinmenge gebildet (= 0,002 mg MHb/ml/min). Kata- 
lase ist somit in diesem Falle sehr wohl imstande, Hamoglobin vor Oxydation durch 
H,O, bzw. peroxidaquivalente Produkte zu schiitzen. Dies trifft vermutlich stets 
dann zu, wenn das Glutathionperoxidase-System, welches im Verhaltnis zur Katalase 
eine relativ geringc Umsatzkapazitat aufweist, den H,O,-Anfall nicht allein voll- 
standig umzusetzen vermag. 

Das Ergebnis der mit enzymatisch gebildetem H202 ausgefuhrten Experimente 
stimmt im wesentlichen rnit den kurzlich von COHEN & HOCHSTEIN [12b] mitge- 
teilten Befunden uberein. Dasselbe gilt auch fur die Hohe des von diesen Autoren bei 
3 . 1 0 ~ ~  M H,O, vermuteten Schwellenwertes, unterhalb welchem H,O, ausschliesslich 
durch Glutathionperoxidase umgesetzt werden soll. Ihre verallgemeinernde Fol- 
gerung, wonach die Katalase fur die Beseitigung von endogen entstandenem H,O, 
ohne praktische Bedeututlg ist, bedarf indessen einer Prazisierung. Es ist unbe- 
stritten, dass endogen bzw. metabolisch gebildetes H,O, von den Erythrocyten - 
wie in allen anderen Zellen - praktisch ausschliesslich peroxidatisch umgesetzt 
wird (vgl. [16]). Dies trifft auch fur die Aktivitat der Erythrocyten-Katalase zu, 
sofern ein geeigneter H-Donor (z. B. Formiat) zugegen ist [14]. Gleich wie Gluta- 
thionperoxidase ist die Peroxidase-Wirkung der Katakdse ein relativ langsam 
ablaufendcr Vorgang mit beschranktem Umsetzungsvermogen. 

Von ungleich gr6sserer Bedeutung ist nun aber der Refund, dass die bei Strahlen- 
einwirkung gebildeten Reaktionsprodukte auf Erythrocyten in vitro stets so ein- 
wirken, wie wenn die kritische Konzentration an H20, uberschritten worden ware. 
Die fruher bei Dosisraten von ca. 400 R/min (entspr. ca. lo-$ Mol H,O,/ml/min) an 
Erythrocyten von verschiedenem Katalasegehalt beobachteten Dosis-Wirkungs- 
kurven fur Methiimoglobinbildung stimmen in formaler Hinsicht rnit den in 
Fig. 4 dargestellten Kurven weitgehend uberein [4] [14]. Die hier gewahlte Ver- 
suchsanordnung mit enzymatisch produziertem H202 darf somit sehr wohl als 
Model1 fur die strahleninduzierte Methamoglobinbildung betrachtet werden, das 
weiteren Aufschluss uber das Zusammenwirken der am Schutz des Hamoglobins 
beteiligten Enzymsysteme zu geben vermag. 

Uic husfiihrung diescr Arbeit erfolgte mit Unterstiitzung durch den SCHWEIZERISCHEN NA- 
TIONALPONDS z u R  FOKI)EKUNG DER WISSKNSCHAFTLICHEN FORSCHUNG (Projekt A 142 bzw. 2879). 

SUMMARY 

1. The rate of methaemoglobin formation induced by small amounts of H,O,, 
(a) generated enzymatically, or (b) added by diffusion as vapour, has been investi- 
gated in suspcnsions of normal and acatalasic red cells. 

2. At low rates of H,O,-generation (ie. 10-10-10-9 moles H,O,/mg Hgb/min) 
removal of H202 is mainly due to glutathione peroxidase activity, whereas at higher 
rates (i. e.  10-9-10-7 moles H,O,/mg Hgb/min) catalase activity is responsible for 
haemoglobin protection. Under the latter experimental conditions the yield of 
methaemoglobin formcd dcpends mainly on red cell catalase activity. 

3. The existencc of a lag-phase in methaemoglobin formation and measurements 
of reduced glutathione concentration suggest that  catalase and haemoglobin compete 
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for excess H20, only after the intracellular supply of reduced glutathione has been 
exhausted and the H20, concentration in the cells has passed a critical level of 

than 7 .  1 0 - 6 ~  H,O,. 
Medizinisch-chemisches Institut der Universitat Bern 
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156. Reaktivitat von Koordinationsverbindungen XI [l] '). 
Mechanismus der Kupfer( 11)-katalysierten Autoxydation 

von o-Phenylendiamin 
von K. Wiithrich und S. Fallab 

(30. V. 64) 

Um zu prufen, wie weit bei Metallionen-katalysierten Autoxydationen Komplex- 
bildungsreaktionen zwischen Substrat und dem katalytisch aktiven Metallion von 
Bedeutung sind, haben wir die Katalyse der Autoxydation von o-Phenylendiamin 
durch Kupfer(I1)-Ionen in wasseriger Losung untersucht ,). 

Die Reaktion von o-Phenylendiamin (H,B) mit 0, fuhrt, wie wir durch EPR.- 
Messungen3) zeigen konnten, primar zu Radikalstufen, die uber verschiedene un- 

l) Die Zahlen in eckigen Klammcrn verweisen suf das Literaturverzeichnis, S. 1448. 
2, Die Anwendung der Redoxeigenschaften des o-Phenylendiamins in technischen Prozessen 

wurde bereits mehrmals beschrieben [21. Es ist auch im Hinblick auf derartige Anwendungen 
interessant, iiber das Verhalten des o-Phenylendiamins gegen 0, nahere Angaben zu erhalten. 

3, Eine ausfuhrliche Beschreibung dieser Messungen erfolgt in einer spateren Mitteilung. 


