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SUMMARY

The isolation of ergosine und ergosinine as well as agroclavine from seeds of
Ipomoea argyrophylia VATKE is described. This is the first case where ergot alkaloids
of the peptide type have been found in higher plants.

Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien
Sanpoz A.G., Basel
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150. Peroxidbildung bei der Autoxydation N2-substituierter
Methylhydrazine

von H. Aebi, Beatrice Dewald und Hedi Suter
(25. V1. 65)

In Gegenwart eines geeigneten Katalysators werden Methylhydrazin-Verbindun-
gen bei neutraler Reaktion rasch zum entsprechenden Azoderivat oxydiert, wobei
gleichzeitig H,0, bzw. peroxid-dquivalente Produkte (Radikale) entstehen [1]. In
einer vorangehenden Arbeit ist die Oxydation verschiedener N2-substituierter Me-
thylhydrazine, speziell solcher mit cytostatischer Wirkung, unter verschiedenen Ver-
suchsbedingungen manometrisch verfolgt worden [1a)]. Dabei hat sich am Beispiel von
1-Methyl-2-| p-(isopropyl-carbamoyl)-benzyl}-hydrazin-HCl (= Methylhydrazin I)3)
gezeigt, dass neben verschiedenen Schwermetall-Tonen (z.B. Cu?+, Co?+, V3+, Mn2+)
auch komplexe Eisenverbindungen (z.B. Fe-EDTA, Ferritin, Myoglobin) recht
wirksame Katalysatoren dieses Oxydationsvorganges sind. Da sich unter diesen
mehrere befinden, die im Organismus ubiquitir vorkommen, besteht die Moglichkeit,
dass auch die i vivo auftretende Dehydrogenierung der Methylhydrazine (RAAF-
LAUB & SCHWARTZ [2]) wenigstens teilweise auf einer Schwermetall-Katalyse beruht.

Von den bisher untersuchten Katalysatoren der Methylhydrazin-Oxydation wei-
sen die meisten auch eine mehr oder weniger ausgepriigte Katalase- bzw. Peroxidase-
Aktivitdt auf. Zahlreiche Schwermetallverbindungen bewirken — besonders wenn an
einen geeigneten Tréger adsorbiert — bereits in geringer Konzentration (ca. 10-7"m)
eine starke Beschleunigung der H,O,-Spaltung (« Katalase-Modelle» von KRAUSE [3]).

1) Markenname NATULAN (¢ Rochey).



Volumen 48, Fasciculus 6 {(1965) — No. 150 1381

Dazu kommt, dass die Aktivitit dieser Schwermetall-Ionen beziiglich H,0,-
Spaltung auch durch Ligand-Effekte beeinflusst wird [4]. Die praktische Ausniitzung
der pseudoperoxidatischen Aktivitit von Hdminverbindungen, z.B. zum Nachweis
von Blutspuren, ist allgemein bekannt. Diese Pseudoperoxidasewirkung ist aller-
dings im Vergleich zur Aktivitdt der «echten» Peroxidase um einen Faktor 103-1(¢
geringer (vgl. AEBI et al. [5]). Die Katalysatoren der Methylhydrazin-Oxydation unter-
scheiden sich somit nicht nur durch das Ausmass ihrer oxydationsbeschleunigenden
Wirkung, sondern auch durch ihr Verhalten gegeniiber dem gebildeten Peroxid. Es
bestehen die folgenden 3 Moglichkeiten:

1. Der Katalysator beschleunigt die Oxydation von Methylhydrazin zum entsprechenden Azo-
derivat. Auf Grund seiner hohen ¢Katalase»- Aktivitit bewirkt er, dass gleichzeitig entstehende
Peroxide bzw. Radikale sogleich quantitativ weiter umgesetzt werden. Es lésst sich in Gegenwart
cines derartigen Katalysators weder mit chemischen noch mit enzymatischen Methoden H,0,
nachweisen. In diesem Falle wird bei der Oxydation von Methylhydrazinen, z. B. von Natulan,
zum entsprechenden Azoderivat pro Mol 1/, Mol O, verbraucht. Beispiele: Fe-EDTA, Myoglobin.

2. Der Katalysator bewirkt zwar eine Beschleunigung der Methylhydrazin-Oxydation, hat
jedoch keine H,O,-spaltende Wirkung. Es kommt daher zu einer Anhaufung des gebildeten H,0,
in dquivalenter Menge. Dieser Fall scheint bei der von ERLENMEYER ¢f al. [6] bzw. BRINTZINGER
et al. [7] beschriebenen Katalyse durch Mn?+-Ionen bzw. Mnll-Komplexe vorzuliegen. Es werden
hier pro Mol oxydiertes Methylhydrazin 1 Mol O, verbraucht und 1 Mol H,O, gebildet.

3. Die Wirkung des Katalysators auf die Methylhydrazin-Oxydation und die H,O,-Spaltung
ist von dhnlicher Grossenordnung. Je nach Konzentration des Katalysatorzusatzes kommt es in
der Folge zu einer H,Op-Anhdufung von variablem Ausmass. Es sind somit zwischen den Extrem-
fallen 1 und 2 alle Ubergénge moglich. Beispiel: Cull-Tonen.

In fritheren Arbeiten ist entweder der O,-Verbrauch (AEBI et al. [1a]) oder die
H,0,-Anhdufung (BERNEIS ef a/. [1], ERLENMEYER ¢t al. [6]) als Mass der Methylhydra-
zin-Oxydation benutzt worden. Sofern Fall 1 vorliegt, ist das Erstere, bzw. sofern
Fall 2 zutrifft, das zweiterwidhnte Vorgehen durchaus statthaft. Handelt es sich je-
doch um ein System entsprechend Fall 3, lagsen sich nur auf Grund einer gleichzeitigen
Bestimmung von O,-Verbrauch und H,0,-Bildung verbindliche Aussagen iiber die
effektive Geschwindigkeit von Methylhydrazin-Oxydation und Peroxidbildung ma-
chen. Zur Erfassung des H,0, und anderer peroxidartiger Reaktionsprodukte sind
hier drei Versuchsanordnungen beniitzt worden:

1. Messung des bei Versuchsende in den WARBURG-Ansitzen vorhandenen Wasserstoffper-
oxids mit der Titansulfat-Methode oder manometrisch durch Zukippen eines Katalase-Uber-
schusses. Beide Methoden erfassen lediglich das am Schluss der Inkubierung noch vorhandenec
H,0,. .

2. Abfangen der wihrend der Inkubicrung gebildeten Peroxide bzw. peroxidartig wirkenden
Reaktionsprodukte mit Hilfe von *C-signiertem Formiat und Katalase. Es handelt sich hier um
das Indikator-System, das frither zur Erfassung von strahlengebildetem H,0, und oxydierenden
Radikalen verwendet worden ist (AEBI et al. [8]).

3. Verwendung katalasefreier Erythrocyten als biologisches Testobjekt. Verdiinnte Suspen-
sionen derartiger Blutzellen vom Menschen (Tréger des Enzymdefektes « Akatalasie») oder von der
Ente sind ein empfindliches Reagens auf H,0, und andere Oxydationsmittel, indem das darin ent-
haltene Hamoglobin praktisch stochiometrisch zu Methamoglobin (= H&miglobin) umgesetzt
wird. Das annidhernd vollstindige Fechlen der Katalase hat zur Folge, dass akatalatische Zellen im
Vergleich zu normalen (katalasehaltigen) Zellen gegeniiber H,0, rund hundertmal empfindlicher
sind (vgl. HEINIGER & AEBI [9]).

Die gleichzeitige Verwendung der drei Versuchsanordnungen zur Erfassung
peroxidartiger Reaktionsprodukte gestattet, Aussagen iiber die chemische Natur
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dieser Peroxide zu machen. Es steht zur Diskussion, ob bei der Oxydation von Methyl-
hydrazin-Verbindungen primér H,0, oder Radikale gebildet werden. Nach BERNETS,
KoFLER & BOLLAG [10] ist es wahrscheinlich, dass zwar priméir H,0, gebildet, dieses
jedoch durch reduktive Aktivierung sekundir in OH-Radikale tibergefiihrt wird (z. B.
im Zusammenwirken mit einer FENTON-Reaktionskette). Als Beitrag zur Klidrung
dieser Frage ist die Peroxidbildung bei der Oxydation von Methylhydrazin-Derivaten
mit derjenigen bei der enzymatischen Oxydation von Glucose durch Glucoseoxydase
verglichen worden. Sowohl gegeniiber dem System Katalase + [1*C]-Formiat als auch
in bezug auf die Methimoglobinbildung in katalasefreien Erythrocyten bestehen zwi-
schen diesen beiden Peroxid produzierenden Systemen quantitative und qualitative
Unterschiede. Dabei verhilt sich enzymatisch gebildetes Peroxid wie Reagens-H,0,
(vgl. Fre1 & AEBI [11], AEBI ¢f al. [9]), wogegen das bei der Autoxydation von Methyl-
hydrazinen entstehende Peroxid anscheinend wesentlich reaktionsfihiger ist.

Experimenteller Teil

1. Methodisches. — a) Manometrische Bestimmung des O,-Verbyvauches. Die Zusammensetzung
der Ansitze und die Inkubierungsbedingungen entsprachen den in der vorangehenden Arbeit ge-
machten Angaben [1a]. Fiir die manometrische Bestimmung des nach variierter Inkubicrungsdauer
im Ansatz vorhandenen H,0, dienten zweiarmige WARBURG-Gefésse. Es wurde zu diesem Zweck
0,1 ml Katalaselésung, 0,1 mg Reinenzym aus Rinderleber enthaltend, aus dem zweiten Seitenarm
in den Hauptraum zugekippt.

b) Chemische Hy0,-Bestimmung. Die Titansulfat-Methode nach EGErRTON ¢f al. [12] wurde in
der frither beschriebenen Modifikation [8] beniitzt. Diese beruht auf einer photometrischen Er-
fassung (E,qs) derjenigen Menge gelber (TiQ,, aq.)?*-Ionen, welche bei der Einwirkung von H,0,
auf Titan(I1I)-sulfat in schwefelsaurcr L.osung gebildet werden. Zu diesem Zweck wurde die Re-
aktion, im Fallc der Cu?+-Katalyse, durch Zugabe von EDTA (10~2m) unterbrochen. Bei den An-
sdtzen, die Fe-EDTA oder Mn2t als Katalysator enthiclten, wurde auf einen besonderen Zusatz
verzichtet, dafiir dem Zeitbedarf von der Entnahme der Probe bis zur Photometer-Ablesung
(5-10 min) Rechnung getragen. Die Eigenfarbe von Reagens und Ansidtzen wurde durch getrennte
Bestimmung des Reagenticn- und Analysen-Lecrwertes (/) korrigiert. Die mit Reagens-H,O,
erstellte Eichkurve erstreckte sich iiber cinen Bereich von 0,05-2,5 uMol/ml.

c) Versuche mit (14C)-Fovmiat und Katalase. Zum Nachweis bzw. zum fortlaufenden Abfangen
peroxidartiger Reaktionsprodukte ist das frither fiir Bestrahlungsexperimentc beniitzte 1ndikator-
system (Katalase + [4C]-Formiat) iibcrnommen worden. Das Prinzip besteht darin, dass [YC]-
Formiat als H-Donor in Gegenwart von H,O, und Katalasc peroxidatisch umgesetzt wird, wobei
14CO, entsteht (vgl. [11]). Die Zusammensetzung der WaRBURG-Ansatze war folgende: Puffcrung
durch 0,04 M Phosphat (pH 7,0); 0,01 oder 0,04 M [14C]-Formiat (spezifische Aktivitit ca. 2000 Imp.
min— - uMol-1); 5-10~*m NaHCO, als Triger, ferner ein Katalysatorzusatz und 0,1 mg krist.
Katalase; Gesamtfliissigkcitsvolumen 2,1 ml. Der Seitenarm cnthiclt 25,0 uMol Mcthylhydrazin 1
in 0,4 ml Lésung. Es resultierte somit nach Zukippen bei Versuchsbeginn eine Endkonzentration
an Methylhydrazin I von 0,01M. Im zentralen Einsatz befand sich 0,2 ml 20-proz. Natronlauge zur
Absorption des in die Gasphasc iibergehenden 14CO,. Die iibrigen Versuchsbedingungen wurden
unverdndert von der frither beschriebenen Methode [1a] itbernommen. Das Vorgehen fiir die Uber-
fithrung des in der Lauge absorbierten 14CO, in messfertige Bal4COg-Pldttchen sowic die Messung
der Radioaktivitit im fensterlosen Durchflusszahler (FH 407/516) ist beschrieben worden [8].

d) Inkubievung von Suspensionen katalasefreier Evythvocylen. Dic Gewinnung der Blutproben
und Herstellung der Erythrocytensuspension wurde bereits beschrieben [9]. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde vorwiegend mit Entenblut gearbeitet (Katalase-Aktivitat ~3 Perborat-Einheiten
pro g Himoglobin). Die zwcimal gewaschenen Erythrocyten wurden in isotonischer, phosphat-
gepufferter Kochsalzlsung (6,7 - 1073m Phosphat; pH = 7,0) suspendiert. Dic Ansidtze (meist
30 ml) wurden auf cinc Konzentration cntsprechend ca. 1,5 mg Hamoglobin/ml eingestellt. Sie
wurden unmittelbar vor Versuchsbeginn mit Eisen-EDTA-T.gsung (meist 10-3m Endkonzentra-
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tion) und Methylhydrazin I (10-3M Endkonzentration) versetzt und dann wihrend einer bestimm-
ten Zeit (15-120 min) in einem Inkubator bei 20° roticrend bewegt. Zur Bestimmung von Hdmo-
globin und Methdmoglobin nach FrLErscH [13] wurde einc aliquote Probe (2 ml) entnommen. Die
Zellen wurden vom suspendicrenden Medium durch scharfes Abzentrifugieren getrennt und das
Zellsediment mit 4,0 ml Carbonat-Hydrogencarbonat-Puffer (0,01M; pH = 9,8) hamolysiert. Nach
Abzentrifugieren der Stroma-Anteile wurde das iiberstchende Hamolysat direkt zur Analyse ver-
wendet. Zur Bestimmung des reduzierten Glutathions wurde eine aliquote Probe (10 ml) des An-
satzes entnommen. Nach Zentrifugieren wurde das Zellsediment mittels 0,5 ml dest. Wasser himo-
lysiert, die Proteine durch Zugabe von 0,5 ml Metaphosphorsdure (59,) ausgefdllt und der Ansatz
nach gutem Mischen mit 1,0 ml 0,07 M sck. Na-Phosphat neutralisiert. Nach nochmaliger Zentrifu-
gation wurde 1,0 ml des Uberstandes mit 2,0 ml Phosphatpuffer (0,07 m; pH 7,2) versetzt. Die re-
sulticrende Lésung diente zur Bestimmung des reduzicrten Glutathions nach ELLMANN [14], indem
die Extinktion bei 412 nm 5-10 min nach Zugabe von 0,02 ml einer 0,1 Losung von DTNB
(= 5,5-Dithio-bis-(2-nitrobenzoeséiure)} gemessen wurde.

e) Chemikalien und Reagentien.— Methylhydvazin-Derivate: Bezcichnung der Substanzen gemass
dem in der vorangehenden Arbcit gegebenen Schliissel (Tab. 4 in [1a]). Die meisten Versuche wurden
mit 1-Methyl-2-[p-(isopropyl-carbamoyl)]-benzyl-hydrazin- HCl{=Methylhydrazin I 1}} ausgefiihrt.
Pufferlésung: Phosphatpuffer nach S6reNseN 0,067m (pH = 7,0). — Titan(I1I)-sulfat-Losung:
Reagens auf Peroxide nach RicHarDsON, enthaltend ca. 199, Ti,(SO,); = Stammlosung. Her-
stellung der Gebrauchslésung: 2 ml Stammlésung, 20 ml H,SO, (95-979%,) und ad 100 ml dest.
Wasser. — [WC]-Formiat und [/-14C]-Acetat, bezogen vom RaDIOCHEMICAL CENTRE AMERSHAM,
verdiinnt mit inerter Substanz auf eine spezifische Aktivitit von 2100 Imp. min—! gMol-l. —
Katalase: krist. Enzym aus Rinderleber (¢ BOEHRINGER»), ca. 27000 Einh./mg. —~ Katalysatoren:
CuS0,, 5H,0; MnCl,, 4H,0; NH,Fe(SO,),, 12H,0 (alle «MERCK» pro analysi). — Chelatbildner:
EDTA-Na, (Komplexon I1I) ¢« SIEGFRIED».

2. Vergleich zwischen O,-Verbrauch und H,0,-Bildung bei der Cu?+-, Fe-EDTA-
und Mn?t-katalysierten Oxydation von Methylhydrazin I. - Katalyse durch Kupfer(II)-
ITonen. In Gegenwart hoher Katalysatorkonzentrationen ([Cu?+] > 10~%M) kommt es zu einer
raschen, der Theoric entsprechenden O,-Aufnahme (11,2 mm® O, pro uMol oxydiertes Methyl-
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Fig. 1. Oxydation von Methylhydvazin I in Gegenwart von 10-5M Cu?t
Ordinate: O,-Verbrauch bzw. Hy0,-Gehalt in gMol/Ansatz & 2,7 ml
E;-) = Mittelwert und Standardabweichung aus 5 Experimenten
~~~~~ = theoretischer 0,-Verbrauch, der zur Oxydation von 27,0 uMol Methylhydrazin I
benétigt wird
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hydrazin 1), 1In Ansdtzen mit niedrigerer Cu?t-Konzentration (10-5— 3 -10-5m) ist demgegeniiber
cin O,-Verbrauch zu beobachten, der diesen Richtwert wesentlich iibersteigt [1a]. In Fig. 1 ist der
Verlauf der Zcit-Umsatz-Kurve fiir den Oy-Verbrauch und die H,O,-Bildung bei [Cu?t] = 10-5m
wiedergegeben. Es ist daraus ersichtlich, dass es nach Reaktionsbeginn (Zukippen der Methyl-
hydrazinlésung) vorerst zu einer H,Op-Anreicherung von annihernd stéchiometrischem Ausmass
kommt. Nach Errcichen eines Hchstwertes von ca. 1,7 - 103m H,0, nimmt die H,0,-Konzen-
tration mit fortschreitender Versuchsdauer wieder ab. Der unter diesen Versuchsbedingungen
resultierende Mehrverbrauch an O, (15,5-13,5 = 2,0 uMol) entspricht dem zu diesem Zeitpunkt
im Ansatz noch vorhandenen H,0O, (3,8 uMol).

Dic gleichzeitige Bestimmung von O,-Verbrauch und H,O,-Bildung erlaubt eine Berechnung
derjenigen Menge an Methylhydrazin I, welche effektiv zum Azoderivat oxydiert wird. Dieser
Wert gibt gleichzeitig an, wieviel H,O, theoretisch insgesamt produziert worden ist. Eine derartige
Berechnung ist auf Grund der in Tab. 1 gegebencn Daten fiir 4 Cu?+-Konzentrationen durchgefiihrt
worden. Es liasst sich aus den errechneten Prozentzahlen entnehmen, dass das Verhiltnis zwischen

Tabelle 1. Vergleich zwischen Oy-Verbrauch und HyOp-Anhdufung bei dev Cu®t-katalysievten Oxy-
dation von Methylhydvazin I. — Pufferung der Ansitze durch 0,05m Phosphat, pH 7,0; Methyl-
hydrazin 10,01m (= 27,0 uMol/Ansatz)

Kupferkonzentration 10-4m 10-5m

Versuchsdauer (min) 60 120 180 60 120 180
0O,-Verbrauch (uMol/Ansatz) 134 136 136 12,3 14,8 15,5
Angehduftes HyOp (uMolfAnsatz) <1 <1 <1 4,5 3,8 3,8
Berechnete Menge an oxydiertcm

Methylhydrazin I (uMolfAnsatz) 26,8 27,2 272 20,0 25,7 27,2
Angechiunftes H,O, in %, des

oxydicrten Methylhydrazins [ <1 <1 <1 22,7 14,8 14,0
Kupferkonzentration 3-107¢m 10%m

Versuchsdauer (min) 60 120 180 300 60 120 180 300
O,-Verbrauch (uMol/Ansatz) 5,7 9,0 10,6 12,2 2,1 3,8 4,9 6,7
Angehiduftes H,O, (uMol/Ansatz) 4,5 5,5 5,9 6,0 2,3 3,5 4,1 4,9
Berechnete Menge an oxydiertem

Methylhydrazin I (uMol/Ansatz) 7,0 12,4 15,2 18,3 1,8 4,1 5,7 8,4
Angchiuftes HyO, in %, des

oxydierten Methylhydrazins I 634 444 38,6 33,0 >100 84,0 71,7 58,5

der theoretischen und der bestimmten H,0,-Menge mit steigender Katalysatorkonzentration und
mit fortschreitender Versuchsdauer graduell abnimmt. Wihrend H,O,, z. B. nach eincr Versuchs-
dauer von 60-120 min, in Gegenwart von 10-%m Cu®* in annihernd stéchiometrischer Ausbeutc zu
finden ist, kann dieses in Ansidtzen mit 10~4m Cu?+ gar nicht nachgewiesen werden. Ermittelt man
das zu cinem bestimmten Zeitpunkt im Ansatz vorhandene H,O, manometrisch durch Zukippen
eines Katalaseiiberschusses, erhdlt man iibereinstimmende Resultate. Dies ist jedenfalls dann der
Fall, wenn die Enzymzugabe erst gegen Ende der Umsetzung erfolgt. Wird z. B. in einem Experi-
ment, entsprechend Fig. 1 in [1a], nach 180 min Inkubierung allen Ansitzen Katalase zugesetzt,
resultiert folgender Befund: Bei denjenigen Ansdtzen, die zu diesem Zeitpunkt den theoretischen
Endwert beziiglich O,-Verbrauch bercits erreicht haben (z.B. wenn [Cu?*] = 1074m), ist auf die
Katalasezugabe hin keine Druckianderung zu beobachten. Demgegeniiber bewirkt derselbe Zusatz
in den WARBURG-Gefissen mit cinem scheinbar iiber dem theoretischen Wert liegenden O,-Ver-
brauch (z.B. wenn [Cu?t] = 107%M) einen sofortigen Druckanstieg im Manometer. Dasselbe ist
iibrigens bei allen Ansitzen mit unvollstandigem Reaktionsablauf zu sehen (z. B. wenn [Cu?+] =
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10—%m). In diesem letzteren Fall kommt es nach erfolgtem Druckanstieg zu einer starken Verzoge-
rung dcs weiteren Oxydationsvorganges, vermutlich bedingt durch Bindung der katalytisch akti-
ven Kupfer(II)-Ionen an das Enzymprotein.

Katalyse durch Eisenkomplexe (Fe-EDT 4). Ansitze, die 27,0 uMol Methylhydrazin I sowie Fe-
EDTA als Katalysator enthalten, zeigen einen O,-Verbrauch, der betrichtlich iiber den theo-
retisch zu erwartenden Wert von 27 - 11,2 = 302 mm?® O, hinausgeht (vgl. Tab. 2 in [1a]). Dieser
Wert wird z. B. in Gegenwart von 10-3m Fe-EDTA bereits nach ca. 60 min, bei 3 - 10~4m nach ca.
120 min tiberschritten. Setzt man zu derartigen Ansitzen Katalase zu, ist keine Druckénderung zu
beobachten (vgl. Fig. 2). Die chemische H,0,-Bestimmung nach Inkubierungszeiten von 30-180
min ergibt durchwegs Werte von 0,3-0,7 - 10~%m, d.h. die an der Erfassbarkeitsgrenze der Methode
licgen. Im Gegensatz zur Cu?+t-Katalyse ist hier der héhere O,-Verbrauch (bis 400 mm?® O,/An-
satz/3 Std.) nicht auf eine HyO,-Anhiufung, sondern auf den Ablauf weiterer Oy-verbrauchender
Reaktionen zuriickzufithren. Nach Zufiigen von Katalase kommt es auch hier (besonders bei rela-
tiv niedriger Fe-EDTA-Konzentration, z. B. 10~4M) zu ciner Verzogerung des weiteren Reaktions-
ablaufes. Analoge Versuche mit 3 - 10-3m Myoglobin haben ergeben, dass es auch in Gegenwart
dieses Katalysators zu keinem Zeitpunkt der Umsetzung moglich ist, H,0O, chemisch oder mano-
metrisch nachzuweisen. '

Katalyse durch Mangan(II)-Ionen. Auch Mangan gehort zu denjenigen Metallen, welche dic
Oxydation von Methylhydrazin-Verbindungen katalysieren [1a]. Die Abhingigkeit von der Art der
Puffer-Tonen ist jedoch eine ganz andere als z. B. im Falle der Cu?+-Katalyse. Wihrend mit Cu2+
in Phosphat- und TRIS-Puffer hohe Aktivititen resultieren, wird die Wirkung von Cu?+ in Pyro-
phosphat stark gehemmt. Demgegeniiber ist die Aktivitit von Mangan(lI)-Ionen in Phosphat-
sowie auch in Pyrophosphat-Puffer wesentlich héher als in TRIS-Puffer (vgl. Tab. 2 sowic [1a]).

Tabelle 2. Oxydation von Methylhydrazin I in Gegenwari von Mangan(II)-Ionen als Katalysalor:
Vergleich der Oxydationsgeschwindigkeit von Methylhydvazin I (0,01M) in Phosphat- und Pyro-
phosphat- Puffer (pH 7,0}, Hemmbarkeit durch EDTA

Phosphatpuffer (0,05 m) Pyrophosphatpuffer (0,04 m)
O,-Verbrauch in mm3 O,-Verbrauch in mm3
nach n Minuten nach n Minuten
Mn?2+ EDTA 15 30 60 180 Mn2+ EDTA 15 30 60 180
- 103 <1 <1 1 9 - 1072 <1 <1 <1 7
10-4m 10—3m 39 84 139 286 104w 10—-3Mm 32 70 129 289
10—4m - 164 330 454 520 10—4m - 86 182 344 529
10-%m - 14 40 85 254 10-5m - 12 25 51 153
10-%m - <l <1 3 16 10-%m - <1 1 4 16

Wie aus Tab. 2 weiter hervorgeht, ldsst sich diec Wirkung von Mn2+ durch EDTA, selbst wenn im
Uberschuss zugesetzt, nur unvollstindig unterdriicken, Bei der héchsten Katalysatorkonzentration
von 10~4%M Mn?t resulticrt bereits nach 30 bzw. 60 min ein O,-Verbrauch, der den theoretischen
Wert von 27 - 11,2 = 302 mm3 O, iibertrifit; dieser erreicht bei Versuchsende (180 min) annihernd
den doppelten Wert. Wird zu diesen Ansitzen Katalaselosung zugekippt, erfolgt ein rapider
Druckanstieg, welcher der Hilfte des zuvor registrierten Druckabfalls bzw. O,-Verbrauches ent-
spricht.

Fig. 2 erlaubt einen direkten Vergleich zwischen der katalytischen Wirkung von Cu?*, Mn%+
und Fe-EDTA auf die Oxydation von Methylhydrazin I und H,0,-Anreicherung. Auf Grund des
Verlaufs der Zeit-Umsatz-Kurven ldsst sich schitzen, dass in 0,05M Phosphatpuffer (pH 7,0)
10-5M Cu?t, 10~4m Mn2+ und 10—2m Fe-EDTA cine Aktivitit von etwa gleicher Grossenordnung
aufweisen. Die Wirkung der nach 180 min zugesctzten Katalase zeigt, dass Fe-EDTA dem cingangs
beschriebenen Typ 1 (= keine messbare H,0,-Anhidufung), Mn?** dem Typ 2 (= H,O,-Anhidufung
in quantitativer Ausbeute) und Cu?+ dem Typ 3 (= partielle H,O,-Anhdufung) zugehoren.
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27,0 uMol
LY Y it e
l*Kahalase
500
FE-EDTA
3
400 107° M

\ Cutt
sool B8 aMel L et e I\ ___ w5 M

E Mn **
200 107
109
. . . . . .
B 50 0 2 0 180 210 min

Fig. 2. Oxydation von Methylhydrazin I in Gegenwart von Cut, Mn*+ und Fe-EDT A als Katalysaloy
Bei | wurde 0,1 mg Katalasc aus dem Seitenarm zugekippt. - - -- = Theoretischer O,-Verbrauch
(vgl. Fig. 1). Ordinate: O,-Verbrauch in mm3/Ansatz; Abszisse: Zeit in Minuten.

Dic Oxydation von Methylhydrazin I durch Mangan(LI)-Ionen lidsst sich ohne Riicksicht auf
die H,0,-Bildung manometrisch dann verfolgen, wenn den Ansdtzen von Anfang an cin Katalase-
iiberschuss zugefiigt wird. Es bleibt in diesem Fall, wic aus Tab. 3 ersichtlich, eine H,0O,-Anreiche-
rung vollstindig aus. Die katalytische Aktivitdt der Mn?+-lonen wird durch das Enzymprotein
(0,1 mg Katalasc/Ansatz) nicht gchemmt. Der Katalasczusatz hat bei Proben mit 10-3M und

Tabelle 3
Einfluss eines Katalase-Zusalzes auf die Mangan(II)-kalalysievte Oxydation von Methylhydyazin [
Pufferung der Ansétze durch 0,05M Phosphat (pH 7,0); Methylhydrazin I 0,01m (= 27,0 uMol/An-
satz). Die mit ¥) bezeichncten Werte wurden 5 min nach Zukippen von 0,1 mg Katalase bei £ =180
min erhalten. Die Differenz zu den links daneben stehenden Werten ist ein Mass fiir die durch den
Enzymzusatz gespaltenc H,0,-Menge.

O,-Verbrauch in mm?® nach n Minuten

Katalase
Mn3+ 0,1 mg/Ansatz 30 60 120 180 185
_ - <1 1 5 9 -
- + <1 <1 <1 <1 -
107%™ — 38 83 167 230 116*)
+ 70 120 191 234 236
3-10-%m - 120 228 364 437 219%)
+ 130 206 260 261 261
10—%m - 266 400 491 517 257 *)

+ 199 - 264 267 268 268
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3 - 10-5M Mn?* sogar eine gegenteilige Wirkung, indem die Ansitze mit Katalase — wenigstens an-
fanglich — eincn hoheren O,-Verbrauch aufweisen als die cntsprechenden Proben ohne Katalase-
zusatz. Einzig bei der relativ hohen Mn?+-Konzentration von 10~4M ergibt sich beim Vergleich der
Ansédtze mit und ohne Katalase ein Verhaltnis beziiglich O,-Verbrauch von ca. 1:2, wie dies theo-
retisch zu erwarten ist. Fiigt man den Ansitzen ohne Katalase nach 180 min Inkubierung 0,1 mg
Katalase zu, resultiert in allen Fillen, unabhingig von der Mn2+-Konzentration, cin Druckanstieg,
der gcnau dem halben Betrag des zwischen 0 und 180 min registriertcn O,-Verbrauches entspricht.

Das verschiedene Verhalten von Ansitzen mit und ohne Katalase ist durch fortlaufende Be-
stimmung der H,0,-Produktion weiter zu kliren versucht worden. In einer Reihe paralleler Pro-
ben, 10-*m Mn?%+ als Katalysator enthaltend, ist zu verschiedenen Zeiten die H,O,-Anhiufung
chemisch und manometrisch bestimmt worden. Aus Fig. 3 geht hervor, dass sich wihrend der
ganzen Versuchsdauer O,-Verbrauch und H,0,-Bildung genau entsprechen (-1 uMol O, =
+1 uMol H,O,). Durch Zukippen von Katalaselosung lasst sich zudem zeigen, dass die Oxydation
von Methylhydrazin I in den Ansdtzen mit H,O,-Anreicherung offenbar verzogert ablauft. Je
spater die Katalase zugesetzt wird, desto grosser das Ausmass der Reaktionsverzégerung. Ob dies
auf cine cchte Aktivitatssteigerung des Katalysators durch den Enzymzusatz oder auf die fort-
laufende Beseitigung des (hemmend wirkenden ?) H,O, zuriickzufiihren ist, ldsst sich zunichst
nicht cntscheiden.

27 uMol

25

Fig. 3. Oxydation von Methylhydrazin I in
Gegenwart von 1074 m Mn?t

O = Ansitze ohne Katalase

o = Ansitze mit Katalase

| = Zukippen von 0,1 mg Katalase

4+ = chemisch bestimmter H,0,-Gehalt
Ordinate: O,-Verbrauch bzw. H,0,-Gehalt
in gMol/Ansatz 4 2,7 ml. Abszisse: Zeit in
Minuten.

I I I 1 1
30 60 90 120 150 180 min

Aus Fig. 3 ist schliesslich crsichtlich, dass bei der Mn2+-katalysierten Oxydation von Methyl-
hydrazin T ein theoretischer Endwert, entsprechend !/, uMol O, pro uMol oxydiertes Methyl-
hydrazin I, selbst bei hoher Katalysatorkonzentration (10-4¢mM Mn2*) nicht errcicht wird. Auch der
zwischen Mn?t-, Cu?+- und Fe-EDTA angestelite Vergleich (Fig. 2) zeigt, dass der nach 3 Std.
asymptotisch erreichte Gesamt-O,-Verbrauch je nach Art des Katalysators verschieden ist. Wih-
rend der in Gegenwart von 10~*m Cu?+ gemessenc O,-Verbrauch der Oxydation zum Azoderivat
genau entspricht (-11,2 mm? Oy/uMol Methylydrazin I), ist der nach 3 Std. mit 10~%m Mn?*
erzielte Umsatz ca. 159, kleiner. Mit Fe-EDTA (10-3m) wird dieser theoretische Wert bei 3stdg.
Inkubierung dagegen um ca. 309, iiberschritten.
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3. Versuche mit “C-Formiat und Katalase. - [*C]-Formiat in verdiinnter wisseriger
Losung wird durch stark oxydierend wirkende Partikel, wiec z. B. OH-Radikale, in MCO2 iiber-
gefithrt, ohne dass Enzyme dazu nétig wiren, Eine Oxydation von Formiat durch das weniger
rcaktionsfahige Wasserstoffperoxid kann dagegen nur erfolgen, wenn Katalase zugegen ist. Beide
Reaktionen spielen sich z. B. bei der Einwirkung ionisierender Strahlen auf wisserige Losungen
von Formiat ab [8]. Wie die folgenden Versuche zeigen, reagieren auch die bei der Oxydation von
Methylhydrazin gebildcten Oxydationsprodukte — je nach Art des Katalysators — mit [4C]-For-
miat teils dirckt, teils nur in Gegenwart von Katalase.

Inkubiert man [14C]-Formiat zusammen mit Methylhydrazin I und Kupfer(IT)-sulfat in einem
phosphatgepuiferten Milieu, wird im Ansatz 14CO, freigesetzt. Wie aus Tab. 4 hervorgeht, ist dazu
im Falle der Cu-Katalyse kein Enzymzusatz erforderlich. Die Bildungsrate fiir 14CO, ist im Gegen-
teil rund 3mal héher, wenn Katalase im Ansatz fchlt. Der verschiedene O,-Verbrauch in Proben
mit und ohne Katalase ist — auf Grund der oben (Seite 1384} gemachten Feststellungen — teils auf
H,0,-Anhdufung, teils auf Bindung von Cu?+ an das Enzymprotein zuriickzufithren. Die entspre-
chende Differenz bei der 1CO,-Bildung ist indessen wesentlich grosser als der unterschiedliche O,-
Verbrauch erwarten lasst. Weiter ist zu beriicksichtigen, dass Katalasc als Haminverbindung an
sich eine geringfiigige Wirkung auf die Methylhydrazin-Oxydation ausiibt (vgl. zweitletztc Zeile,
Tab. 4).

Auf Grund der in Tab. 4 (lctzte Zeile) gegebenen Werte fiir O,-Verbrauch und 1¥CO,-Bildu
kann der Prozentsatz an Peroxid berechnet werden, der effcktiv zur Formiatoxydation gebra cht

Tabelle 4
Gekoppelte Oxydation von [¥C)-Formiat zu 1*CO, in Gegenwart von Cut und Methylhydrazin T
Versuchsbedingungen: Methylhydrazin I und [MC]-Formiat je 25,0 pMol/Ansatz; NaHCO, (Tra-
ger) 0,001m; CuSO, als Katalysator 10-°M; Katalase 0,1 mgf/Ansatz; Pufferung durch Phosphat
0,024 M (pH 7,0). Versuchsdauer 2 Std.

Katalase Methyl- 0,-Verbrauch UCO,-Bildung
[HUC}-Formiat 0,1 mg/ [Cu?+] hydrazin I mm3/Ansatz/ 10-3 uMol/
0,01m Ansatz 10-5Mm 0,01m 2 Std. Ansatz/2 Std.
+ - + - 1 1
4 - - + 2 13,5
+ - + + 312 1418
+ + - - 3 11
+ + - + 5 71
+ + + + 226 491
il —
+ °oe

3 =

o~

24

a

& !

o o]

. 2

3 b A

z :

10 20 30 40 50 60 70 80 160
mM Formiat

Fig. 4. Bildung von 1CQ, aus [C)-Formiat in Gegenwart von 0,01m Methylhydrazin T (= &) bzw.
0,02m Ascorbat (+) und 10-5M Cu®* als Katalysator
Ordinate: ¥CO, in pMol/2 Std. pro Ansatz. Abszisse: Formiatkonzentration (mM).
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worden ist. Theoretisch entspricht ein O,-Verbrauch von 226 mm?3 der Oxydation von 226 : 11,2 =
20,2 pMol Methylhydrazin 1 bzw. der Bildung von 20,2 yMol Peroxid bzw. der Oxydation von
20,2 uMol [MC]-Formiat. Da aber im betreffenden Ansatz 0,49 uMol 14CO, gebildet worden ist,
ergibt sich eine Ausbeute von 0,49 : 20,2 = 2,49%,. Fiir den Ansatz ohne Katalase resultiert nach
Korrektur des Oy-Verbrauches fiir die HyO,-Anhidufung (vgl. Tab. 1) eine Ausbeute von 5,8%,. Die
Hohe der Ausbeute hingt indessen stark von den Versuchsbedingungen, speziell von der Formiat-
konzentration ab. Die Beziehung zwischen 14CO,-Bildung und Formiatkonzentration ist in Fig. 4
dargestellt. Es besteht im Bereich von 2,5-80 mM [14C]-Formiat eine Konzentrationsabhingigkeit.
Die Ausbeute betrdgt selbst bei 160 mM Formiat lediglich 15-209,. Im Gegensatz dazu ergibt sich
bei der Formiatoxydation mittels enzymatisch produziertem H,0,, unter sonst vergleichbaren
Bedingungen, eine Ausbcute von 70-909%, der Theorie [11] [15].

Ein Vergleich der katalytischen Wirkung von Cu2+, Mn2+ und Fe-EDTA auf dic ¥CO,-Bildung
aus [1C]-Formiat fithrt zu dem in Tab. 5 wiedergegebenen Resultat. In dicsem Experiment ist cine
relativ hohe Formiatkonzentration von 0,04 M gewidhlt worden. Dies erklart die gegeniiber Tab. 4
hoheren Werte fiir die 1*CO,-Bildung. Bei den gewihlten Katalysatorzusitzen wird Methylhydra-
zin I (25,0 uMol = 280 mm? O,) innert 120 min vollstindig zum Azoderivat oxydiert. Das Aus-
mass der 14CO,-Bildung aus [1C]-Formiat hingt hingegen stark von der Art des zugesetzten Kata-
lysators ab. Die héchsten Werte zeigen die Ansdtze mit Fe-EDTA, in denen ca. 8 yMol Formiat
(bei einem theoretischen Maximum von 25 yMol) oxydiert werden. Dabei ist es belanglos, ob Kata-~
lase im Uberschuss zugegen ist oder nicht. Wahrend dic hemmende Wirkung eines Katalase-
zusatzes auf die Cu?+- Katalyse unter diesen Versuchsbedingungen noch stirker in Erscheinung
tritt (14CO, ohne Katalase : 1CO, mit Katalase ~5:1), ist bei Verwendung von Mn2?+ als Kataly-
sator gerade das Gegenteil der Fall: Ohne Enzym wird nur wenig 1#CO, aus ['4C]-Formiat gebildet;
mit Enzym resultiert ein rund zehnmal grésserer Umsatz.

Tabelle 5. Vergleich dev 14 CO,- Bildung in Ansdtzen mit Cutt, Mn?+ oder Fe-EDTA als Katalysator
A fiiv die Oxydation von Methylhydrazin I

Angitze enthaltend: Phosphatpuffer 0,033m (pH 7,0); 0,01m Methylhydrazin I (= 25,0 uMol/An-

satz); 0,04 M [MC]-Formiat (= 100 gMol/Ansatz); NaHCO, als Tréiger 0,0005M; Katalase 0,1 mg/

Ansatz.
O,-Verbrauch 14CO,-Bildung
mm?® O,/Ansatz nach 2 Std. 10-3 yMol/Ansatz nach 2 Std.
Katalysator ohne Katalase mit Katalase ohne Katalasc mit Katalase
Cu?+ 104m 327 255 4600 > 857
Mn2+ 10—4m 369 275 343 < 3678
Fe-EDTA 10-3m 381 348 7885 ~ 8000

Die Radikalnatur der Reaktionsprodukte, welche bei der Cu?t-Katalyse entstehen, ldsst sich
nicht nur auf Grund der Entbehrlichkeit eines Katalasczusatzes bei der gekoppelten Oxydation
von [1C]-Formiat beurteilen. Dazu dienen auch Versuche mit oxydablen Substraten, welche nicht
in den Spezifitatsbereich der Katalase fallen. So wird z. B. [1-}4C]-Acetat im Modellversuch mit
Katalase, Glucoseoxydase und Glucose praktisch nicht umgesetzt.

In Gegenwart von Cu?+ und Methylhydrazin I wird dagegen auch [1-14C]-Acetat, in allerdings
geringerem Umfang als Formiat, zu *CO, oxydiert. In Ansitzen mit 0,016m [1-14C]-Acctat,
0,01M Methylhydrazin I und 10-5M Cu?+ wird in 120 min ca. 0,1 #Mol, im Kontrollansatz ohne
Methylhydrazin I ca. 0,005 Mol ¥CO,/Ansatz gebildet.

Zu Vergleichszwecken wurde auch untersucht, wie sich die Reaktionsprodukte, die bei der
Oxydation von Ascorbat entstehen, gegeniiber [1C]-Formiat verhalten. Wic aus Tab. 6 ersichtlich,
ist das System Ascorbat, Cu?+, [¥C]-Formiat dem System Methylhydrazin I, Cu2+, [1C]-Formiat
in jeder Hinsicht sehr dhnlich. Ein Zusatz von Katalase ist auch hier entbehrlich und wirkt eher
hemmend. Die in Fig. 4 vergleichshalber eingezeichnete Abhdngigkeit der 14CO,-Bildung von der
Formiatkonzentration zeigt denselben Verlauf wie er mit Methylhydrazin I und Cu?* zu beobach-
ten ist.
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Tabelle 6. Gekoppelle Oxydation von [YC)-Formiat zu ¥CO, in Gegenwart von Cu**+ und Ascorbat
Versuchsbedingungen: Ascorbat 0,02M; [C]-Formiat 0,01M; NaHCO, (Triger) 0,001M; CuSO,
als Katalysator 10-%m; Katalase 0,05 mg/Ansatz., Pufferung durch Phosphat 0,026 M (pH 6,5);

Versuchsdauer 2 Std.

O,-Verbrauch 1CO,-Bildung

[1C)-Formiat Katalase [Cu?t] Ascorbat mm?/Ansatz/ 10-2 yMol/
0,01m 0,05 mg 10-5m 0,02m 2 Std. Ansatz/2 Std.
+ - + - 6 2

+ - - + 12 93

+ - + + 800 2550

+ + + - <1 4

+ + - + 8 268

+ + + + 680 1250

Theoretisch bestiinde dic Méglichkeit, auch das Indikatorsystem Meerrettich-Peroxidase +
0-Dianisidin, das frither in Bestrahlungsversuchen beniitzt worden ist [5], dafiir zu verwenden.
Versuche mit dieser Zielsctzung haben indessen zu keinem verwertbaren Resultat gefiihrt. Dies ist
u.a. darauf zuriickzufiithren, dass Methylhydrazin I bzw. die Reaktionsprodukte, welche bei der
Inkubicrung mit Haminverbindungen entstehen, die Aktivitit dieses Enzyms stark hemmen. Es
betrigt der I ,-Wert fiir Meerrettich-Peroxidase 5-107°M, derjenige fiir Myeloperoxidase
1,5+ 10~%4M. Demgegeniiber wird die Aktivitdt von krist. Leberkatalase beziiglich H,0,-Spaltung
selbst durch 0,01M Methylhydrazin I iiberhaupt nicht beeinflusst.

4. Erythrocyten als Indikator fiir die Peroxidbildung. — Werden Erythrocyten in einem
Medium suspendiert, welches u.a. Methylhydrazin I und einen gecigneten Katalysator enthilt,
kommt es in den Erythrocyten zu folgenden, phasenweise ablaufenden Verdnderungen. Vorerst
nimmt der Gehalt an reduziertemn Glutathion ab. Hat dieser einen bestimmten Mindestwert unter-
schritten, setzt Oxydation des Himoglobins zu Methiamoglobin (= Himiglobin) cin. Die Ge-
schwindigkeit, mit der diese Vorgéinge ablaufen, hingt vor allem von der Geschwindigkeit der

“Melh -Hb
L0

mg G-SHigHb
2

2

20 o

o

00 5 4 0 o
Zet in Minuten

Fig. 5. Oxaydation von Himoglobin und reduzievtem Glutathion in Evythrocyten vom Menschen, inku-
biert in einem Medium, enthaltend 10-3m Methylhydrazin 1 und 10-4m Fe-EDTA
O ) = normale Zellen, @ 0 = akatalatische Zellen. Ordinate: links: Methimoglobinbildung in
Prozent (—) ; rechts: Gehalt an reduziertem Glutathion in mg/g Hamoglobin (----). Abszissc: Zeit
in Minuten.
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Methylhydrazin-Oxydation bzw. von der Katalysatorkonzentration ab, Fiir diesen Zweck sind im
Prinzip alle Katalysatoren verwendbar. Fe-EDTA ist insofern zu bevorzugen, als dieser Eisen-
Komplex hinsichtlich Aktivitit durch Protein-Bindungseffckte kaum beeinflusst wird. Bei nor-
malen Menschenerythrocyten sind dic erwidhnten Effekte nur bei relativ hoher Peroxid-Bildungs-
rate bzw. hoher Katalysatorkonzentration zu beobachten. Bei praktisch katalasefreien Zellen ist
dies jedoch bercits bei wesentlich kleinerer Peroxidbildungsrate der Fall. Fig. 5 gibt dic Verhilt-
nisse wieder, wie sie sich bei Zusatz von 10-4m Fe-EDTA als Katalysator ergeben. In Kontroll-

Tabelle 7. Peroxidbildung, Hdmoglobin- und Glutathion-Oxydation in akatalatischen Erythrocyten
(Ente) bei Inkubierung in einem Medium, enthaltend 1,0 - 10-3M Methylhydvazin I und Fe-EDTA
als Katalysator
Pufferung durch 0,01M Phosphat (pli 7,0). Konzentration der Suspension entsprechend 1,5 mg
Himoglobin/ml (= Anteil der intrazelluliren Phase ca. 0,5%).

Endkonzentration an Fe-EDTA

10-5m 3-10-5m 10—mM
Op-Verbrauch (Mol O, - ml-1 - Std.~1) 0,40 - 10-¢ 0,70 - 10-6 1,6 -10-8
Theoretische Peroxidbildung (Mol H,O,-ml—!-Std.-!) 0,80-10-¢ 1,4 -10-6 3,2 -10-%
Methamoglobinbildung (Mol - ml—1 - Std.—1) 7,5 -10™% 1,0 -10-8 1,3 -10-¢
Zur Oxydation benétigte Mindestmenge an Peroxid 1,5 -10-8 2,0 -10-8 2,6 -10-8
(ber. als Mol H,O, - ml-1- Std.~1)
Desgleichen, bezogen auf die theoretisch 1,859, 1,449, 0,819%,
gebildete Menge Peroxid
Abnahme an reduziertem Glutathion 1,57 -10-8 3,82-10-8 6,85-10-8
(Mol - m1-1- Std. )
Aquivalente, zur Oxydation von G-SH 7,8 109 1,01 -10-8 3,42.10-8
benotigte Menge Peroxid
Desgleichen, bezogen auf dic theoretisch 1,09% 1,369, 1,07%
gebildete Menge Peroxid
% Meth-Hb| Fe [E0TA] 05 M mg G-SH/gHb
. Ciy-NH -
50| ¢ o QHyCHyNH- 1103M .
T, A NHy- !
L0
sl H 4
30 13
200 19
fol. 14

i
00 4 . 70 120
Zeit in Minuten

Fig. 6. Oxydation von Hdamoglobin und veduzievtem Glulathion in Enten-Eyvythrocyten, inkubiert in
einem Medium, enthaltend 10-°M Fe-EDTA und verschiedene Hydvazinderivate

o = Methylhydrazin I; 0 = Athylderiva{; = Desmecthylderivat; je 10~3m.
Weitere Angaben siche Legende zu Fig. 5.
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ansitzen ohne Fe-EDTA ist in beiden Fillen weder eine Methdmoglobinbildung, noch eine Kon-
zentrationsabnahme an reduziertem Glutathion zu beobachten.

Durch fortlaufende Messung des O,-Verbrauches lisst sich die Oxydationsgeschwindigkeit der
zugesetzten Methylhydrazin-Verbindung berechnen. Dabei darf der O,-Verbrauch der Erythro-
cyten unter den gegebenen Versuchsbedingungen (1,5 mg Hb/ml Blut ~1:100 verdiinnt), ge-
stiitzt auf Kontrollexperimente mit und ohne Zellen, vernachlissigt werden. Die Auswertung einer
Reihe mit Entenerythrocyten ausgefithrter Versuche ergibt, dass die in den Zelien beobachtetc
Oxydation des Himoglobins zu Methdmoglobin und diejenige des reduzierten Glutathions nur
1-29, der insgesamt gebildeten peroxidartigen Reaktionsprodukte ausmachen (vgl. Tab. 7).

Die Geschwindigkeit, mit weicher unter gegebenen Versuchsbedingungen Peroxid produziert
wird, hdangt auch von der Art der Substituenten am N! und N2 ab [1a] [16]. Im Hinblick auf die
Frage, ob zwischen Peroxidbildung und biologischer Wirkung ein Zusammenhang besteht, inter-
essiert vor allem der Einfluss der Substituenten am N1. Ein derartiger Vergleich zwischen Methyl-
hydrazin I und dem entsprechenden Athyl- und Desmethyl-Derivat, welche beide biologisch in-
aktiv sind, ist in Fig. 6 wiedergegeben. Daraus geht hervor, dass sich alle 3 Verbindungen grund-
sitzlich gleich verhalten, dass aber quantitative Unterschiede bestehen. So wird z. B. das homo-
loge dthylsubstituierte Derivat etwas langsamer oxydiert (vgl. Tab. 4 in [1a]); Methimoglobin-
und Glutathion-Gehalt der Erythrocyten werden dementsprechend in geringerem Ausmass ver-
dndert, als dies bei Zusatz von Mcthylhydrazin I der Fall ist.

Diskussion

Die qualitativen Unterschiede, die bei der Methylhydrazin-Oxydation in Gegen-
wart von Fe-EDTA, Cu?* und Mn?* auftreten, gestatten die Aufstellung verschiede-
ner Katalysator-Typen. Es ist jedoch zu betonen, dass es sich bei den gewéhlten Un-
terscheidungskriterien (vgl. Tab. 8) zunichst um rein empirische Gesichtspunkte
handelt. Auf die Frage, inwieweit man berechtigt ist, die in Gegenwart von Fe-EDTA
auftretenden Reaktionsprodukte mit der Wirkung ionisierender Strahlen in Parallele
zu setzen, wird an anderer Stelle eingegangen [17]. Zur Gegeniiberstellung von Eisen-
und Mangan-Katalyse ist ferner zu bemerken, dass zwischen beiden Typen Uber-
géinge bestehen (z. B. Cu?+-Katalyse). Es fragt sich iiberhaupt, ob hier streng genom-
men von Extremfillen gesprochen werden darf. Einerseits ist auch in Gegenwart von
Mn2+ ein kleiner Anteil der Formiatoxydation nichtenzymatischer Natur, was auf das
Vorhandensein geringer Mengen oxydierender Radikale schliessen lidsst. Andererseits

Tabelle 8
Vergleich zwischen Fe-EDTA- und Mn?t-katalysievier Methylhydrazin-Oxydation

Typ: Fe-EDTA Typ: Mn?+
Verhalten des gebildeten (im kurzfristigen Versuch) H,0, wird quantitativ
«Peroxids» nicht als H,yO, fassbar angercichert
Reaktionsfahigkeit gross relativ gering
des «Peroxids»
z.B.
Oxydation von [MC}-Formiat  Katalase nicht erforderlich Vorwiegend peroxidatische
(Oxydation nicht enzymatisch) Umsetzung mit Katalase
Analogic beziiglich Radikale: éH, H(.)z, H usw. Reagens-H,0,
Reaktionsfahigkeit (z. B. Wirkung ionisierender (z.B. Wirkung von enzyma-

Strahlen auf H,O) tisch produziertem H,0,)
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ist moglich, dass auch bei der Fe-EDTA-Katalyse H,0, in geringer Menge anfillt,
UDENFRIED et al. [18] ist es indessen auch nicht gelungen bei der Fe-EDTA-kata-
lysierten Oxydation von Ascorbat H,O, als solches nachzuweisen. Die hier am Methyl-
hydrazin I erhobenen Befunde passen durchaus in den Rahmen der bei vergleichbaren
Systemen gemachten Beobachtungen. So sind heute mehrere «Peroxidase-Modelle»
bekannt, in denen Fe-EDTA oder andere Eisenkomplexe als Katalysator dienen [19].
Demgegeniiber ist Mn?*, zusammen mit einem geeigneten oxydablen Substrat, bereits
mehrfach als H,O,-produzierendes System fiir peroxidatische Umsetzungen beniitzt
worden (Seite 141 in [19]).

Der Reaktionsmechanismus, welcher der Autoxydation von Methylhydrazinen zu-
grundeliegt, ist von BERNEIS ¢t al. [1] [10] fiir die Fe-EDTA-Katalyse und von BRINT-
ZINGER et al. [4] fiir die Mn?+Katalyse diskutiert worden. In beiden Fillen ist ein
Radikal-Kettenmechanismus anzunehmen, wobei es zu einem Valenzwechsel des
Katalysators (Fe?t 2= Fe3+, bzw. Mn?+ 2 Mn®+) und zur Bildung von Hydrazylradi-

kalen (R-NH-N-R') als intermediirem Oxydationsprodukt kommt. Nach FaLras {20]
sind indessen zur Erklirung der Wirkungsweise derartiger Modellsysteme verschiedene
Deutungen moéglich. Das Gleichgewicht, das sich im stationdren Zustand zwischen
radikal- und peroxid-umsetzenden Reaktionen einstellt, hingt nun sehr von der Art
des verwendeten Katalysators ab. Im Falle der Fe-EDTA-Katalyse wird intermediir

bei der Autoxydation gebildetes H,0O, fortlaufend durch Fe?+ zu OH reduziert, wobei

sich die OH im Sinne einer FENTON-Reaktionskette mit weiteren Molekeln des oxy-
dablen Substrates umsetzen. Im Falle der Mn?+-Katalyse bleibt dagegen eine weitere
Umsetzung des gebildeten H,O, praktisch véllig aus.

Da die Stabilitdt des H,O, wesentlich grdsser ist als diejenige der OH-Radikale,
ergibt sich bei der «Peroxid»-Bildung in Form von H,0, eine ungleich héhere Le-
bensdauer bzw. grossere Reichweite der oxydierenden Partikel. Dies erklart die frii-
here Beobachtung an Suspensionen akatalatischer Erythrocyten, wonach sich enzy-
matisch gebildetes Hy0, stéchiometrisch mit Hamoglobin unter Methimoglobin-
bildung umsetzt [9]. Es diffundiert somit das im suspendierenden Medium gebildete
H,0, quantitativ in die Erythrocyten hinein und wird dort restlos fiir die Oxydation
von Hidmoglobin verbraucht. Im Falle der Fe-EDTA-katalysierten Autoxydation
von Methylhydrazin I setzen sich dagegen lediglich 1-2%, der theoretisch méglichen
Peroxid-Menge in dieser Weise um, vermutlich weil das ausserhalb der Zellen ge-
bildete H,0, vom Radikal-Kettenmechanismus praktisch vollstindig abgefangen
wird.

Das oben skizzierte Verhalten trifft zunichst nur fiir die Fe-EDTA-katalysierte
Oxydation der Methylhydrazine é# vitro zu. Im Hinblick auf die mégliche biologische
Bedeutung dieser Modellversuche sei erwidhnt, dass sowohl die Bildungsgeschwindig-
keit der peroxidartigen Reaktionsprodukte, als auch die Lage des Gleichgewichtes
20H 2 H,0,, und damit die Bestdndigkeit bzw. Reichweite der bei der Methyl-
hydrazin-Oxydation gebildeten Peroxide wesentlich vom Oligoelement- und Chelat-
Muster des betreffenden Gewebes abhingen diirften.

Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch den SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS zZUR FORDE-
RUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG (Projekt Nr. 2879).
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SUMMARY

1. Formation of peroxide as produced in autoxidation of N2-substituted methyl-
hydrazine derivatives has been studied with the WARBURG technique. The following
methods for its detection have been used: (a) chemical and enzymatic estimation of
H,0,, (b) coupled formate oxidation (H¥*COONa > 14CQ,), (c) methemoglobin for-
mation in suspensions of acatalatic red cells as a «biological indicator».

2. Whereas H,0, accumulates quantitatively when Mn?t is used as a catalyst,
no accumulation at all can be observed in presence of Fe-EDTA. In copper catalysis
the degree of HyOp-accumulation depends on the concentration of the catalyst.

3. The different reactivity of peroxide in either case favours the assumption that
in Fe-EDTA-catalysis mainly OH-radicals are formed, whereas in Mn?t+-catalysis

the equilibrium 2 . OH = H,0, is completely shifted to H,0,.

Medizinisch-chemisches Institut
der Universitit Bern
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