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SUMMARY 

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

Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien 
SANDOZ A.G., Bascl 
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150. Peroxidbildung bei der Autoxydation N2-substituierter 
Methylhy drazine 

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

In Gegenwart eines geeigneten Katalysators werden Methylhydrazin-verbindun- 
gen bei neutraler Reaktion rasch zum entsprechenden Azoderivat oxydiert, wobei 
gleichzeitig H,O, bzw. peroxid-aquivalente Produkte (Radikale) entstehen [l]. In 
einer vorangehenden Arbeit ist die Oxydation verschiedener N2-substituierter Me- 
thylhydrazine, speziell solcher mit cytostatischer Wirkung, unter verschiedenen Ver- 
suchsbedingungen manometrisch verfolgt worden [I a]. Dabei hat sich am Beispiel von 
l-Methyl-2-[p-(isopropyl-carbamoyl)-benzyl]-hydrazin-HC1 (= Methylhydrazin I)1) 
gezeigt , dass neben verschiedenen Schwermetall-Ionen (z. B. Cu2+, Co2+, 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 ubiquitar vorkommen, besteht die Moglichkeit, 
dass auch die ilz 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 ausgepragte Katalase- bzw. Peroxidase- 
Aktivitat auf. Zahlreiche Schwermetallverbindungen bewirken - besonders wenn an 
einen geeigneten Trager adsorbiert - bereits in geringer Konzentration (ca. l o - 7 ~ )  
eine starke Beschleunigung der H,O,-Spaltung ((( Katalase-Modelle D von KRAUSE [3] ) .  

l) Markcnname NATULAN (({Roche))) 
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Dam kommt, dass die Aktivitat dieser Schwermetall-Ionen beziiglich H,O,- 
Spaltung auch durch Ligand-Effekte beeinflusst wird [4]. Die praktische Ausniitzung 
der pseudoperoxidatischen Aktivitat von Haminverbindungen, z. B. zum Nachweis 
von Blutspuren, ist allgemein bekannt. Diese Pseudoperoxidasewirkung ist aller- 
dings im Vergleich zur Aktivitat der ccechten o Peroxidase um einen Faktor 103-104 
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. llcr Iiatalysator beschleunigt die Oxytlation von Methylhydrazin zum entsprcchendcn Azo- 
derivat. Aul Grund seiner hohcn 8 Katalase 1)- Aktivitat bewirkt er, dass gleichzeitig entstehende 
Peroxide bzw. Kadikale sogleich quantitativ weiter umgesetzt werden. Es laisst sich in Gegenwart 
cines derartigen Katalysators wedcr mit chemischen noch mit enzymatischen Methoden H,O, 
nachweisen. In diesem Falle wird bei der Oxydation von Methylhydrazinen, z. B. von Natulan, 
zum entsprechenden A4zoderivat pro Mol l/, Mol 0, verbraucht. Beispiele : Fe-EDTA, Myoglobin. 

2. Uer Katalysator bewirkt zwar cine Beschleunigung tler Methylhydrazin-Oxydation, hat 
jedoch keine H,O,-spaltende Wirkung. Es kommt daher zu einer ilnhaufung des gebildeten H,O, 
in aquivalenter Menge. Dieser Fall scheint bci cler von ERLENMEYER et al. [6] bzw. BR~NTZINGER 
et aZ. [7] beschriebenen Katalyse durch Mn2+-Ionen bzw. MnII-Komplexe vorzuliegen. Es werden 
hier pro Mol oxydiertes Methylhydrazin 1 Mol 0, verbraucht und 1 Mol H,O, gebildet. 

3. Die Wirkung des Katalysators auf die Methylhydrazin-Oxydation und die H,O,-Spaltung 
ist von ahnlicher Grossenordnung. Je  nach Konzcntration des Katalysatorzusatzes kommt es in 
der Folge zu einer H,O,-Anhaufung von vdriablcm Ausmass. Es sind somit zwischen den Extrem- 
fallcn 1 uncl 2 alle Ubergange miiglich. Beispiel: Cu"-Ionen. 

. 

In friiheren Arbeiten ist entweder der 0,-Verbrauch (AEBI et al. [la]) oder die 
H,O,-Anhaufung (BERNEIS et al. [l], ERLENMEYER et al. [6]) als Mass der Methylhydra- 
zin-Oxydation benutzt worden. Sofern Fall 1 vorliegt, ist das Erstere, bzw. sofern 
Fall 2 zutrifft, das zweiterwahnte Vorgehen durchaus statthaft. Handelt es sich je- 
doch um ein System entsprechend Fall 3,  lassen sich nur auf Grund einer gleichzeitigen 
Bestimmung von 0,-Verbrauch und H,O,-Bildung verbindliche Aussagen iiber die 
effektive Geschwindigkeit von Methylhydrazin-Oxydation und Peroxidbildung ma- 
chen. Zur Erfassung des H202 und anderer peroxidartiger Reaktionsprodukte sind 
hier drei Versuchsanordnungen beniitzt worden : 

1. Messung des bei Versuchsende in den WARBURG-AnsatZen vorhandenen Wasserstoffper- 
oxitls mit der Titansulfat-Methode oder manometrisch durch Zukippen eines Katalase-Uber- 
schusses. Beide Methoden erfassen lediglich das am Schluss der Inkubierung noch vorhandenc 

2. Abfangen ilcr wahrend der Inkubierung gebildeten Peroxide bzw. pcroxidartig wirkenden 
Kcaktionsprodukte mit Hilfe von WAigniertem Formiat und Katdlase. Es handelt sich hier um 
das Indiliator-System, das fruhcr zur Erfassung von strahlengebildetem H,O, und oxydierenden 
Raclikalcn verwendet worden ist (AEBI et al. [S]). 

3 .  Verwendung katalasefreier Erythrocyten als biologisches Testobjekt. Verdiinnte Suspen- 
sioncn derartiger Blutzellen vom Menschen (Trager des Enzymdefektes (( Akatalasie D) oder von der 
Ente sind ein empfindliches Reagens auf H,O, und andere Oxydationsmittel, indem das darin ent- 
haltene Hamoglobin praktisch stochiometrisch zu Methamoglobin (=  Hamiglobin) umgesetzt 
wird. Das annahernd vollstantfige Fchlcn dcr Katalasc hat zur Folge, dass akatalatischc Zellen im 
Vcrglcich zu normalen (katalasehaltigcn) Zcllcn gcgenubcr H,O, rund hundertmal empfindlicher 
sind (vgl. HEINIGER & AEBI [9]). 

Die gleichzeitige Verwendung der drei Versuchsanordnungen zur Erfassung 
peroxidartiger Reaktionsprodukte gestattet, Aussagen iiber die chemische Natur 

H,O,. 
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dieser Peroxide zu machen. Es steht zur Diskussion, ob bei der Oxydation von Methyl- 
hydrazin -Verbindungen primar H,O, oder Kadikale gebildet werden. Nach BERNEIS, 
KOFLER & BOLLAG [lo] ist es wahrscheinlich, dass zwar primar H,O, gebildet, dieses 
jedoch durch reduktive Aktivierung sekundar in OH-Radikale ubergefiihrt wird (z. B. 
im Zusammenwirken rnit einer FENToN-Reaktionskette). Als Beitrag zur Klarung 
dieser Frage ist die Peroxidbildung bei der Oxydation von Methylhydrazin-Derivaten 
mit derjenigen bei der enzymatischen Oxydation von Glucose durch Glucoseoxydase 
vcrglichen worden. Sowohl gegenuber dem System Katalase + [14C]-Formiat als auch 
in bezug auf die Methamoglobinbildung in katalasefreien Erythrocyten bestehen zwi- 
schen diesen beiden Peroxid produzierenden Systemen quantitative und qualitative 
Unterschiede. Dabei verhalt sich enzymatisch gebildetes Peroxid wie Reagens-H,O, 
(vgl. FREI & AEBI [ll], AEBI et al. [9]), wogegen das bei der Autoxydation von Methyl- 
hydrazinen entstehende Peroxid anschcinend wesentlich reaktionsfahiger ist. 

Experimenteller Teil 
1. Methodisches. - a) iWanometrische Bestimmung des 0,- Verhrauches. Die Zusammcnsetzung 

der Ansatze und dic Inkubierungsbcdingungen cntsprachen den in dcr vorangchenden -4rbcit ge- 
machten Angabcn [la]. Fur die xnanometrische Bestimmung des nach variierter Inkubicrungsdaucr 
im Ansatz vorhandcnen H,O, clienten zweiarmige WARBUIG-Gefasse. Es  wurde zu diesem Zweck 
0,l ml Katalaselosung, 0 , l  mg Rcinenzym ails Rinderlebcr enthaltend, aus dem ziveit.cn Seitenarm 
in den Hauptraum zugekippt. 

b) Chenzische H,O,-Bestinzrnti,ng. Ilie Titansulfat-Methodc nach ECERTON et nl. [12] wurde in 
dcr friihcr beschriebenen Modifiltation [a] benutzt. Diese beruht auf einer photomctrischen Er- 
fassung derjenigen Menge gelber (TiO,, aq.j2+-Ionen, wclche bei der Einwirkung von H,O, 
auf Titan(II1)-sulfat in schwefclsaurcr Losung gebildet wverden. Zu dicscm Zweck wurdc die Re- 
aktion, im Vallc der Cu2+-l<atalyse, (lurch Zugabe von EI)T.\ ( 1 0 - 3 ~ ~ )  unterbrochcn. Bei den -4n- 
satzcn. die I’e-EDTn odcr Mn2 + als liatalysator cnthicltm, wurcle auf einen bcsonderen Zusatz 
verzichtet, dafiir dem Zeitbcclarf von der Entnahmc der Probc bis zur Photometer-Ablesung 
(5-10 min) Rcchnung getragen. Die Eigcnfarbc von Rcagcns und hnsatzen wurde durch getrenntc 
Bcstininiung dcs Reagenticn- und Analyscn-Lecrwcrtcs ( 1 7 ~ ~ ~ )  korrigicrt. Die mit Keagens-H,O, 
crstcllte Eichkurvc erstrccktc sich iiber cincn Ucreich von 0,05-2,5 ,uMol/ml. 

cj Versuclzc nzit jl4C]-Pornziat und Katalase. Zum Nachwcis bzw. zum fortlaufendcn Abfangcn 
peroxidartiger Reaktionsproduktc ist das friiher fur Bestrahlungscxpcrimcntc benutztc lndikator- 
system (ICdtalasc + [l4C]-Formiat) ubcrnommen wordcn. Das Prinzip besteht darin, dass [14C]- 
liormiat als H-Donor in Gegenwart von H,O, und Katalase peroxidatisch umgesetzt wird, wobei 
l4CO, entsteht (vgl. [I 11 j ,  Die Zusammensetzung der W.4RBURG-AnSatZC war folgende : Puffcrung 
durch 0 , 0 4 ~  Phosphat (pH 7,O) ; 0 , O l  odcr 0 , 0 4 ~  L14C]-Vormiat (spezifischc Aktivitat ca. 2000 Imp. 
min-l . ,wMol-l) ; 5 . 1 0 - 4 ~  NaHCO, als Trager, fcrncr ein Katalysatorzusatz und 0, l  mg krist. 
Katalase; Gcsamtflussigkeitsvolumen 2 , l  ml. I)er Seitcnarm enthiclt 25,0 pMol Mcthylhydrazin I 
in 0,4 ml Losung. Es resulticrtc somit nach Zukippen bci Versiichsbcginn cine Endkonzentration 
an Mcthylhydrazin I von 0 , O l w .  Im zentralen Einsatz befdncl sich 0,2 nil 20-proz. Natronlauge zur 
Absorption tles in die Gasphasc iibergehentlcn 14Cc0,. Die ubrigen ~rcrsuchsbediiigungen wurden 
unvcrandert von der friihcr bcschricbcnen Methodc [la] iibernommen. Das Vorgchcn fur die Ubcr- 
fiihrung des in der Lauge absorbierten 14C02 in messfertige Ba14C0,-Plattchen sowic die Messung 
der Rddioaktivitat im fensterlosen Durchflusszahler (FH 407/516) ist bcschrieben worden [8]. 

d) Inkubierzcng von Sz4spensionen katalasefreier Erythrocyten. Dic Gcwinnung der Blutprobcn 
und IIcrstellung der Erythrocytcnsuspension wurde bereits beschriebcn 191. Im  Rahmen dieser 
Arbeit murde vorwiegend mit Entenblut gearbeitct (Katalase- Aktivitat -3 Perborat-Einheitcn 
pro g Hiimoglobin). Die zwcimal gewaschcnen Erythrocyten wurclcn in isotonischcr, phosphat- 
gepuffertcr Kochsalzlosung (6,7 . 10-3~w Phosphat; pH = 7,O) suspendiert. Dic Ansatze (meist 
30 ml) wurden auf cine Konzentration cntsprechend ca. 1,5 mg HXmoglobin/ml eingestellt. Sie 
wurdcn unmittelbar vor Versuchsbeginn mit Eisen-EDT.Z-T,osung (meist M Endkonzentra- 



Volumen 48, Fasciculus 6 (1965) - KO. 150 1383 

tion) untl Methylhydrazin I M Entlkonzcntration) vcrsctzt und dann wahrentl einer bestimm- 
ten Zeit (15-120 min) in einem Inkubator bei 20" roticrend bewcgt. Zur Bestimmung von Hamo- 
globin und Methamoglobin nach FLEISCH [13] wurde einc aliquote Probe (2 ml) entnommen. Die 
Zellcn wurden vom suspendicrcnden Medium durch scharfcs Abzentrifugieren getrennt und das 
Zellsediment mit 4,0 ml Carbonat-Hydrogencarbonat-Puffer ( 0 , O l ~ ;  pH = 9,s) hamolysiert. Nach 
Abzentrifugiercn der Stroma-Anteile wurdc das iiberstehcndc Hamolysat direkt zur hndlyse ver- 
wendet. Zur Bestimmung des reduziertcn Glutdthions wurde eine aliquotc Probe (10 ml) des An- 
satzes entnommen. Nach Zentrifugicrcn wurdc das Zellscdiment mittcls 0,5 ml dest. Wasser hamo- 
lysicrt, die Proteine (lurch Zugabe von 0,5 ml Metaphosphorsaure (5%) ausgefallt und der Ansatz 
nach gutem Mischen mit 1,0 mlO,07 M sck. Na-Phosphat neutralisiert. Ndch nochmaliger Zentrifu- 
gation wurde 1,0 ml des Uberstandcs mit 2,0 ml Phosphatpuffer (0,07~; p H  7,2) versetzt. Die re- 
sultiercnde Losung diente zur Bestimmung des rcduzicrten Glutathions nach ELLMANN [14], indem 
die Extinktion bci 412 nm 5-10 min nach Zugabc von 0,OZ ml einer 0 , l ~  Losung von DTNB 
(= 5,5-Dithio-bis- (2-nitrobenzoesaure)) gcmcssen wurde. 

e )  Chemikalken uwd Reagentien. - Methylhydraziia-nerivate : Hezcichnuug der Substanzen gemass 
dcm in der vorangehenden hrbcit gegebenen Schlussel (Tab. 4 in [la]). DiemeistenVersuche wurden 
niit 1 -Methyl-2-[~-(isopropyl-carbamoyl)]-benzyl-hy~lrazin~ HCI (= Methylhydrazin 11)) ausgefiihrt. 
Puffcrlosung: Phosphatpuffer nach S ~ R E N S E N  0,067 M (pH = 7,U). - Titan(IIl)-sulfal-Losung: 
Kcagens auf Peroxide nach RICHARDSON, enthaltend ca. 19% Ti,(SO,), = Stammlosung. Her- 
stellung der Gcbrauchslosung: 2 ml Stammlosung, 20 ml H,SO, (95-97%) und ad 100 ml dest. 
Wasser. - [14C]-Formiat und [/-'4C]-A4cetat, bczogen vom RADIOCHEMICAL CENTRE AMERSHAM, 
verdiinnt mit inerter Substanz auf eine spczifische Aktivitat von 2100 Imp. min-l pMol-'. - 

Katalase: krist. Enzyni aus Hinderleber ((~BOEHRINCER~)), ca. 27 000 Einh./mg. - Katalysatoren: 
CuSO,, 513,O; MnCI,, 4H,O; NH,Fe(SO,),, 1 2 1 4 0  (alle (iMERCK1) pro analysz). - Chelatbildner: 
EDTkNa,  (Komplcxon 111) ((SIEGFRIED 8 .  

2. Vergleich zwischen 0,-Verbrauch und H,O,-Bildung bei der Cu2+-, Fe-EDTA- 
und Mn2+-katalysierten Oxydation von Methylhydrazin I. - Kutulyse durch Kupjer(ZZ)- 
Ionen. In Gegenwart hoher Katalysatorkonzentrationen ([Cur+] > 1 0 - 4 ~ )  kommt es zu einer 
raschen, der 'Thcorie entsprechenden 0,-Aufnahmc (- S1,2 mmY 0, pro pMol oxydiertes Methyl- 

rnm 

Fig. 1. Oxydation von Methylhydrazin I in Gegenwurt von 1 0 - S M  Cu2+ 
Ordinate : 0,-Vcrbrauch bzw. HzO,-Gehdlt in pMol/.\nsdtz 8. 2,7 ml 
6 = Mittelwcrt unti Stanclardabweichung aus 5 Expcrimenten 

_ _ _ _ -  = theirctischer 0,-Verbrauch, der zur Oxydation von 27,O pMol Methylhydrazin I 
bendtigt wird 

Xbszisse : Zeit in Minuten 
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hydrazin I). In Ansatzen mit nicdrigerer Cu2+-Konzcntration - 3 . 1 0 - 5 ~ )  ist demgegeniiber 
cin O,-Verbrauch zu beobachten, der dicsen Richtwert wesentlich iibersteigt [la]. In  Fig. 1 ist der 
Verlauf der Zcit-Umsatz-Kurvc fur den 0,-Verbrauch und die H,O,-Bildnng bei [Cuz+] = ~ O F M  
wiedergcgeben. Es ist daraus ersichtlich, dass cs nach R.eaktionsbeginn (Zukippen dcr Methyl- 
hydrazinlosung) vorerst zu ciner H,O,-Anreicherung von annahcrnd stochiomctrischem Ausmass 
kommt. Nach Errcichen eines Hochstwertes von ca. 1,7 . 1 0 - S M  H,O, nimmt die H,Oz-Konzen- 
tration rnit fortschreitender Versuchsdauer wieder ab. L)er unter diesen Vcrsuchsbedingungen 
resultierende Mehrverbrauch an 0, (152-13,5 = 2,0 pMol) entspricht dcm zu diesem Zeitpunkt 
im Ansatz noch vorhandencn H,O, (3,s pMol). 

Dic gleichzeitige Bestimmung von 0,-Verbrauch uncl H,O,-Bildung erlaubt cine Berechnung 
derjenigcn Menge an Methylhydrazin I, welche effektiv zum Azoderivat oxydiert wird. Dieser 
Wert gibt gleichzcitig an, wieviel H,O, theoretisch insgesarnt produziert worden ist. Eine derartige 
Berechnung ist auf Grund der in Tab. 1 gegebcncn Datcn fur 4 Cu2+-Konzentrationcn durchgefiihrt 
wordcn. Es lasst sich aus den errechnetcn Prozentzahlen entnchmen, class das Verhaltnis zwischen 

Tabelle 1. Vergleich zwischen 0,- Verbrauch und H,O,-Anhaufung bei dev Cd+-katalysierten Oxy- 
dation uon Methylhydrazin I .  - Pufferung der Ansatzc durch 0 , 0 5 ~  Phosphat, pH 7,O; Methyl- 

hydrazin I 0 , O l ~  (= 27.0 pMol/Ansatz) 

Kupfcrkonzcntration 1 0 - 4 ~  1 0 - 5 ~  

Versuchsdauer (rnin) 60 120 180 GO 120 180 

0,-Verbrauch (pMol/Ansatz) 13,4 13,6 13,6 12,3 14,8 15,5 
Angehauftcs H,O, (pMol/Ansatz) <1 < 1 < 1 4,5 3,8 3,8 

~ -~ 

Berechnete Menge an oxydiertem 
Mcthylhydrazin I (,uMol/Ansatz) 26,8 27,2 27,2 20,O 25.7 27,Z 
Angchauftes H,O, in yo des 
oxydicrten Methylhydrazins I < 1 < 1 < 1 22,7 14,8 14,O 

~~ ~~ 

Kupferkonzentration 3.10-6M 

Versuchsdauer (min) 60 120 180 300 60 120 180 300 

0,-Verbrauch (pMol/Ansatz) 5,7 9 , O  10,G 12,2 2,l 3,8 4,9 6,7 
Angehauftes H,O, (pMol/Ansatz) 4,5 5,5 5,9 6,0 2,3 3.5 4,l 4,9 

Berechnetc Menge an oxydiertcm 
Methylhydrazin I (pMol/Ansatz) 7,O 12,4 1.52 18,3 1,s 4,l 5,7 8,4 
Angchauftes H,O, in yo dcs 
oxydicrtcn Mcthylhydrazins I 63.4 44.4 38.6 33,O >lo0 84,O 71,7 58,5 

der theorctischen und dcr bestimmten H,Oz-Mcnge mit steigender Katalysatorkonzentration und 
mit fortschreitender Versuchsdauer graduell abnimmt. W:thrend H,O,, z. B. nach eincr Versuchs- 
tlauer von 60-120 min, in Gegenwart von ~ P M  Cua+ in annahernd stochiometrischer A4usbeutc zu 
finclcn ist, kann dieses in Ansatzen rnit 1 0 4 ~  Cu2+ gar nicht nachgewiesen werden. Ermittelt man 
cias zu cincm bestimmten Zeitpunkt im Ansatz vorhandene HzOz manomctrisch durch Zukippen 
eines Katalaseiiberschusses, erhalt man iibereinstimmende Resultate. Dies ist jedenfalls dann der 
Fall, wenn die Enzymzugabe erst gcgen Ende der Umsetzung erfolgt. Wird 2.B. in einem Expcri- 
mcnt, entsprechend Fig. 1 in [la], nach 180 min Inkubierung allen Ansatzen Katalase zugcsetzt, 
resulticrt folgender Befund : Bei denjenigen Ansatzen, die zu dicsem Zeitpunkt den theoretischen 
Endwert beziiglich 0,-Verbrauch bercits erreicht haben (z.B. wenn [Cu2+] = 1 0 - 4 ~ ) ,  ist auf die 
Katalasezugabe hin kcine 1)ruckantlerung zu beobachtcn. Demgegeniiber bewirkt clcrselbe Zusatz 
in cicn WARsunG-Gefasscn mit cinem schcinbar iiber dcm theoretischcn Wert liegcnden O,-Ver- 
brauch (z. B. wenn [CU~+]  = lW51\1) einen sofortigen Druckanstieg im Manometer. Dasselbe ist 
ubrigens bei allen AnsatZen rnit nnvollstandigem Reaktionsablauf zu sehen (z. B. wenn [Cuz+] = 
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1 0 - 6 ~ ) .  In diescm letzteren Fall kommt cs nach erfolgtem Druckanstieg zu einer starlcen Vcrzoge- 
rung dcs wciteren Oxydationsvorganges, vermutlich bedingt durch Bindung der katalytisch akti- 
ven Kupfer(I1)-Ioncn an das Enzymprotein. 

Katalyse durch Eisenkovnplexe (Fe-ED TA) .  Ansatze, die 27,O pMol Methylhydrazin I sowie Fe- 
EDTA als Katalysator enthalten, zeigen einen 0,-Vcrbrauch, der betrachtlich iiber den theo- 
retisch zu erwartenden Wcrt von 27 . 11,2 = 302 mms 0, hinausgeht (vgl. Tab. 2 in [la]). Dieser 
Wert wird z. B. in Gegenwart von 1 0 - 3 ~  Fe-EDTA bereits nach ca. 60 min, bei 3 . 1 0 - 4 ~  nach ca. 
120 min iiberschritten. Setzt man zu derartigen Ansatzcn Katalase zu, ist keine Druckanderung zu 
beobachtcn (vgl. Fig. 2). Die chemische &O,-Bestimmung nach Inkubierungszeiten von 30-180 
min ergibt durchwegs Wcrte von 0,3-0,7 . 1 0 - 4 ~ ,  d. h. die an der Erfassbarkeitsgrcnze der Methode 
licgcn. Im Gegensatz zur Cua+-Katalyse ist hier dcr hohere 0,-Verbrauch (bis 400 mm3 O,/An- 
satz/3 Sttl.) nicht auf eine H,O,-Anhaulung, sondcrn auf den Ablauf wcitcrcr 0,-vcrbrauchender 
Reaktionen zuriickzufuhren. Nach Zufiigcn von Katalase kommt cs auch hier (besonders bei rela- 
tiv niedriger Fe-EDTA-Konzcntration, z. B. 10-4 M) zu einer Verzogerung des weiteren Reaktions- 
ablaufes. Analogc Versuche mit 3 . 10-501 Myoglobin haben ergebcn, dass es auch in Gegenwart 
dieses Katalysators zu keinem Zeitpunkt der Umsetzung moglich ist, H,O, chemisch oder mano- 
metrisch nachzuweisen. 

Katalyse durch Mangun( I I ) - lonen .  Auch Mangan gehort zu denjenigcn Metallen, wclche dic 
Oxydation von Methylhydrazin-Verbindungen katalysieren [la]. Die Abhangigkeit von der Art dcr 
Puffer-Ionen ist jcdoch eine ganz andere als z. B. im Falle der Cu2+-Katalyse. Wahrend mit Cu2+ 
in Phosphat- und TRIS-Puffer hohe Aktivitaten rcsultieren, wird die Wirkung von CuZ+ in Pyro- 
phosphat stark gehemmt. Dcmgegenuber ist dic Aktivitat von Mangan(I1)-Ionen in Phosphat- 
sowic auch in Pyrophosphat-Puffer wesentlich hohcr als in TRIS-Puffer (vgl. Tab. 2 sowic [la]). 

Tabelle 2. Oxydation von Methylhydrazin I in Gegenwart von Mangan( I I ) - Ionen  als Katalysator: 
Vergleich der Oxydationsgeschwindigkeit von Methylhydrazin I ( 0 , O l ~ )  in Phosphat- und Pyvo- 

phosphat-Puffer ( p H  7,O);  Hernmbarkeit durch E D T A  

Phosphatpuffer (0,05 M )  Pyrophosphatpuffer (0,04 M) 

0,-Verbrauch in mm3 
nach n Minuten 

0,-Verbrauch in mms 
nach n Minuten 

Mil,+ EDTX 15 30 60 180 Mn2+ EDTA 15 30 60 180 

- 1 0 - 3 ~  <I  <I 1 9 - <1 <I <1 7 
l o - 4 ~  1 0 - s ~  39 84 139 286 1 0 - 4 ~  1 0 - s ~  32 70 129 289 
1 0 - 4 ~  - 164 330 454 520 10-4M - 86 182 344 529 
1 0 - 5 ~  - 14 40 85 254 1 0 - 5 ~  - 1 2  25 51 153 
10-6M - <1 < 1  3 16 ?iO-'M - <1 1 4 16 

Wie aus Tab. 2 weiter hervorgeht, lasst sich dic Wirkung von Mnz+ durch EDTA, selbst wenn im 
Uberschuss zugcsetzt, nur unvollstandig unterdruckcn. Bei ckr hochsten Katalysdtorkonzcntration 
von 10p4n~ Mn2+ resulticrt bereits nach 30 bzw. 60 min ein 0,-Verbrauch, der den theoretischen 
Wert von 27 11.2 = 302 mm3 0, iibertrifft; dieser erreicht bci Versuchsende (180 min) annaherncl 
den doppelten Wert. Wird zu diesen Ansatzen Katalaselosung zugekippt, erfolgt ein rapider 
llruckansticg, welchcr der Halfte des zuvor rcgistrierten Druckabfalls bzw. 0,-Verbrauchcs ent- 
spricht. 

Fig. 2 erlaubt einen direkten Vergleich zwischen der katalytischen Wirkung von Cu2+, M$f 
und Fe-EDTA auf die Oxydation von Methylhydrazin I und H,O,-Anreicherung. Auf Grund des 
Verlaufs der Zeit-Umsatz-Kurven lasst sich schatzen, dass in 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,O) 
1 0 - 5 ~  Cu2+, 1 0 - 4 ~  Mn2+ und 1 0 - s ~  Fe-EDTA cine Aktivitat von etwa gleicher Grossenordnung 
aufwciscn. Die Wirkung dcr nach 180 min zugcsctzten Katalase zeigt, dass Fe-EDTA dem cingangs 
beschriebenen Typ 1 (= keine messbare H,O,-Anhaufung), Mn2+ dcm Typ 2 (= H,O,-Anhaufung 
in quantitativer Ausbeute) und Cu2+ dem Typ 3 (= partielle H20,-Anhaufung) zugehoren. 
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. 2 .  Oxydation von Methylhydvuzilz I in Gegenwavt 80% C G + ,  Mn?+ und Fe-ED ?’A als Katulysa,tav 
4 wurtle 0 , l  mg Katalase aus dem Seitenarm zugekippt. - - - - = Theoretischer O,-Verbrduch 

(vgl. Fig. 1). Ordinate: 0,-Verbrauch in mm3/Ansatz; Ahszisse: Zeit in Minuten. 

Die Oxyclation von Mcthylhydrazin I durch h.Iangan(lI)-loncn l&st sich ohnc Riicksicht auf 
die H,O,-Bildung manometrisch dann verfolgen, wenn den Ansatzcn von hnfang an  cin Ilatalase- 
iiberschuss zngefiigt wird. Es blcibt in diesem Fall, wie aus l a b .  3 ersichtlich, einc H,O,-Anreiche- 
rung vollstandig aus. Uic liatalytische Aktivitat der Mn*+- Lonen wircl durch das Enzymprotein 
(0,l nig liatalascjilnsatz) nicht gchemmt. Dcr Iiatalasczusatz hat  bci Proben mit 1 0 - S M  und 

Tabelle 3 
Einfluss eines Kutuluse-Zusutzss uztf die Mangan( II)-katalysievte Oxydation von Alelhylhydvazin I 

Pufferung der Ansatze durch 0 , 0 5 M  Phosphat (pH 7,O) : Methylhydrazin I 0 , 0 1 ~  (= 27,OpMoljXn- 
satz). Die mit *) bczeichneten Wcrte wurden 5 min uach Zukippen von 0 , l  mg Katalase bei t = 180 
min erhalten. Die Differenz zu den links daneben stehenden Werten ist ein Mass fur die durch den 

Enzymzusatz gespaltene H,O,-Menge. 

0,-Verbrauch in mma nach n Minutcn 
Katalasc 

Mnz+ 0 , l  IugjAnsatz 30 60 120 180 185 

- - <1 1 5 9 - 
- + <1 (1 <1 <1 - 

10-5~ - 38 83 167 230 116*) + 70 120 L91 234 236 
~ 

3.10-5M - 120 228 364 437 219*) 
+ 130 200 260 2G1 261 

10-*M - 266 400 491 517 257 *) 
+ 199 264 267 268 268 
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3 . ~ O F ~ M  Mnz+ sogar eine gegenteilige Wirkung, indem die Ansatze rnit Katalase - wcnigstens an- 
fanglich - eincn hohcren 0,-Verbrauch aufweisen als die entsprcchenden Probcn ohne Katalase- 
zusatz. Einzig bci cler relativ hohen Mn2l--Konzentration von 1 0 - 4 ~  ergibt sich beim Vergleich dcr 
Ansatzc mit und ohne Katalase ein Verhaltnis bezuglich 0,-Vcrbfauch von ca. 1 : 2, wie dies theo- 
retisch zu erwarten ist. Fugt man den Ansatzen ohne Katalase nach 180 min Inkubierung 0,l  mg 
Katalase zu, resultiert in allen Fallen, unabhangig von der Mn2+-Konzentration, cin Druckanstieg, 
cler gcnau dem halben Betrag des zwischcn 0 und 180 min registrierten 0,-Verbrauches entspricht. 

Das vcrschiedenc Verhalten von Ansatzen mit und ohne Katalasc ist durch fortlaufende Rc- 
stinimung der TI,O,-Produktion weiter zu klaren versucht worden. In einer Reihe paralleler Pro- 
ben, lW4n.f &In2+ als Katalysator enthaltend, ist zu verschiedenen Zeiten die H,O,-Anhaufung 
chemisch und manometrisch bestimmt worden. Aus Fig. 3 geht herior, dass sich wahrend der 
ganzcn Versuchsdauer 0,-Verbrauch und H,O,-Bildung genau entsprechen (-1 pMol 0, = 
+ 1 pMol HZOa). Durch Zukippen von Katalaselosung lasst sich zudem zeigen, dass die Oxydation 
von Methylhydrazin I in den Ansatzen mit H,O,-Anreicherung offenbar verzogert ablauft. Jc 
spater die Katalase zugesetzt wird, desto grosser das Ausmass der Heaktionsverzogerung. Ob dies 
auf eine echte Aktivitatssteigerung des Katalysators durch den Enzymzusatz oder auf die fort- 
laufende Beseitigung des (hcmmcnd wirkendcn ?) H,O, zuriickzufuhren ist, laisst sich zunachst 
nicht cntscheidcn. 

Y I I I I I 

30 60 90 120 150 

Fig. 3. Oxydation von Melhylhydrazin I i n  
Gegenwart von IO-*M Mnat 
o = Ansatze ohne Katalase 
0 = Ansatze mit Katalase 
J. = Zukippen von 0,l  mg Katalasc 
+ = chemisch bestimmtcr H,O,-Gehalt 
Ordinate : 0,-Vcrbrauch bzw. H,O,-Gehalt 
in pMol/Ansatz b 2,7 ml. Xbszisse: &it in 

mln Minuten. 

hus Fig. 3 ist schliesslich ersichtlich, C ~ S S  bei der Mnz+-katalysiertcn Oxydation von Mcthyl- 
hydrazin I ein theoretischer Endwert, entsprechend I/, pMol 0, pro pMol oxydiertes Methyf- 
hydrazin I, selbst bei hoher Katalysatorkonzentration ( l o - 4 ~  Mn2+) nicht errcicht wird. Auch der 
zwischen Mnz+-, Cu2+- und Fe-EDTA angestellte Vergleich (Fig. 2) zeigt, dass der nach 3 Std. 
asymptotisch erreichte Gesamt-0,-Vcrbrauch je nach Art des Katalysators verschieden ist. Wah- 
rcnd tler in Gegenwart von 1 0 - 4 ~  Cu2-'- gemessene 0,-Verbrauch der Oxydation zum Azoderivat 
genau entspricht (-11,Z mms O,/,uMol Methylhyclrazin I) ,  ist der nach 3 Std. mit 10-*M Mn2+ 
erzielte Umsatz ca. 15% kleiner. Mit Fe-EDT4 ( 1 0 - 3 ~ )  wird dieser theoretische Wert bei 3stdg. 
Inkubierung dagegen urn ca. 30% ubcrschritten. 
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3. Versuche mit 14C-Formiat und Katalase. - [14C]-l’ormiat in verdiinnter wasseriger 
Losung wircl durch stark oxydicrend wirkcnde Partikel, wie z. B. OH-Radikale, in 14C0, iibcr- 
gcfiihrt, ohnc dass Enzyme dazu notig waren. Eine Oxydation von Formiat (lurch das wenigcr 
rcaktionsflhigc Wasserstoffperoxid kann dagegen nur erfolgen, wenn Katalase zngegen ist. Beidc 
Reaktionen spielen sich z. B. bei clcr Einwirkung ionisierender Strahlcn auf wasserige Losungen 
von Formiat ab [XI. Wie die folgcndcn Vcrsuchc zeigen, reagieren auch die bei der Oxydation von 
Mcthylhydrazin gebildcten Oxydationsprodukte - jc nach Art des Katalysators - mit [“CI-For- 
miat teils clirckt, teils nur in Gegenwart von Katalase. 

Inkubiert man [l*C]-Formiat zusammen mit Methylhydrazin I und Kupfer(1I)-sulfat in einem 
phosphatgepufferten Milieu, wird im Ansatz l4CO, frcigesetzt. Wie aus Tab. 4 hervorgeht, ist dazu 
im Fallc der Cu-Katalyse kein Enzymzusatz erforderlich. Die Bildungsratc fur l*CO, ist im Gegen- 
teil rund 3mal hoher, wenn Katalasc im Ansatz fchlt. I k r  verschiedene 0,-Verbrauch in Proben 
mit untl ohm Katalase ist - auf Grund dcr oben (Seite 1384) geinachten Feststellungen - teils auf 
H,Oz-Anh%ufung, tcils auf Bindung von Cu2+ an das Enzyrnprotein zuriickzufiihrcn. Die entsprc- 
chcndc Diffcrenz bei der 14COz-Bildung ist inclessen wesentlich grosser als cler nnterschiedliche 0,- 
Verbrauch erwarten lasst. Weiter ist zu beriicksichtigcn, dass Katalasc als Haminverbindung an 
sich eine geringfiigige Wirkung auf die Methylhpdrazin-Oxydation ausubt (vgl. zweitletztc Zeile, 
Tab. 4). 

kann cler Prozentsatz an Peroxid berechnet werden, der effcktiv zur Formiatoxyclation gcbra cht 

Tabelle 4 
Gekufipeltc Oxydatioiz von [14C]-Furnziat zu 14C0, in Gegcnuart uon Cu2+ und Methylhydvazin 1 

Versuchsbedingungcn : Methylhydrazin I uncl [14C]-Formiat jc 25.0 pMol/Ansatz; NaHC0, (Tra- 
ger) 0 , 0 0 1 ~ ;  CuSO, als Katalysator W 5 M  : Katalase 0,1 mg/Xnsatz; Pufferung dnrch Phosphat 

0 , 0 2 4 ~  (pH 7 , O ) .  Versuchsdauer 2 Std. 

Auf Grund cler in Tab. 4 (lctzte Zcile) gegebcnen Wcrtc: fur 0,-Verbrauch und 14C0,-Bildu 1 

~ ~~~ 

Katalase Methyl- 0,-Verbranch 14CC),-Bildung 
[14CJ-lcorni~at 0,l ins/ LCu2+1 hydrazin I mm3/ Ansatzl 10-3 pMol/ 
0,OlM Ansatz 1 0 - 5 ~  0,01M 2 Std. Ansatz/2 Std. 

1 1 + + 
+ - + + 312 1418 

+ + - 3 11 
+ + + 5 71 
+ + + + 226 491 

- + 
- + 2 13,5 

- 
- 

- 
- 
- 

10 20 30 40 50 60 70 80 160 
rnM Formiat 

Fig. 4. Bildwzg vun 14C0, aus rl4C]-I;ormiat i n  Gegenwurt von O,OIM Methylhydrazin I (= 5) bzw. 
0 , 0 2 ~  Ascorhat (+ )  und l o - 5 M  Cu2+ uls Katalysator 

Ordinate: 14C0, in pXo1/2 Std. pro Ansatz. Abszisse: Formiatkonzentration (mM). 
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worden ist. Theoretisch cntspricht ein 02-Verbrauch von 226 mm3 der Oxydation von 226 : 11,2 = 
2 0 2  pMol Methylhydrazin I bzw. dcr Rildung von 20,2 pMol Peroxid bzw. der Oxydation von 
20,2 pMol [14CJ-Formiat. Da aber im betreffenden Ansatz 0,49 pMol 14C0, gebildet worden ist, 
ergibt sich einc Ausbeute von 0,49 : 20,Z = 2,4%. Fur den Ansatz ohne Katalase resultiert nach 
Korrektur des 0,-Verbrauches fur die H,O,-Anhaufung (vgl. Tab. 1) eine Ausbeute von 5.8%. Dic 
Hohe der Ausbeute hiingt indessen stark von den Versuchsbedingungen, speziell von der Formiat- 
konzentration ab. Die Beziehung zwischen 14C0,-Bildung und Formiatkonzentration ist in Fig. 4 
dargestellt. Es besteht im Bereich von 2.5-80 mM [%I -Formiat eine Konzentrationsabhangigkeit. 
Die Ausbeute bctragt selbst bei 160 mM Formiat lediglich 15-20%. Im Gegensatz dazu ergibt sich 
bei der Formiatoxydation mittels enzymatisch produziertem H,O,, unter sonst vergleichbaren 
Rerlingungen, eine Ausbcute von 70-90% der Theorie [ll] $51. 

Ein Vcrgleich dcr katalytischen Wirkung von Cu2+, Mn2+ und Fe-EDTA auf die 14C02-Bildung 
aus [”C]-Formiat fuhrt zu dem in Tab. 5 wiedcrgegcbcnen Resultat. In  dicscm Experiment ist cine 
rclativ hohc Formiatkonzentration von 0,04 M gcwahlt worden. Dies erklart die gegenuher Tab. 4 
hohercn Werte fur die 14C02-Bildung. Bei den gcwlhlten Katalysatorzusatzen wird Methylhydra- 
zin 1 (25.0 @lo1 = 280 mm3 0,) innert 120 min vollstandig zum Azoderivat oxydiert. Das Aus- 
mass der 14C02-Bildung aus [14C]-Formiat hangt hingegen stark von der Art des zugesctzten Kata- 
lysators ab. Die hdchstcn Werte zeigen die Ansatzc mit Fe-EDTA, in denen ca. 8 pMol Formiat 
(bei einem theoretischen Maximum yon 25 pMol) oxydiert werden. Dabci ist es belanglos, ob Kata- 
lasc im thrschuss  zugcgcn ist oder nicht. Wahrend dic hemmende Wirkung eines Katalase- 
zusatzcs auf die Cu2+- Katalyse untcr cliesen Versuchsbcdingungcn noch starker in Erscheinung 
tritt (14C02 ohne Katalase : “COa rnit Katalase -5: l), ist bei Verwendung von Mn2+ als Icataly- 
sator gerade das Gegenteil dcr Fall: Ohnc Enzym wird nur wcnig 14COa aus [14C]-Formiat gebildet; 
mit Enzym rcsultiert ein rund zehnmsl grosscrer Umsatz. 

Tabcllc 5. Vergleich der 14C02-Bildung in Ansiitzen mit Cu2f, Mn2+ oder Fe-EDTA als Katalysator 
fur  die Oxydation von Methylhydrazin I 

Ansatze cnthaltend : Phosphatpuffer 0,03301 (pH 7,O) ; 0 , O l ~  Methylhydrazin I (= 25,O ,uMol/An- 
satz) ; 0,0401 [14C]-Formiat (= 100 pMol/Ansatz); NaHCO, als Trager 0 , 0 0 0 5 ~ ;  Katalase 0,l mg/ 

Ansatz. 
~ ~ 

02-Vcrbrauch 14C0,-Bildung 
mm3 O,/Ansatz nach 2 Std. pMol/Ansatz nach 2 Std. 

Iiatal ysator ohne Katalasc rnit Katalase ohnc Katalasc mit Katalase 

cu2+ 1 0 - 4 ~  327 255 4600 > 857 
Mn2+ 1 0 - 4 ~ ~  369 275 343 < 3678 
Fe-EDTR l o - 3 ~  381 348 7885 - 8000 

Die Radikalnatur der Rcaktionsproduktc, welche bei der Cu2+-Katalyse entstehen, lasst sich 
nicht nur auf Grund der Entbehrlichkeit eines Katalasezusatzes bei der gekoppelten Oxydation 
von [14C]-Formiat beurteilen. Dazu dienen auch Versuche rnit oxydablen Substraten, wclche nicht 
in den Spezifitatsbereich der Katalase fallen. So wird z.  B. [l-14C1-Acetat im Modellvcrsuch mit 
Katalase, Glucoseoxydase und Glucose praktisch nicht umgesetzt. 

In Gegenwart von Cua+ und Methylhydrazin I wird dagegen auch [l-l4C]-Acetat, in allcrdings 
geringerem Umfang als Formiat, zu WO, oxydiert. In Rnsatzen mit 0 , 0 1 6 ~  [1-14C]-Acetat, 
0,0101 Methylhydrazin I und 1 0 - 5 ~  Cua+ wird in 120 min ca. 0,l piMol, im Kontrollansatz ohne 
Methylhydrazin I ca. 0,005 pMol 14C02/Ansatz gebildet. 

Zu Vergleichszwecken wurde auch untersucht, wie sich die Reaktionsprodukte, die bei dcr 
Oxydation von Ascorbat entstehen, gcgenuber [14C]-Formiat verhalten. Wic aus Tab. 6 ersichtlich, 
ist das System Ascorbat, Cu2+, [I4C]-Forrniat dem Systcm Methylhydrazin I, Cu2+, [14C]-Formiat 
in jedcr Hinsicht sehr ahnlich. Ein Zusatz von Katalase ist auch hier entbehrlich und wirkt eher 
hemmend. Die in Fig. 4 vergleichshalber cingezeichnete Abhangigkcit der 14C0,-Bildung von der 
Formiatkonzentration zcigt denselben Verlauf wie er mit Methylhydrazin I und Cu2+ zu beobach- 
ten ist. 
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Tabelle 6. Gekoppelte Oxydation von [14C]-Formiat zu  14C0, in Gegenwart von Cu2+ und Ascorbat 
Vcrsuchsbcdingungen : Ascorbat 0,021~ ; [I4C]-Forrniat 0,CIlM; NaHCO, (Trigcr) 0,001~ ; &SO, 
als Katalysator I U F M ;  Ratalase 0,OS mg/Ansatz. Pufferung durch Phosphat 0 , 0 2 6 ~  (pH 6,s)  ; 

Vcrsuchsdauer 2 Std. 
~ 

0,-Verbrauch 14C0,-Bildung 
[WJ-Formiat Katalase [Cu2+] Ascorhat mm*/Ansatz/ pMol/ 
0 , O I M  0.05 mg 10- 'M 0,oziM 2 Stcl. .\nsatz/2 Std. 

+ - + - 6 2 
+ - - + 12 93 
+ - + + 800 2550 

+ 
+ 
+ 

<I + + + - + 8 
+ + + 680 

- 4 
2G8 

1250 

Thcoretisch bestiinde die Mtiglichkeit, auch das Indikatorsystem Meerrcttich-Peroxidase + 
o-Dbdnisidin, das friiher in Bestrahlungsversuchen beniitzt wordcn ist [5], dafiir zu vcrwendcn. 
Vcrsuche mit diescr Zielsctzung haben indessen zu keinem verwcrtbarcn Resultat gefiihrt. Dies ist 
11. a. darauf zuriickzufiihren, dass Methylhydrazin I bzw. (lie Reaktionsprotlukte, welchc bei dcr 
Inkubicrung mit Haminverbindungen entstchen, die Aktivitat dicscs Enzyms stark hemmen. Es 
betragt der 15,-Wert fur Meerrettich-Peroxidase 5 * 1 0 - 5 ~ ,  derjenigc fur Myeloperoxidase 
1,s . 1 0 - 4 ~ .  nemgegenuber wird die Aktivitat von krist. Leberkatalase bezuglich H,O,-Spaltung 
selbst durch 0 , O h  Methylhydrazin I iiberhaupt nicht beeinflusst. 

4. Erythrocyten als Indikator fur die Peroxidbildung. - Werden Ervthrocyten in cinem 
Medium suspendiert, welches u. a. Methylhydrazin I und einen gecigneten Katalysatar enthalt, 
kommt cs in dcn Erythrocytcn zu folgenden, phasenweise ablaufenden Veranderungen. Vorerst 
nimmt cfcr Gehalt an reduziertem Glutathion ab. Hat diescr einen bcstimmten Mindestwcrt unter- 
schritten, sctzt Oxydation des Hamoglobins zu Mcthamoglobin (=  Hamiglobin) ein. Die Ge- 
schwindigkeit, mit der diese Vorgange ablaufcn, hangt vor allcm von der Geschwindigkeit der 

TqG-SHkJHb 
2 

1 

o a 2 5 4 I  70 l2l 

&it in Minuter 

Fig. 5. Oxydation von Humoglobin und reduziertem Glutathion in Erythrocyten vom Menschen, inku- 
biert in einem Medium, enthaltend 1 0 - 3 ~  Methylhydrazin. I und 1 0 - 4 ~  Fe-ED T A  

o [-I L normalc Zellen, Q 0 = akatalatische Zellen. Ordinate : links: Methamoglohinbildung in 
I'rozcnt (-) ; rcchts: Gchalt an rcduzicrtem Glutathion in mg/g Hamoglobin ( - - - - ) .  Abszissc: Zeit 

in Minuten. 
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Methylhydrazin-Oxydation bzw. von der Katalysatorkonzentration ab. Fur diescn Zweck sind im 
Prinzip alle Katalysatoren verwenrlbar. Fe-EDTA ist insofern zu bevorzugen; als dieser Eisen- 
Komplcx hinsichtlich Aktivitat durch Protein-Bindungseffekte h u m  beeinflusst wird. Bei nor- 
malen Menschenerythrocyten sind dic erwLhntcn Effekte 'nur bei relativ hoher Pcroxid-Bildungs- 
rate bzw. holier Katalysatorkonzentration zu beobachten. Bei praktisch katalasefreien Zellen ist 
dies jcdoch bereits bei wesentlich kleinercr Peroxidbildungsrate der Fall. Fig. 5 gibt die Verhalt- 
nisse wicdcr, wic sic sich bei Zusatz von 1 0 - 4 ~  Fc-EDTA als Isatalysator ergcbcn. In Kontroll- 

Tabelle 7. Peroxidbildung, Hamoglobin- und Glutathion-Oxydation in akatalatischen Erythrocyten 
(Entr)  hei Inktrbieriing iiz einem Medium, enthaltend I , O  * 1 0 - 3 h ~  Methylh,ydrazin I und Fe-EDTA 

uls Kutalysator 
'Pufferung clurch 0,01 M Phosphat (p1-I 7,O). Konzentration dcr Suspension entsprcchend 1,5 mg 

HBmoglobin/ml (= Anteil tler intrazcllularen Phase ca. 0.5%). 
~ ~ 

Endkonzentration an Fe-EDTA 

10-501 3 . 1 0 - 5 ~  1 0 4 ~  
~~ 

0,-Verbrauch (Mol 0, . ml-' . Std.-1) 0,40.10-6 0,70. 1,6 * 

Theorctische Pcroxidbildung (MolH,O,.ml-'. Std.-') 0,80. lo4 1,4 . 3,2 . 10" 
~~ 

Mcthamoglobinbildung (Mol . ml-l . Std-l) 7 3  .10-9  i ,o .io-8 1,3 * 

Zur Oxydation benotigte Mindestmcnge an Peroxid 1.5 . 2'0 . 10-8 2.6 
(bcr. als Mol H20, . ml-1 . Sttl.-l) 

gcbildete Menge Peroxid 

Abnahme an reduziertem Glutathion l , 5 7  . 10-8 3,82 . 10-8 6.85 * 10W 

Aquivalcnte, zur Oxydation von G-SH 7,s . 1 O - R  1,91 . l o +  3,42 * lO-" 

Desgleichen, bezogen auf die theorctisch 1.85% 1 944 Yo o m  % 

(Mol . m1-l. Std.?) 

benotigte Menge Peroxid 
Desgleichen, bezogen auf die thcorctisch l,O% 1 3 %  1,07% 
gebildete Menge Peroxid 

% Me1 h -SH/gHb 

Zeit in Minuten 

Fig. 6. Oxydation von Hamoglobin und reduziertem Glutathion in Enten-Erythrocyten, inkubiert in 
einem Medium, enthaltend I O F  M Fe-ED T A  und verschiedene I-lydrazinderivate 

0 : Methylhydrazin I ;  o = Athylderivat; A = Desmcthplderivat; je 10-301. 
Weitere hngaben siehe Legende zu Fig. 5. 
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ansatzen ohne Fe-EDTA ist in beiden Fallen weder eine Mcthamoglobinbildung, noch eine Kon- 
zentrationsabnahme an reduziertem Glutathion zu beobachten. 

Durch fortlaufende Messung cles 0,-Verbrauches lasst s,ich die Oxydationsgeschwindigkeit der 
zugcsetzten Methylhydrazin-Verbindung berechnen. Dabci darf der 0,-Verbrauch der Erythro- 
cytcn unter den gcgebenen Versuchsbedingungen (1,s mg Hb/ml Blut -1 :lo0 vcrdiinnt), ge- 
stiitzt auf Kontrollexpcrimente mit und ohne Zellen, vernachlassigt werden. Die Auswcrtung einer 
Reihc mit Entenerythrocyten ausgefiihrter Versuche ergibt, class die in den Zellen beobachtetc 
Oxydation des Hamoglobins zu Methamoglobin und diejenige des reduzierten Glutathions nur 
1-2 % dcr insgesamt gebilcleten peroxiclartigen Reaktionsprodukte ausmachcn (vgl. Tab. 7). 

Die Gcschwindigkeit, mit welchcr untcr gegebenen Versuchsbcdingungen Peroxid produziert 
wircl, hangt auch von der Art der Substituenten am N1 und N2 ah [la] [16]. Im Hinblick auf die 
Frage, ob zwischcn Peroxidbiltlung uncl biologischer Wirkung ein Zusammenhang besteht, inter- 
cssiert vor allem der Einfluss der Substituenten am N’. Ein derartiger Vergleich zwischen Methyl- 
hydrazin I und dem entsprechendcn kthyl- und Desmethyl-Derivat, welche beide biologisch in- 
aktiv sind, ist in Fig. 6 wietlergcgeben. Daraus geht hervor, dass sich alle 3 Verbindungen grund- 
satzlich gleich verhalten, dass aber quantitative Unterschiede bestchen. So wird z. B. das homo- 
loge athylsubstituierte Derivat etwas langsamer oxydiert (vgl. Tab. 4 in [la]) ; Methamoglobin- 
und Glutathion-Gehalt der Erythrocyten wcrden dementsprechend in geringerrm Ausmass vcr- 
andert, als dies bci Zusatz von Mcthylhydrazin I der Fall ist. 

Diskussion 
Die qualitativen Unterschiede, die bei der Methylhydrazin-Oxydation in Gegen- 

wart von Fe-EDTA, Cu2+ und Mn2+ auftreten, gestatten die Aufstellung verschiede- 
ner Katalysator-Typen. Es ist jedoch zu betonen, dass es sich bei den gewahlten Un- 
terscheidungskriterien (vgl. Tab. 8) zunachst urn 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 i)ber- 
gange bestehen (z. B. Cu2+-Katalyse). Es fragt sich iiberhaupt, ob hier streng genom- 
men von Extremfallen 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 Iasst. Andererseits 

Tabellc 8 
Vergleich zwischen Fe-ED T A  - und Mn2+-katalysierier Methylhydrazin-Oxydalion 

Typ : Fe-EDTA Typ: Mn2-i 

Verhaltcn cles gebildeten (im kurzfristigen Versuch) H,O, wird quantitativ 
(1 Pcroxitls D nicht als H,O, fassbar angcrcichert 

Rcaktionsfahigkci t gross relatio gering 
des B I’rroxitls 1) 

z. R. 
Oxytlation von [W]-Formiat Katalasc nicht erfordcrlich Vorwiegend peroxidatische 

(Oxydation nicht enzymatisch) Umsetzung mit Katalase 

Xnalogie bcziiglich Radikale: b H ,  Hb2, H usw. Reagens-H,O, 
Kcaktionsfahigkcit (2.13. Wirkung ionisiercnder (Z.B. Wirkung von enzyma- 

Strahlcn auf H,O) tisch produziertem H,O,) 
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ist rnoglich, dass auch bei der Fe-EDTA-Katalyse H,O, in geringer Menge anfiillt. 
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 o 
bekannt, in denen Fe-EDTA oder andere Eisenkomplexe als Katalysator dienen [19]. 
Derngegeniiber ist Mn2+. zusammen mit einem geeigneten oxydablen Substrat, bereits 
mehrfach als H,O,-produzierendes System fur peroxidatische Umsetzungen benutzt 
worden (Seite 141 in [19]). 

Der Reaktionsmechanismus, welcber der Autoxydation von Methylhydrazinen zu- 
grundeliegt, ist von BERNEIS et al. [l] [lo] fur die Fe-EDTA-Katalyse und von BRINT- 
ZINGER et al. [4] fur die Mn2+-Katalyse diskutiert worden. In beiden Fallen ist ein 
Radikal-Kettenrnechanismus anzunehmen, wobei es zu einem Valenzwechsel des 
Katalysators (Fe2+ Fe3+, bzw. Mn2+ f Mn3+) und zur Bildung von Hydrazylradi- 
kalen (R-NH-N-R’) als intermediarem Oxydationsprodukt kommt. Nach FALLAB [20] 
sind indessen zur Erklarung der Wirkungsweise derartiger Modellsysteme verschiedene 
Deutungen moglich. Das Gleichgewicht, das sich im stationaren Zustand zwischen 
radikal- und peroxid-umsetzenden Reaktionen einstellt, hangt nun sehr von der Art 
des verwendeten Katalysators ab. Im Falle der Fe-EDTA-Katalyse wird intermediar 
bei der Autoxydation gebildetes H,O, fortlaufend durch Fez+ zu OH reduziert, wobei 
sich die OH im Sinne einer FENTON-Reaktionskette mit weiteren Molekeln des oxy- 
dablen Substrates umsetzen. Im Falle der Mn2+-Katalyse bleibt dagegen eine weitere 
Umsetzung des gebildeten H,O, praktisch vollig aus. 

Da die Stabilitat des H202 wesentlich grosser ist als diejenige der OH-Radikale, 
ergibt sich bei der ((Peroxid))-Bildung in Form von H,O, eine ungleich hohere Le- 
bensdauer bzw. grossere Reichweite der oxydierenden Partikel. Dies erklart die fru- 
here Beobachtung an Suspensionen akatalatischer Erythrocyten, wonach sich enzy- 
matisch gebildetes H,O, stochiometrisch mit Hamoglobin unter Methamoglobin- 
bildung urnsetzt [9]. Es diffundiert somit das irn suspendierenden Medium gebildete 
H,O, quantitativ in die Erythrocyten hinein und wird dort restlos fur die Oxydation 
von Hamoglobin verbraucht. Im Falle der Fe-EDTA-katalysierten Autoxydation 
von Methylhydrazin I setzen sich dagegen lediglich 1-2% der theoretisch moglichen 
Peroxid-Menge in dieser Weise um, vermutlich weil das ausserhalb der Zellen ge- 
bildete H,O, vom Radikal-Kettenmechanismus praktisch vollstandig abgefangen 
wird. 

Das oben skizzierte Verhalten trifft zunachst nur fur die Fe-EDTA-katalysierte 
Oxydation der Methylhydrazine in vitro zu. Im Hinblick auf die mogliche biologische 
Bedeutung dieser Modellversuche sei erwahnt , dass sowohl die Bildungsgeschwindig- 
keit der peroxidartigen Reaktionsprodukte, als auch die Lage des Gleichgewichtes 
2 OH f H,O,, und damit die Bestandigkeit bzw. Reichweite der bei der Methyl- 
hydrazin-Oxydation gebildeten Peroxide wesentlich vom Oligoelernent- und Chelat- 
Muster des betreffenden Gewebes abhangen diirften. 

RUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG (Projekt Nr. 2879). 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch den SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR F ~ R D E -  

88 



1394 HELVETICA CHIhlICA ACTA 

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 
H202, (b) coupled formate oxidation (H14COONa -+ 14C0,), (c) methemoglobin for- 
mation in suspensions of acatalatic red cells as a ((biological indicator)). 

2. Whereas H20, accumulates quantitatively when Mn2+ is used as a catalyst, 
no accumulation at all can be observed in presence of Fe-EDTA. In copper catalysis 
the degree of H202-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 Mn2+-catalysis 
the equilibrium 2 OH f H,O, is completely shifted to H,O,. 

Medizinisch-chemisches Institut 
der Universitat Bern 
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