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In  einer friiheren Mitteflung 1 berichteten wir fiber die yon Chinonen 
~uf die Aktivi tgt  eines verhgltnismgBig rohen Blutk~tMaselor~par~tes 
&usgefibten Hemmwirkungen. AnMoge Exloerimente mit  Indophenolen, 
die weitgehend ~hnliche Ergebnisse zeitigten, wurden an einer anderen 
S~el]e publiziert. 2 Durch die Ungunst der Zeitverhgltnisse war es uns 
d~mMs nicht mSglieh, unsere Versuche mit hoehgereinigten KatMase- 
p rg l~mten  , wie z. B. kristMlisierter Pferde- oder l~inderleberk~t~hse, 
zu ver~fizieren, d~ zum dum~ligen Zeitpunkt  die flit die D~rstellmlg 
dieser Pr~parate notwendigen Mengen Pferde- oder l~inderleber in Wien 
nieht erh~ltlieh waren. Dadureh konnte aueh nicht entsehieden werden, 
ob die yon uns beschriebenen Effekte tats~chlich ffir die K~talase spezi- 
fiseh sind oder auf Verunreinigungen beruhen,  wenn aueh letzteres durch 
die gute Reproduzierbarkeit  ~nserer Ergebnisse unwahrseheinlich er- 
sehien. Die auf Grund unserer damaligen Versuehe ~ufgestellten theo- 
retisehen Betrachtungen 3 waren deshalb solange nicht ausreichend 
fundiert, Ms die Experimente nieht mit  dem hoehgereinigten Enzym 
reproduziert wurden. 

Vor einigen Monaten konnten wit das far eine kleine Menge kristalli- 
sierter KatMase notwendige Quantum Rinderleber e r h M t e m  In der 

.~V[h. Chem. 76, 319 (1947). 
2 Exper. 3, 108 (i947). 
a Exper. 3, 152 (1947). 
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380 O. tIoffmann-Ostenhof und S. Gierer : 

vor l iegenden Mit te i lung sollen nun die Ergebnisse  wiedergegeben werden,  
die bei  den t t emmungsve r suchen  mi t  Chinonen und  Indopheno len  auf 
die kr is tul l is ier te  Rinder leberka ta lase ,  bzw. ~uf die durch  sie bewirk te  
Zerse tzung yon Wassers tof fperoxyd,  e rha l ten  wurden.  

M e t h o d i k .  

Die tIerstel lung des ftir die Versuche verwendeten krista]lisierten Fer-  
ments erfolgte nach der Vorschrift yon S u m n e r  und Dounce 4 aus 2 kg frischer 
l~inderleber dureh fraktionierte F/illung mi t vorgereinigtem Dioxan, Aufl6sen 
des akt iven Pr~zipitats  in,wenig Wasser und Dialyse ira Pergamentsehlauch 
gegen destilliertes .Wasser nach vorhergehender Zerst6rung des Glykogens 
durch Zugeben einer kleinen Menge yon Speiehel. Die so erhaltenen Kristal le  
wurden umgefallt  und einer weiteren Dialyse unterzogen, worauf sieh seh6ne 
prismatische Kristal le  bildeten, deren Kat .  ]. (Katalasef~higkeit  nach Euler  
und Josephsbn ~) unter  den tibliehen Bedingungen etwa 30000 betrug, was den 
yon S u m n e r  und Dounce 4 angegebenen Wer ten  entspricht.  

Die ftir die Versuehe verwendete Fermentl6sung wurde dureh Aufl6sen 
einiger kleiner Krista]le in etwas Phosphatpufferl6sung yon p a  7,4 hergestellt  
und durch Verdtinnung mit  destil l iertem Wasser auf die gewtinsehte Ken-  
zentrat ion gebraeht.  Bei st~indiger Aufbewahrung im Eisschrank war sie 
ohne nennenswerte Aktivib~ttseinbuBe einige Tage lang gut  hal tbar .  

Die 1-Iemmungsversuehe wurden in zwei verschiedenen Versuehsserien 
durchgeftihrt.  

Bei der ersten Serie wurde keine Inkubat ionszei t  zur Reakt ion des Fer-  
ments  mi t  dem I-Iemmk6rper vorgeschaltet,  sondern Enzym, I-Iemmk6rper 
und Substrat  zusammell angesetzt. 

Ansatz : 2 ecru Fermentl6sung 
10 ecru I-I~O2-L6sung 
5 ecru 1/5-n Phosphatpufferl6sung (PR = 7) 
5 ccm L6sung des I-Iemmstoffes (bzw. I-I20 in Kontrollver-  

suchen). 
S~imtliche LSsungen wurder~ vor dem Ansatz auf Versuehstemperatur 

gebraeht. Der Versueh wurde im Thermostaten bei 20 ~ durchgeffihrt. Naeh 
genau ]0 Min. Reaktionszeit wurde die enzymatisehe Zersetzung dutch 
Zugabe yon l0 cem 10~oiger Schwefels~ure abgestoppt und nicht umgesetztes 
Wasserstoffperoxyd jodometrisch titriert. Die Bereehnung der I~emmung 
erfolgte in fiblicher Weise. 

Bei der zwe~ten Serie sehalteten wir eine Inkubationszeit ein, urn dem 
Ferment Gelegenhei~ zu geben, mit dem I4emmstoff zu reagieren; wir setzten 
daher die SubstratlSsung erst I0 Min. nach Ansatz der iibrigen l=~eaktions- 
teilnehrner zu. Sonst wurde v61]ig gleichartig wie oben beschrieben gearbeitet. 

E r g e b n i s s e .  

Bei  den ers ten Versuchen mi t  dem kris t~l l is ier ten E n z y m  erhie l ten  
wir im ~llgemeinen bedeu tend  niedrigere H e m m w e r t e  Ms mi t  dem rohen 
Blutka t~lasepr~p~r~t .  Wi r  konn ten  ~ber d~nn beob~chten,  d~l~ d i e  
perzentuel le  H e m m u n g  der R e a k t i o n  yon der  F e r m e n t k o n z e n t r a t i o n  ab- 

J. biol. Chemistry 121, 417 (1937); 127, 439 (1939). 
5 Liebigs Ann. Chem. 452, 158 (1927). 
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h~ngt. Abb. 1 zeigt diese Verh~ltnisse fiir den Fall des relativ stark 
wirksamen Phenol-indo-o-kresols. Als Abszisse ist bier die Ferment- 
konzentration (bzw. der ihr proportior/ale Wirkungswert der betreffenden 

~51o ~ " - - , . ~  ~,s. ,'o-,f 

I n I t I i t i , , , j  

Abb. 1. Abh~ngigkei~ tier perzen~ellen /{emm~ng ~on d~r Ferme~tkonzezztrat~on 
(kristall. Leberkatalase). 

FermentlSsung, gemessen in Kubikzentimeter verbrauchte n/160 NaeSeOa) 
als Ordinate die perzentuelle Itemmung aufgetragen. Die Megpunkte 
waren bei strikter Einhultung der Reaktionsdauer (10 Min.) vor Mlem 
bei hSheren Fermentkonzentrationen sehr gut reproduzierbar, ws 
bei geringeren Fermentaktivits MeBgen~uigkeit wegen zu geringer 

o- o-Kresol ~-~ 

Kala188e KoRz~f~o~ [c~ ~/~o l, a z ~ Os s~ Afs~ ~e~ N~jsw~) 

Abb. 2. Abhi~ngigkeit der perzentuelle~ ]~emmung yon der Perrnentkonzentra~ion 
(Blutkatalasel)r~parat). 

Titrationswerte leidet. Wie man sieht, steigt mit der Verdiinnung der Kata- 
lase bei allen drei untersuchten I-Iemmstoffkonzentratione_n die perzentuelle 
Hemmung stark an, um bei Konzentrationen, die etwa denjenigen bei 
unseren seinerzeitigen Blutkatalaseversuchen entspregt~en, auch die dort ge- 
fundene HOhe zu erreichen. Bei einem entsprechenden Versuch mit einem 
Blutkatalasepr/~parat konate festgestellt werden, dab auch in diesem Fall 
die Hemmveerte Funktionen der Enzymkonzentration sind (vgl. Abb. 2). 

25* 
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Dieselbe Abh~ngigkeit der perzentuellen I-temmung yon der Ferment- 
konzentration konnten wir aueh bei al]en yon uns seinerzeit auf ihre 
tIemmwirkung au~ Blutkata]ase untersuchten Chinonen und indophenolen 
naehweisen (vgl. z. B. Abb. 3), wenn auch bei Substanzen mit besonders 
hohem positivem Oxydations-l~eduktionspotential Abweichungen yon der 
erwarteten Kurvengestalt festzustellen waren, was wit der Tatsache zu- 
schreiben, dab diese ttemmstoffe teilweise bei der j odometrischen Titration 
des Substrates miterfaBg werden. Diese Komplikation l~l~t sich aueh 
durch Anbringung einer entsprechenden Korrektur nicht vSllig aus- 
schalten, da diese Redoxsysteme sich mit dem Wasserstoffperoxyd in 

,! 
o- Bluthe/ei~sewe~N 

Ch/non 10-4[xj 

0 f 2 3 ~ 5 # ? e e n z IB ~ I~ 
l@tele~ ~#ze~frehon fccm ~/f~ Nez ~ 0~ els MeB de~ ~2'/r~jower,"~J 

Abb. 3. Abh~ingigkeit der perzentuellen ttemmung dutch versehiedene Inhibitoren yon tier 
Fermentkonzentration (kristM1. Leberkatel~se). 

ein bestimmtes Redoxgleiohgewioht setzen, so daft je naeh Menge des 
noeh vorhandenen II202 das erforderliehe Korrekturglied verschieden 
w~re. ]~ei Konzentrationen des tIemmstoffs unter 10 -~ kann diese 
Weehselwirkung nnd damit die StSrung der jodometrisehen Titration 
vernaehl~tssigt werden. 

Neben Chinonen und Indophenolen wurde noeh eine Reihe weiterer 
redoxaktiver Snbstanzen nntersueht. Porphyrexid und Porphyrindin, 
Substanzen mis besonders hohem Redpxpotential , ergaben wohl merkliehe 
ttemmungswerte; diese waren abet auffallend Sehleeht reproduzierbar 
und augerdem konnte keine entspreehende Abh~tngigkeit der perzentuellen 
t temmung yon der Fermentkonzentration Me bei Chinonen und Indo- 
phenolen naehgewiesen werden. In 10-4-molarer LSsung bei pH 7 war 
Yon allen sonSt noeh untersuehten Substanzen nut  noeh das Pyoeyanin 
ein wenn aueh sehwaeh wirksamer Inhibitor. Als vollkommen unwirksam 
erwiesen sieh die Iolgenden Verbindnngen: Methylenblau, Toluylenblau, 
GMloeyanin, Neutralrot, Ponceau 2 1~, Methylrot, Alkaliblau, Safranin, 
Malaehitgriin, Chrysoidin, Methylviologen, Benzylviologen und Betain- 
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vi0logen - -  alles Substanzen, deren gedoxpotent ia l  bei pK 7 sehon ziemlieh 
niedrig ist. (Hierzu mnB bemerkt  werden, dag nach AIexejew und 
Russinowa 6 Methylenblau bei niedrigerem pi~ die Aktivit~t der Blut- 
kata]ase gegenfiber Wasserstoffperoxyd hemmt;  eine Naehprfifung dieser 
Angabe wurde yon uns nieht vorgenommen.) 

Die loK-Abh&ngigkeit der Hemmwirknng dureh Chinone nnd Indo- 
phenote e r g a b  sieh bei unseren jetzigen ~Versuehen als vSllig fiberein- 
st immend mit  den mit Blutka~alase erhaltenen Werten. 

Die Versuehsserie unter EinschMtung einer Inkubationszeit  ergab 
Werte, die mit  den entspreehenden ohne Inkubationszeit  erhaltenen 
vS1]ig tibereinstimmen. Es war nieht  mSglieh, dureh Zusatz ~on Reduk- 
tionsmitte]n (Sulfit, Dithionit, Viologene) die dutch Chinone oder Indo- 
lohenole erzielte Hemmung  der KatMaseM~tivit~t aufzuheben. 

D i s k u s s i o n .  

Die erhaltenen Ergebnisse best~tigen unsere seinerzeit ~ ausgesproehene 
Vermutung, dag die yon 1ms an den ungereinigten BlutkaLalasepr~paraten 
beobaehteLen Hemmungserseheinungen nieht Ms Folgeerseheinung der 
Verunreinigungen der Enzympr~parate  angesproehen werden dfirfen, 
sondern ffir die Katalase selbst spezifiseh sind. Bemerkenswert ist bier 
die grebe Abhgngigkeit der Hemmwerte  yon dem Wirkungswert der 
l~ermentlSsung, d. h. also aneh yon der Fermentkonzentration, obwohl 
die Katalase selbst in den konzentriertesten LSsungen noeh immer um 
etwa ffinf Zehnerpotenzen verdiinnter vorliegt als die angewandten 
Hemmstoffe  der Indophenol- oder Chinonreihe. 

lJber die Wirkungsweise dieser I-Iemmstoffe, bzw. allgemein fiber den 
Meehanismus der Katalasewirkung hat der eine yon uns karzlieh 3 eine 
Vorstellung entwickelt, an der mit  Rficksicht anf die hier berichteten 
Ergebnisse niehts zu gndern ist. Trotz der Einwgnde, die insbesondere 
yon Theo~'ell und Stern 7 gegen die Annahme eines Wertigkeitsweehsels 
der Eisenatome im KatMasemolekfil W~hrend der katalatisehen Wirkung 
gemaeht wurden, erseheint uns dieser Erkl~trungsversueh allein geeignet,. 
die yon uns besehriebenen Hemmungserseheinungen zwanglos zu deuten. 
Wir sind uns dabei vSllig dessen bewuBt, dab unsere Methodil~ gegenfiber 
der yon Chance im Laboratorium yon fheorell  entwiekelten ihre Naehteile 
aufweist; t rotzdem glauben wit, dub wir aueh mit  nnseren Titrationen, 
we]ehe - -  mit  alIeiniger A~snahme tier Hemmstoffe mi~ excreta hohem 
Oxydagionspoten~ial - -  gug reproduzierbare Kurven ergeben, brauehbare 
l~esnltate erzieten k6nnen. 

6 Bull. Inst. l~ech, biol. Perm 6 (1928); Chem. Zbl. 1929 II ,  2055. 
Diskussion z~ma Vortrag yon H. Theorell, VI. Kongrel3 ftir experimentelle 

Zellforschung, Stockholm, Juli 1947. 
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Unsere Beobachtungen ermSglichen zwar grunds~tzlich eine kinetische 
Analyse der i:Iemmreaktion, yon der wir aber zungehst noch absehen 
wo]len, u. a. ~ueh deswegen, weft aul~er der eigentliehen Hemmung der 
KatMaseaktivit~tt dutch die Inhibitoren augenscheinlich aneh noeh andere 
Reaktionen ffir die vorliegenden Ergebnisse eine l~o]le spielen kSnnen; 
es sei hier insbesondere auf die sehon nachgewiesene Reoxydation des 
im Verlanf der Hemmungsreak~ion etwa gebildeten ttydrochinons zu 
Chinon dureh das Substrat hingewiesen. Daffir, dal~ die Hemmungs- 
reaktion sehr schnell, vielleieht augenblicklich vonstatten gehL sprechen 
die iibereinstimmenden Resultate nait und ohne Inkubationszeit; aueh 
dieser Befund pal3t gut zu unserer u einer Ionenreaktion. 

Es sei uns gestattet, an dieser Ste]le FIerrn Prof. Dr. L. Ebert fill" 
sein Interesse und seine Anregungen bei dieser Arbeit unseren Dank aus- 
zusprechen. 

Anmerkung bei der Korrektur: Ers~ naeh der Einsendung dieser 
Arbeit erschienen ausffihrliche VerSffentlichungen von H. Theorell s und 
B. Chance s fiber die yon diesen Autoren mit Hilfe einer verfeinerten 
Hartridge-Roughton-Millikan-Technik durehgeffihrtcn Untersuchungen 
fiber den Wirkungsmeehanismus der Katalase. Ohne sich mit den er- 
haltenen Ergebnissen und daraus gezogenen Sehlul~folgerungen welter 
auseinandersetzen zu wollen, soll hier nur ausgeftihrt werden, dal~ diese 
Autoren die Vorstellung eines Wertigkeitsweehsels des Katalaseeisens 
auf Grund ihrer Versuehe ablehnen. Die ansonsten sehr einleuehten. 
den Hypothesen der Autoren, die dutch experimentelle Befunde wohl 
gestfitzt sind, seheinen al=er keine MSglichkeit zur Erkli~rung der yon 
uns geschilderten Hemmungserseheinungen zu bieten. 

Eine Kli~rung dies~r Fragen w/ire wohl nur bei Wiederholung unserer 
Versuche in der Apparatur yon Chance zu erreiehen, wozu nns ~ber 
derzeit leider die Hilfsmittel fehlen. 

Zusammenfassung. 

Die seinerzeit an Blutkatalase mit Chinonen und Indophenolen gefun- 
denen I-Iemmungserscheinungen wurden unter Verwendung kristalli- 
sierter lginderkat~lase reproduziert. Es wurden den frfiheren Unter- 
suchungen entsprechende Werte erhalten. ]~emerkenswert ist eine neu 
gefundene starke Abh~ngigkeit der Hemmwirkung yon der Ferment- 
konzentration. Die Hemmungsreaktion stellt sich mit unmeitbarer Ge- 
schwindigkeit ein, was zu der Annahme einer Ionenreaktion patlt. 

s Expe l  4, 100 (1948). 
9 Nature 161, 914 (1948). 


