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Several chlorooxygen compounds, hydrogen peroxide and reducing molecules in the presence
of chelated iron (Fenton systems) are oxidants of biological relevance. These compounds are
either produced in living tissues or are in use as desinfectants or drugs. Tetrachlorodecaoxide as the
active principle in the drug OXOFERIN® can be differentiated from the above mentioned oxi-
dants by means of simple biochemical test systems where different activators and detector mole-

cules are used.

Einleitung

Die aerobe Zelle briuchte keine ,antioxidative
Strategie“ wenn nicht zahlreiche Oxidantien im Rah-
men des regulierten Metabolismus entstehen wiir-
den: dazu gehoren das Superoxid, Wasserstoffper-
oxid, die sehr reaktionsfahigen OH" und Alkoxy-
Radikale, Peroxyradikale, der reaktionsfreudige Sin-
gulett-Sauerstoff sowie Chlorsauerstoffverbindungen
wie zum Beispiel das Hypochlorit. Unter bestimmten
Bedingungen konnen auch zelluldre Reduktionsmit-
tel wie zum Beispiel Ascorbinsdure oder Sulfhydryl-
gruppen in Aminosauren (Cystein, Glutathion) auto-
oxidieren.

Gifte wie das Herbizid Paraquat sind Sauerstoffre-
duktantien, die an bestimmte Enzymsysteme ankop-
peln und Superoxid sowie Wasserstoffperoxid produ-
zieren und dadurch die aerobe Zelle schiadigen oder
téten [1—6]. Vom oxidierenden Potential bestimm-
ter Chlorsauerstoffverbindungen hat die Hygiene
Gebrauch gemacht: die unterchlorige Sdure (deren
Salze wie z. B. NaOCI) und Chlorate sind in der Hy-
giene als antiseptische Putz- und Waschmittel seit
langer Zeit im Einsatz. Das Wasserstoffperoxid als
Oxidationsmittel ist ebenso wie das Kaliumperman-
ganat als Oxidans in vielen Féllen heute noch als
Wundsduberungsmittel im Gebrauch. Vor einigen

Abkiirzungen: ACC, Aminocyclopropan-1-carboxylsdure;
KMB, S-Methyl-a-Keto-y-thiobuttersaure; ,, TCDO*,
Tetrachlorodecaoxid (Chlorit-Sauerstoff-Komplex).
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Jahren wurde ein neues Heilmittel, OXOFERINR,
beschrieben, welches einen Chlorsauerstoffkomplex
(,TCDO*) als aktive Komponente enthalt.

In zahlreichen klinischen Studien wurde belegt,
daB diese Verbindung den Heilungsproze3 von
schwer heilenden Wunden stark beschleunigen kann
[7—9]. Wir haben kiirzlich gezeigt, da ,,TCDO* nur
ein sehr schwaches Oxidationsmittel ist. In Anwe-
senheit bestimmter Him-Verbindungen jedoch wan-
delt sich das ,, TCDO* in ein mittelstarkes Oxidans
um, das in seiner Oxidationskraft vergleichbar ist mit
dem ,,Compound I“, also einem Peroxidase- oder
Katalase-Wasserstoffperoxid-Komplex [10, 11]. In
dieser Arbeit soll ein Differenzierungsverfahren be-
schrieben werden, das es erlaubt, verschiedene ange-
sprochene zelluldre oder synthetische Oxidantien
voneinander zu unterscheiden und grob einzuord-
nen.

Material und Methoden

Abbaukinetiken von Ham-Verbindungen wurden
spektralphotometrisch anhand der Abnahme der y-
(Soret-)Bande der Cytochrome im Kontron 810-
Spektralphotometer verfolgt. Die Fragmentierung
der Indikatormolekiile Methionin, S-Methyl-2-oxo-
4-thiobuttersdure [a-keto-(y-(Methylthio)-buttersdu-
re, KMB] oder Aminocyclopropan-1-carbonsdure
(ACC) wurde anhand der Ethylenfreisetzung gas-
chromatographisch verfolgt. Diese Methode wurde
kiirzlich ausfiihrlich beschrieben [10].

Tetrachlordecaoxid (TCDO) wurde von der Firma
Oxo-Chemie, Heidelberg, zur Verfiigung gestellt.
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Alle anderen Substanzen wurden aus dem Chemika-
lienhandel bezogen.

Es wurden folgende Testsysteme verwendet:

a) Haminabbau

Phosphatpuffer, pH 7,8 50 mm
Hémin 20 um
TCDO 2 mMm
ClO3 2 mM
H,0, 2 mM
H,O ad 2,0 ml

Der Hiaminabbau wurde anhand der Abnahme der
Extinktion bei 384 nm (Soret-Bande) spektralphoto-
metrisch verfolgt.

b) Zum Vergleich der Geschwindigkeiten des
Héamabbaus durch TCDO oder ClO; wurden TCDO
mit Serumalbumin oder ClO; mit Serumalbumin un-
terschiedlich lang (s.u.) inkubiert, sodann mit der
ACC-Methode auf gleiche Ethylenbildung tiberpriift
(A), anschlieBend mit Hdmin im Photometer inku-
biert (B).

Eichung der Oxidantien:

A) Ethylenbildung aus ACC in 20 min.

1) durch Himin — TCDO: 1064 pmol *+ 11%
2) durch Hamin — ClO;: 1063 pmol + 13%
Testsystem: Phosphatbuffer, pH 7,8

ACC 2,5 mm
Hémin 50 um
TCDO 0,5 mm
ClOy 0,5 mm
B) Héminabbau:

Testsystem: Phosphatbuffer, pH 7,8

Hémin 50 um
Serumalbumin 0,025 %
TCDO 0,5 mm
NaClO, 0,5 mm

Serum und TCDO, Serum und ClO;: 10, 30,
120 min oder 18 h Inkubation; danach Messung des
Einflusses auf den Himinabbau bzw. die ACC Oxi-
dation.

C) Serotoninoxidation: Verlust der Absorption bei
275 nm.

Testsystem:

Phosphatpuffer, pH 7,8, 100 mm

Serotonin 50 um
TCDO 1,5 mm
Hémin 50 um
H,O ad 3 ml

Ergebnisse
1. Die Oxidation von Him-Verbindungen

Die Oxidationskraft von TCDO wird durch be-
stimmte Hiam-Verbindungen gewaltig gesteigert. So
konnten wir zeigen, da3 zum Beispiel Hidmoglobin,
Peroxidase, Hamin sowie Myoglobin sowohl die oxi-
dative als auch die bakterizide Wirkung von TCDO
auf ein Vielfaches stimulieren [12, 13]. Bei diesen in
vitro Reaktionen werden die zugesetzten Him-Ver-
bindungen oxidativ abgebaut. Wie in Abb. 1 gezeigt,
haben aequimolare Konzentrationen von Chlorat,
und Wasserstoffperoxid sehr unterschiedlichen Ein-
fluB auf den' Abbau der y-Bande von Hamin. Wih-
rend 2 mm Chloratlosung keinen Effekt zeigt, bewir-
ken 2 mm TCDO eine lineare Abbaukinetik und
2 mMm Wasserstoffperoxid einen sehr schnellen, nach
ungefihr 3 min abklingenden Abbau von Hémin.
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Abb. 1. Vergleich des Himinabbaus durch Chlorat, H,O,
und TCDO. Testsystem: vgl. Material und Methoden, a).

In Abb. 2 ist gezeigt, daBl die TCDO-abhéngige
Abbaukinetik des Hamins konzentrationsabhéngig
von TCDO verlduft, wobei sich relevante TCDO-
Konzentrationen zwischen 0,2 und 10 mM bewegen.

Innerhalb dieser Konzentrationen verlduft der Ab-
bau bis eine Minute etwa linear (Abb. 3).

Die Abbaukinetik der Ham-y-Bande ist jedoch
nicht einheitlich fiir alle hdmhaltigen Verbindungen.
Bleibt man innerhalb einer TCDO-Konzentration,
welche mit Hamin lineare Abbaukinetiken gewéhr-
leisten (zwischen 50 und 2000 um) so ergeben sich fiir
verschiedene Hiamverbindungen recht unterschiedli-
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Abb. 2. Abhingigkeit des Himinabbaus von der TCDO-
Konzentration. Testsystem: vgl. Materialund Methoden, a).
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Abb. 3. TCDO-abhingiger Himinabbau nach 1 min Reak-
tion. Testsystem: vgl. Material und Methoden, a).

che Abbaukinetiken: Am schnellsten wird Myoglo-
bin abgebaut und am langsamsten Katalase. Cyto-
chrom ¢, Himoglobin und Peroxidase nehmen eine
Mittelstellung ein. Das Hamoglobin intakter Ery-
throzyten wird von TCDO nicht abgebaut. Dieser
Befund steht im Einklang mit fritheren Ergebnissen,
wo berichtet wurde, dafl mit intakten Erythrozyten
erst eine Hamaktivierung von TCDO eintrat wenn
diese durch Detergenzien zerstort wurden [11]. Die

Abbaukinetiken der oben erwihnten Hadmverbin-
dungen sind in Abb. 4 zusammengefa3t. Aus dieser
Abbildung geht deutlich hervor, da3 Vollblut und
Katalase nicht durch TCDO abgebaut werden; fer-
ner, daB Hémin die geradlinigsten Abbaukinetiken
erfihrt. Dies ist einer der Griinde, warum in den
nachfolgenden Versuchen Héamin als Aktivator fiir
TCDO eingesetzt wurde.

2. Die Ethylenbildung aus verschiedenen Vorldufern

Wie aus Tab. I ersichtlich ist, reagiert TCDO in
Anwesenheit von Hamin sehr schnell mit ACC unter
Ethylenbildung, wiahrend KMB kaum, Methionin
keine Spaltung in Ethylen zuldBt. In Anwesenheit
von 0,32 mm TCDO und 50 um Hamin werden in
30 min Reaktionszeit aus 2,5 mMm ACC etwa 15 nmol
Ethylen entwickelt, aus 2,5 mm KMB etwa 2 nmol
und aus Methionin in der gleichen Zeit weniger als
0,1 nmol. Auf dieser Basis wurde ein empfindlicher
gaschromatographischer Test fiir die Erfassung von
TCDO aufgebaut, wobei zwischen 0,3 und 50 um
TCDO aus ACC in Anwesenheit von Hamin Ethy-
lenmengen freisetzten, die linear mit der TCDO-
Konzentration ansteigen (Elstner et al. 1988, im
Druck). Die beiden Indikatoren ACC und KMB las-
sen es jedoch zu, Oxidantien verschiedener Katego-
rie weiter einzuordnen. Es stellte sich uns die Frage,
welcher Natur das Oxidans im TCDO-Ham-Kom-
plex sein konnte: Ist es ein anorganisches Radikal am
TCDO oder ist es ein organisches Radikal im Ha-
min, welches schlieBlich die Oxidation des Indikator-
molekiils unter Ethylenfreisetzung bewirkt?

Wir haben die oben angesprochenen Indikatorre-
aktionen mit ACC und KMB in Anwesenheit von
TCDO und Hémin auf den Effekt von Sulfit gepriift

Tab. I. Vergleich der Ethylenbildung aus KMB, ACC und
Methionin in Anwesenheit des Oxidans TCDO/Hémin.

Indikator (2,5 mm) nmol Ethylen, gebildet in 30 min

ACC 14

KMB 2
Methionin (Met) 0
Ansatz:

Phosphatpuffer, pH 7,8 100 mm
TCDO 0,32 mm
Hémin 50 um
ACC, KMB, Met 2,5 mm
H,O ad 2 ml
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Abb. 4. Abbaugeschwindigkeiten ver-
schiedener Haminverbindungen durch
TCDO im Vergleich mit Vollblut.
Testsysteme: vgl. Material und Me-
thoden, a).
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und folgende Beobachtung gemacht (Tab. II): Das
ACC-System zeigt mit TCDO allein oder mit Hamin
allein keine Ethylenbildung. Hiamin und TCDO bil-
den 15 nmol Ethylen aus 2,5 mm ACC-Losung in
30 min. Ersetzt man das Hamin durch Bisulfit der
gleichen Konzentration (50 um), oder einer 10fach
hoheren Menge an Bisulfit, so ergeben sich kaum
Erhohungen der Ethylenfreisetzung aus ACC. Kom-
biniert man Hamin und Bisulfit, so ergibt sich auch
hier keine Stimulierung. Anders ist die Situation im
KMB-System. Das KMB-System hat mit Hamin
niedrigere Ethylenfreisetzungsraten als das ACC-Sy-
stem. Ersetzt man im KMB-System jedoch Hémin
durch Bisulfit, so zeigen dquimolare Konzentratio-
nen des Aktivators etwa dieselbe Reaktionsbe-
schleunigung. Kombiniert man nun Hémin und Bi-
sulfit, so ergeben sich iiberadditionelle Werte der
Ethylenfreisetzung. Dies bedeutet, da im KMB-
System das Sulfit-Radikal als Oxidans dienen kann,
wihrend im ACC-System ,,kein Oxidans“ entsteht.
Da das KMB-System sowohl durch Héamin als auch
durch Sulfit aktivierbar ist, haben wir mit Hilfe die-
ser Indikatorsubstanz dquimolare Mengen an Hypo-

chlorit, Chlorit und TCDO miteinander verglichen
(Tab. III).

Ohne Aktivator haben weder Hypochlorit noch
Chlorit oder TCDO ethylenfreisetzende Aktivitdten

Tab. III. Aktivierung von TCDO und Chlorit durch Hamin
und Sulfit.

Oxidans Aktivator Ethylen aus KMB
[0,5 mMm] [50 um] [nmol/30 min]
ClO~ = 0

ClO; = 0

TCDO — 0

= Hémin 0

= HSO3 0

(&lom Héamin 0

ClOi HSO; 0,12

Cl05 Himin 3,13

ClO; HSO; 6,84

TCDO Héamin 4,27

TCDO HSO; 8,12

Reaktionszeit: 30 min (vgl. Tab. II).

Tab. II. Effekt von Sulfit und Himin auf die ACC- und KMB-Oxidation

durch TCDO.
Indikator
System [HSO5] ACC KMB
nmol/Ansatz nmol/Ansatz
ne—a n—1
n==6 n==6
TCDO = 0,03 0,04
Héimin - 0 0,01
TCDO + Hémin = 15,25 %201 437 £ 0,62
HSO3 500 0 0,12
50 0 0,02
TCDO + HSOj; 500 0,35 = 0,08 62,70 = 10,04
50 0,25 = 0,03 7,03 £ 0,43
Hémin + HSO3 500 0 2,02+ 0.05
50 0 0,16 = 0,08
TCDO + Héamin + SO; 500 16,00 £ 1,73 129,24 + 17,6
50 9,36 = 1,34 23,594 = 3.25
Ansatz: Phosphatpuffer, pH 7,8 100 mm
TCDO 0,5 mm
Hémin 50 um
HSO;3; 500/50 um

KMB/ACC 2,5mm
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im KMB-System. Durch Hamin kann sowohl TCDO
als auch Chlorit aktiviert werden, wahrend Hypo-
chlorit unreaktiv bleibt. Mit Sulfit als Aktivator a3t
sich eine dhnliche Beobachtung machen: Wihrend
Hypochlorit kaum Reaktivitdt zeigt, wird in Anwe-
senheit von Chlorit oder TCDO Ethylen in derselben
GroBenordnung freigesetzt.

Es wurden weiterhin Untersuchungen angestellt,
ob dieses Verfahren dazu geeignet ist, TCDO und
Chlorit biochemisch voneinander zu unterscheiden.
Dieser Unterschied ist, wie Abb. 5 anhand der
Hémin-Bleichung ,,geeichter” dquimolarer Losungen
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Abb. 5. Vergleich der Geschwindigkeiten des Haminab-
baus durch ClO; oder TCDO. Testsysteme: vgl. Material
und Methoden, b). O——0O: TCDO-Himinabbau;
@—@: ClO;-Hiaminabbau. Standardabweichung: Die
Unterschiede der Oxidationsraten zwischen 1 min und
7 min sind hochsignifikant (n = 6).

zeigt, quantifizierbar: Chlorit reagiert schneller als
TCDO.

Wie oben gezeigt wurde, kann TCDO auch in An-
wesenheit von Aktivatoren kein Ethylen aus Methio-
nin freisetzen. Wie an anderer Stelle jedoch ausge-
fihrt wurde [1, 10], 1aBt sich durch starke Oxidantien
wie OH-Radikale oder Singulett-Sauerstoff sehr
wohl Ethylen aus Methionin freisetzen. Aus diesem
Befund kann man schlieen, daB der ,iiberzahlige*
Sauerstoff im TCDO keinen Singulett-Charakter be-
sitzt und nicht als Oxidans aktiv wird. Die unter-
schiedliche Oxidationskraft von TCDO und Chlorit
ist aus diesem Grunde sicherlich kinetisch und nicht
thermodynamisch begriindet (vgl. Abb. 5). Aus
Tab. 3 146t sich dartiber hinaus entnehmen, daf3 das
oxidative Potential von TCDO nicht identisch ist mit
Hypochlorit. Mit Hilfe der Indikatoren KMB, ACC
und Methionin laft sich eine weitere Aussage liber
TCDO als Oxidans machen: Wenn man Kinetiken
der Ethylenfreisetzung aus diesen drei Indikatormo-
lekiilen miteinander vergleicht, so stellt man fest,
dal Wasserstoffperoxid allein, und Fe** und Ascor-
bat allein nur wenig Ethylen aus KMB, Methionin
oder ACC freisetzt. Gibt man jedoch einen Kom-
plexbildner zu diesem System (EDTA), so schnellt
die Ethylenfreisetzung aus KMB gewaltig hoch
(Tab. IV). Dieser Wert bleibt bei ACC vernachlis-
sigbar, und ist im Methionin-System aber mefbar
erhoht. Gibt man zu diesem System noch Wasser-
stoffperoxid hinzu, so wird die Ethylenfreisetzung
aus KMB weiter stimuliert, die aus ACC ist weiter-
hin vernachlissigbar, wihrend sich jedoch die Ethy-
lenfreisetzung aus Methionin versechsfacht hat. Hier
erweist sich KMB als empfindlichster Indikator, Me-
thionin ist deutlich reaktiv, jedoch unempfindlich

Tab. IV. Vergleich der Ethylenfreisetzung aus Methionin (Met), KMB und
ACC mit ,,Fenton*“-Oxidantien (nach Schiitz und Elstner 1988 [17]).

nmol Ethylen freigesetzt in 30 min aus:

Zusitze zum Puffer-Indikator KMB ACC Met
H,0, 0,01 < 0,01 0,01
Fe’* + Ascorbat 0.3 < 0,01 0,01
Fe’* + Ascorbat + EDTA 10,6 < 0,01 0,1
Fe’* + Ascorbat + EDTA + H,0, 47,3 < 0,01 0,6
Ansatz in 2 ml: Phosphatpuffer, pH 7,9 100 mm
Indikatoren: KMB, ACC, Met 2.5mmMm
Zusitze: H,0, 0,5 mm

Fe* 50 um

Ascorbat 50 um

EDTA 50 um
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Abb. 6. Effekt von TCDO auf die KMB-Oxidation durch
Fe’*-EDTA. Reaktionssysteme: 1 = 1,25 mm KMB; 2 =
1+ 125umFe®*;3=2+250umMmEDTA;4=1+ 0,4mm
TCDO; 5 =2 + 0,4 mMm TCDO; 6 = 3 + 0,4 mm TCDO.
30-min-Reaktion im Dunkel.

und ACC setzt mit diesen ,,Fentonoxidantien* kein
Ethylen frei. Um die Aktivitit von TCDO auf diese
Testsysteme ndher zu untersuchen, wurde das KMB-
System verwendet. Wie aus Abb. 6 hervorgeht, hat
TCDO keinen Effekt auf die Ethylenfreisetzung aus
KMB in Anwesenheit von Fe?* oder Eisen-EDTA.
Aus diesem Ergebnis 148t sich schlieBen, da TCDO
an der Bildung von starken Oxidantien wie dem OH-
Radikal oder dem Perferryl-Ion nicht beteiligt ist.

3. Die Sauerstoff-Freisetzung aus TCDO

Wie bereits frither berichtet [12, 13] wird im Zuge
der Hémoxidation durch TCDO aus dem TCDO
Sauerstoff freigesetzt. In Tab. 5 wird die Abnahme
der Soret-Bande bestimmter Himverbindungen mit
der Menge des freigesetzten Sauerstoffs verglichen.
Man sieht, da3 die Himoxidation nicht mit der Sau-
erstoff-Freisetzung korreliert. Hervorstechend ist
auch, dafl zum Beispiel Myoglobin sehr schnell oxi-
diert wird, wahrend nur wenig Sauerstoff freigesetzt
wird im Vergleich zum Hamoglobin, das langsamer
oxidiert wird, aber mehr Sauerstoff freisetzt. Am
starksten ist dieser Unterschied zu beobachten beim
Cytochrom c. Dieser Befund ist vielleicht damit er-
klarbar, daB bei der Sauerstoff-Freisetzung aus
TCDO das Verhéltnis aus Ham-Aktivator und

TCDO sehr kritisch ist. Wie in Abb. 7 dargestellt,
scheint es ein optimales Mischungsverhiltnis zwi-
schen Hiam-Aktivator und TCDO beziiglich der
Sauerstoff-Freisetzung zu geben. Es deutet sich ein
optimales Mischungsverhéltnis von 50 um Hémo-

Tab. V. Vergleich zwischen Haminabbau und Sauerstoff-
Freisetzung in verschiedenen Aktivator/TCDO-Systemen.

Aktivator a) % Abnahme der b)umol O,/ml
Soret-Bande freigesetzt
in 5 min in 5 min

Héamoglobin 38 71

Methamoglobin = 60

Peroxidase 33 25

Myoglobin 53 25

Hémin > 16

Cytochrom ¢ 51 10

a) Aktivatoren wurden in Konzentrationen eingesetzt, die
eine Extinktion in der Soret-Region von ca. 1 ergaben;
85 um TCDO.

b) 10 um Hamaktivator und 10 mm TCDO wurden verwen-

det (aus Hollfelder 1987; Schiitz und Elstner 1988).

nmol O, /pmol TCDO
freigesetzt

200
e——e TCDO / Hb
A--4 TCDO / Met-Hb
\
150 < [« JXXLE o TCDO

(Kontrolle)

100

50

pmol TCDO

Abb. 7. Der Einflu des TCDO/Hamoprotein-Mischungs-
verhiltnisses auf die Sauerstoffentwicklung aus TCDO.
Reaktionssystem: wie in Abb. 1, 50 um Hb oder Met Hb
(nach Hollfelder 1987, zit. [13]).
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globin oder Methdmoglobin und 5x 10~* M TCDO
an. Unter diesen Bedingungen werden ungefahr
200 nmol Sauerstoff aus einem pmol TCDO freige-
setzt, was ca. 20% des Sauerstoffanteils im TCDO
Molekiil entspricht.

4. Die Oxidation anderer Biomolekiile

Uber die Reaktionsmechanismen der Oxidation
von KMB und ACC wissen wir, da3 die Oxidation
von KMB unter Ethylenfreisetzung am Schwefel-
atom ansetzt und die Oxidation von ACC unter
Ethylenfreisetzung an der Aminogruppe des Dreier-
rings erfolgt. Aus diesem Grund haben wir eine Rei-
he von Biomolekiilen ausgewihlt, die Aminogrup-
pen enthalten und ihre oxidative Verdanderung durch
TCDO in Anwesenheit von Hadmin untersucht.

a) Effekte auf die Desoxyribonukleinsdure

Wie von Hollfelder 1987 [13] dargestellt ist, veran-
dert sich das gelelektrophoretische Muster von DNA
nach Inkubation mit TCDO oder TCDO in Anwe-
senheit von Hamin nicht. Dies mag ein Hinweis dar-
auf sein, daf3 weder Verdnderungen an Basen noch
Strangbriiche an der DNS durch TCDO Hémin her-
vorgerufen werden.

b) Die Oxidation von Aminogruppen im Casein
(aus [13])

Wie aus Tab. V hervorgeht, verdndern sich die
freien Aminogruppen im Protein Casein nach Tryp-
sinabbau dergestalt, daB3 70% der im Casein enthal-
tenen Aminogruppen ,freigesetzt“ werden. Inkuba-
tion mit TCDO oder Hamin allein verdndert diese
Menge wenig. Die Inkubation mit TCDO in Anwe-
senheit von Hidmin jedoch bewirkt eine deutliche
Abnahme der freien Aminogruppen. Dieses steht im
Einklang mit dem Befund der ACC-Oxidation [10].

Tab. VI. Verinderung des Gehalts freier Aminogrup-
pen® in Kasein nach TCDO-Behandlung oder Trypsin-
Abbau.

Behandlung Abweichung im Gehalt der freien
Aminogruppen (%) in Casein

= 0

Trypsin +71

Hémin (10 pm) 225

TCDO (6 mm) 5553

TCDO + Héamin —14.4

* Nach zit. [13].

¢) Die Oxidation von Serotonin

Wie in Abb. 9 dargestellt, wird Serotonin in An-
wesenheit von TCDO und Hamin nach einer kurzen
lag-Phase von ca. 3 min abgebaut. In Abwesenheit
von entweder Hamin oder TCDO ist keine spektral-
photometrische Anderung einer Serotoninlésung
von 50 um erkennbar. Diese Befunde deuten darauf
hin, daB der TCDO-Héamin-Komplex bestimmte
Verbindungen mit freien Aminogruppen oxidiert.
Diese Effekte mogen direkte Beziehungen zur Bak-
terizidie von TCDO-Héamin haben. Wie an dieser
Stelle nicht ndher ausgefithrt werden soll, aber an
anderer Stelle bereits berichtet wurde [13], kann
TCDO nicht nur durch Sulfit oder Himin, sondern
auch durch UV-Licht (A = 366 nm) aktiviert werden.
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Abb. 8. Die Oxidation von Serotonin durch TCDO-Ha-
min. Testsystem: vgl. Material und Methoden, c).

Ahnlich wie Himin, so haben UV und TCDO einen
iberadditiven Stimulierungseffekt auf die bakterizi-
den Eigenschaften von TCDO. Obgleich TCDO und
Sulfit schnelle Oxidationen von KMB bewirken, so
zeigt dieses Gemisch jedoch keine bakteriziden
Eigenschaften (Hollfelder 1986, unveroffentlichte
Ergebnisse, TU Miinchen). Diesen Befund konnte
man so deuten, da Oxidantien, welche Aminogrup-
pen angreifen, bakterizid sind, jedoch Oxidantien,
welche KMB spalten, also an der Schwefelgruppe
angreifen, nicht unbedingt bakterizide Eigenschaften
aufweisen miissen.
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Diskussion

Der Wirkstoff ,, Tetrachlordecaoxid (TCDO)“ rea-
giert mit bestimmten biologisch wichtigen Molekiilen
nur sehr langsam. Nach Aktivierung durch Hamver-
bindungen oder durch Bisulfit lassen sich die Reak-
tionen sehr stark stimulieren. Dabei werden Indika-
tormolekiile wie die S-Methyl-a-Keto-y-thio-butter-
saure (KMB) oder Aminocyclopropan-1-carbon-
sdure (ACC) unterschiedlich schnell fragmentiert,
wobei Ethylen nachgewiesen werden kann. Es konn-
te gezeigt werden (Abb. 3 und 4), daB die Hamver-
bindungen, welche TCDO aktivieren kénnen, unter-
schiedlich schnell oxidiert werden, wobei aus dem
TCDO-Molekiil Sauerstoff freigesetzt wird. In
diesen Oxidationseigenschaften unterscheidet sich
TCDO qualitativ von Hypochlorit, Chlorat und Was-
serstoffperoxid und quantitativ von Chlorit. Wéh-
rend also Hypochlorit, Chlorat und Wasserstoffper-
oxid entweder gar nicht oder unter anderen Bedin-
gungen aktivierbar sind, unterscheiden sich TCDO
und Chlorit in den untersuchten biochemischen Mo-
dellreaktionen in der Reaktionskinetik. Dies ist ver-
standlich, wenn man davon ausgeht, da3 die Chlorit-
matrix im TCDO durch den iiberzdhligen Sauerstoff
»gebunden® wird, was logischerweise kinetische Un-
terschiede in der Reaktivitdt zur Folge hat.

Thermodynamische Unterschiede sind nicht ange-
zeigt, da der Sauerstoff im TCDO-Molekiil keinen
Singulett-Charakter aufweist, wie an der mangeln-
den Oxidation von Methionin zu Ethylen gezeigt
werden konnte [10]. Die unterschiedliche Reaktivi-
tit von Methionin, KMB und ACC mit bestimmten
Oxidantien kann auch zur Differenzierung verschie-
dener Aktivierungsreaktionen herangezogen wer-
den. Wihrend Methionin gewisse Reaktivitdt mit
Oxidantien des Fentontyps aufweist, reagiert ACC
mit diesen Oxidantien iiberhaupt nicht. Im Gegen-

satz dazu scheint ACC jedoch ein sehr sensitiver In-
dikator fiir Oxidantien vom Typ ,,Compound I*, also
aktivierter Him-Verbindungen zu sein.

Aus diesen Untersuchungen geht ebenfalls hervor,
daf TCDO im Blut oder mit intakten Erythrozyten
keine Hamoglobinoxidation, das heit auch keine
Methamoglobinbildung bewirken kann (vgl. Abb. 4
und zit. [11]). Die hamkatalysierte Sauerstoff-Frei-
setzung aus TCDO und die Oxidation von Serotonin
konnten gemeinsam fiir einen bedeutenden physiolo-
gischen Befund verantwortlich sein, namlich die Er-
hohung des Sauerstoffpartialdrucks im hypoxischen
Wundbereich. Wie von Hinz [8] berichtet, 148t sich
in hypoxischen Wundbereichen durch Oxoferinbe-
handlung eine Erhohung des Sauerstoffpartialdrucks
bewirken. Dieser Sauerstoffpartialdruck ist sicher
nicht allein auf die Sauerstoff-Freisetzung aus TCDO
zuriickzufithren. Aus der Oxidation von Cytochrom ¢
nahmen wir frither an, daB ein ,Sauerstoffeinspar-
effekt“ der mitochondrialen Respiration vorliegen
konnte [14]. Diese Hypothese konnte bis jetzt je-
doch nicht eindeutig bewiesen werden. Ein weiterer
Ansatzpunkt wire die Beeinflussung der Serotonin-
konzentration im Wundbereich. Es ist bekannt [15],
daBl Serotonin von Thrombozyten abgegeben wird
und einen gefiBverengenden Effekt in bestimmten
Geweben bewirkt. Wenn nun das freigesetzte Sero-
tonin durch TCDO in Anwesenheit von Himoglobin
oxidiert wird, so wirde diesem gefdBBverengenden
Effekt des Serotonins entgegengearbeitet werden.
Erste experimentelle Hinweise auf einen solchen Ef-
fekt bestehen (Wolin er al. 1987, unverdffentlichte
Ergebnisse). Somit scheint das aktivierte TCDO
neben seinem direkten bakteriziden Effekt und der
eindeutig erwiesenen Makrophagenaktivierung [16]
auch tber die Oxidation bestimmter Aminoverbin-
dungen im Wundgewebe einen positiven Einfluf} auf
die Wundheilung zu besitzen.
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