Arh. hig. rada, 9 (1958)

O LUMINESCENCIJI LUMINOLA X

INHIBICIJA KEMILUMINESCENCIJE LUMINOLA
UTJECAJEM PARATIONA I PARAOKSONA

M. Mrazovié 1 K. WEBER

Institut za medicinska istrafivanja Jugoslavenske akademije znanosti @ umjelnosli,

Zagreb
(Primljeno 3. XII. 1958.)

Utvrdeno je, da organofosforni spojevi ne djeluju samo kao promotori
(pozitivni katalizatori) na kemiluminescenciju luminola, nego imaju jo§
i sposobnost da inhibiraju luminolsku reakciju, koja je katalizirana doda-
vanjem drugih tvari (kompleksnih spojeva Zeljeza i sl.). Ta sposobnost
inhibiranja, koja se vidljivo manifestira u ga$enju luminescencije lumi-
nola, pripada vetem broju organofosfornih spojeva, To ‘je lako razum-
ljivo, uzme li se u obzir, da su organofosforni spojevi inafe poznati
kao inhibitori enzimatskih reakcija.

U ovoj radnji ispitivano je kvantitativnim fotoelektri¢nim mjerenjima
djelovanje parationa i paraoksona na luminolsku reakciju, koja je bila
pozitivno katalizirana dodavanjem otopine krvi. U upotrebljenim je
krvnim otopinama hemoglobin pretveren prethodno kemijski u hemiglo-
bin (met-hemoglobin). Najprije je odredena Michaelisova konstanta za
kemiluminescenciju luminola, katalizirana hemiglobinom (Ks = 7,4.10—5),
a zatim su izvr¥ena kvantitativna mjerenja inhibitorskih utjecaja. Polo-
viéna koncentracija inhibitorskog djelovanja parationa ima za luminol-
sku koncentraciju od 4.10—* M vrijednost od 5,0.10—+ M, a smanjuje
se porastom koncentracije luminola. Paraokson znatno slabije inhibira
luminolsku reakciju, pa poloviénoj koncentraciji inhibicije pripada u
ovom slufaju pod jednakim eksperimentalnim uvjetima vrijednost iznad
1.10—3 M.

Ratunskom obradbom dobivenih rezultata utvrdeno je, da efekte dje-
lovanja parationa i paraoksona na luminolsku reakciju treba tumaciti
kao akompetitivne inhibicije. Buduéi da je takva inhibicija veoma ri-
jetka, mo%e se smatrati, da je realizirana u konkretnom slufaju zbog
toga, §to luminolskoj reakciji pripada veoma zamr$eni reakcijski meha-
nizam, Postoji moguénost, da se opisani inhibitorski efekt iskoristi za
dokazivanje tih organofosfornih spojeva.

U okviru prija$nje radnje (1) o djelovanju izopestoksa na kemilumi-
nescenciju luminola ispitan je kvalitativno utjecaj niza organofosfornih
spojeva, vetinom dobrih insekticida, na luminolsku reakciju. Ma da je
poznato, da organofosforni nervni otrovi izazivaju intenzivnu lumi-
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nescenciju luminola u luZnatim otopinama u prisutnosti natrijeva per-
borata (2), odnosno vodikova peroksida, ipak se moglo utvrditi, da po-
stoji vedi broj insekticida, estera fosforne i tiofosforne kiseline, koji ne
djeluju pozitivno efektorski na luminolsku reakciju. To narotito vrijedi
za paration (»E605«, 0,0-dietil-O-p-nitrofeniltiofosfat) i paraokson
(»E600«, 0,0-dietil-0-p-nitrofenilfosfat). S druge strane opéenito je po-
znato, da se esteri fosforne kiseline u luZnatim otopinama lako hidroli-
ziraju (3), a dodatak vodikova peroksida ovim otopinama pospjeluje
hidrolizu paraoksona (4). Zbog toga se moglo smatrati, da mo#da postoji
veza izmedu djelovanja organofosfornih spojeva na luminolsku reakciju
1 njihove hidrolize. Hidrolizom parationa, odnosno paraoksona stvara
se naime p-nitrofenol prema jednadzbi:
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a fenoli, kao i nitrofenoli su poznati inhibitori luminolske reakcije (5),
pa se i moglo olekivati, da ¢e moZda i paration, odnosno paraokson,
inhibirati (gasiti) kemiluminescenciju luminola, koja je izazvana dru-
gim katalitickim utjecajima. Pokusi, koji su izvedeni u tom sm jeru, po-
tvrdili su tu pretpostavku u tom smislu, $to je utvrdeno da paration,
odnosno paraokson, zaista inhibiraju luminolsku reakciju, koja je kata-
lizirana hemiglobinom, otopinom oksidirane krvi. Taj efekt inhibicije
ispitan je pobliZe u ovoj radnji.

METODIKA RADA

Izvr$ena su tri niza pokusa. Prvim nizom odredena je Michaelisova
konstanta za luminolsku reakciju, koja je bila katalizirana dodavanjem
otopine oksidirane krvi. Ta otopina sadr¥ava krvnu boju u obliku hemi-
globina (met-hemoglobina) pa izaziva vrlo intenzivnu kemiluminescen-
ciju luminola u luZnatoj otopini i u prisutnosti vodikova peroksida. Oksi-
dacija hemoglobina u hemiglobin provedena je dodavanjem malene,
upravo potrebne koli¢ine otopine kalijeva fericijanida otopini krvi, raz-
rijedenoj u omjeru 1 :100 s vodom. Koncentracija hemoglobina u krv-
nim otopinama odredivana je poznatom Heilmeyerovom metodom (6)
fotometrijski uz primjenu Pulfrichova aparata. Upotrebljene su dvije
koncentracije hemiglobina, i to 4,82.10—* g% 19,64.10—* g% u gotovim
reakcijskim smjesama. Koncentracija luminola mijenjana je u grani-

cama od 0,08.10~* M do 8.10~* M. Reakcijske smjese sadrzavale su
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uvijek natrijevu lufinu 1.10—2> M i vodikov peroksid 3,52.102 M, a osim
toga jos i 10 vol. %o izopropanola. Izopropanol dodan je reakeijskim

smjcsama zato, $to se paration i paraokson slabo otapaju u vodi, pa je
trebalo raditi s njihovim otopinama u izopropilnom alkoholu. Konaéni
volumen reakcijskih smjesa bio je uvijek 50 ml.

Drugi niz pokusa sluZio je za odredivanje inhibitorskog efekta, iza-
zvanog dodavanjem parationa, odnosno paraoksona, reakcijskim smje-
sama. Pri tim pokusima upotrebljene su luminolske koncentracije od
410~ M i 8.10~* M. Koncentracija hemiglobina bila je uvijek
9,64.10—* g%, a koncentracije luZine i vodikova peroksida bile su iste,
koje su navedne naprijed. Koncentracija parationa mijenjana je u gra-
nicama od 1,23.10—* M do 6,14.10—* M, a koncentracija paracksona u
granicama od 2,23.10~* M do 14,1516 M.

Tre¢im nizom pokusa ispitivano je djelovanje p-nitrofenola na lumi-
nolsku reakciju. Pokusi ovog niza izvedeni su potpuno pod istim uvje-
tima kao i pokusi s parationom, odnosno paraoksonom.

Relativna jakost kemiluminescencije luminola mjerena je fotoelek-
tri¢nom aparaturom (7), koja je sastavljena od selenova fotoelementa
i osjetljivog zrcalnog galvanometra s objektivnim olitavanjem (galva-
nometar tipa »Radiometer« GVM13c, osjetljivost oko 1.10—° amp. po
crtici skale). Reakcijska smjesa nalazila se u ¢asi od 100 ml, mijefana je
jednakom brzinom elektritke mjesalice za vrijeme trajanja reakcije, a
olitavanja na galvanometru vriena su u svakoj petoj sekundi. Otopine
hemiglobina i inhibitora dodavane su reakcijskim smjesama u isto vri-
jeme, a nakon pet sekunda vrsilo se prvo otitavanje. Reakcija je obi¢no
dostigla maksimalnu brzinu (maksimum intenziteta luminescencije) za
nekih 15 sekunda, a nakon toga se brzina polagano umanjivala. Otitani
otklon galvanometra G slui kao relativna mjera za intenzitet kemilumi-
nescencije, a maksimalni otklon galvanometra u toku jedne reakcije,
koji predstavlja relativnu mjeru za maksimalnu brzinu te reakcije,
oznalen je s Gm.

Buduéi da su paration i paraokson dosta jaki otrovi, njihove otopine
su pipetirane specijalnim pipetama s klipom. U pomanjkanju takvih
pipeta moZe se improvizirati sli¢an uredaj povezivanjem injekcijske
Strcaljke odgovarajuée veliline s obitnom pipetom.

REZULTATI RADA

Za odredivanje Michaelisove konstante izmjeren je tok luminolske
reakcije u prisutnosti konstantne koncentracije hemiglobina, a uz mije-
njanja koncentracija luminola. Slika 1. prikazuje tako dobiveni niz kri-
vulja, koje prikazuju zavisnost intenziteta luminescencije o reakcijskom
vremenu, a za razli¢ite koncentracije supstrata (luminola). Vidi se, da
povelavanjem koncentracije luminola raste maksimalna jakost lumine-
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SL 1. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti 4,82.10— g 9/, hemiglobina.
Kriv, 1. 8.10—6 M, Kriv, 2. 1,6.10—-5 M, Kriv. 3. 8,2.10—5 M, Kriv, 4. 48.10—5 M

Kriy. 8. 6,4.10=5 M, Kriv, 6. 1610~ M, Kriv. 7. 2.4.10— M 1 Kriv, 8. 4.10—4 M
luminola. G relativna jakost luminescencije, ¢ vrijeme reakcije u sekundama.
Abb. 1. Intensitit der Chemiluminescenz als Funktion der Reaktionszeit bei ver-
schiedener Luminolkonzentration. Konzentration des Himiglobins 4,82.10—+ g%o.

G relative Lumines‘cenzintensitéit, t Reaktionszeit in Sekunden.
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scencije (maksimalna brzina reakcije) kao i zbroj svijetla (integral kri-
vulje luminescencije), t. j. ukupna koli¢ina emitiranog svijetla. Slike 2.
i 3. prikazuju zavisnost maksimalne jakosti luminescencije o luminol-
skoj koncentraciji za dvije razlidite koncentracije katalizatora (hemiglo-
bina). Vidi se, da porastom koncentracije luminola brzina reakcije po-
stizava grani¢nu maksimalnu vrijednost, kako to odgovara Michaelis-
Mentenovoj teoriji (7) o brzini enzimatskih reakcija.

] 1 !
1 2 3 - 5—C 6 7 807*M

SI. 2. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm) o koncentraciji luminola (c).
Koncentracija hemiglobina 4,82.10—* g%o.

Abb. 2. Abhingigkeit der maximalen Luminescenzintensitit (Gm) von der Luminol-
konzentration (c¢). Konzentration des Hémiglobins 4,82.10—* g%s.

Iz dobivenih eksperimentalnih rezultata odredena je Michaelisova
konstanta (Ks) grafitkim putem (8). Michaelis-Mentenova jednadZzba:
Vm - [S]

Ks+ (5]’ i

u kojoj Um oznaluje maksimalnu brzinu reakcije (u ovom slu¢aju mak-
simalnu vrijednost za Gm prema krivuljama na slikama 2. i 3.), [S]

=
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koncentraciju luminola i Ks Michaelisovu konstantu, moZe se naime
pisati 1 u obliku
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koji daje linearnu zavisnost v do 8]
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Sl 3. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm) o koncentraciji luminola (¢).
Koncentracija hemiglobina 9,64.10—+ g%s.
Abb. 3. Abhédngigkeit der maximalen Luminescenzintensitit (Gm) von der Luminol-
konzentration (c). Konzentration des Hamiglobins 9,64.10—+ gV,

1
V
odrediti vrijednost apscise, koja odgovara recipro¢noj vrijednosti Mi-
chaclisove konstante. Prema slikama 4. i 5. dobivene su za razlitite
koncentracije hemiglobina iste vrijednosti:

e BB 78 36
Ks :

Na odgovarajuéim grafi¢kim prikazima slike 4. i 5. mo¥e se za
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S1. 4. Grafitko odredivanje Michaelisove konstante. Koncentracija hemiglobina
4,82.10—* g%.
Abb. 4. Graphische Bestimmung der Michaeliskonstante. Konzentration
des Hamiglobins 4,82.10—* g%.
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€1 5. Grafitko odredivanje Michaelisove konstante. Koncentracija hemiglobina
9,64.10— g%.
Abb. 5. Graphische Bestimmung der Michaeliskonstante, Konzentration
des Himiglobins 9,64.10—4 g%o.
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SL 6. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti razli&itih koncentracija para-

tiona. Kriv. 1. bez parationa, Kriv. 2. 1,28.10—4 M, Kriv. 8. 2,46.10—4 M, Kriv, 4.

3,69.10—* M i Kriv. 5. 4,92.10—+ M parationa, Koncentracija luminola 8.10—4 M i

hemiglobina 9,64.10—+ g%. G relativna jakost luminescencije, ¢ vrijeme reakcije
u sekundama.

Abb. 6. Intensitit-Zeit-Kurven der Chemiluminescenz des Luminols bei Anwesenheit
von Parathion in verschiedener Konzentration. Luminolkonzentration 8.10—4 M,
Himiglobinkonzentration 9,64.10—# g%. G relative Intensitit der Luminescenz,

t Reaktionszeit in Sekunden.
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Vidi se, da se teorija o brzini enzimatskih reakcija moze uspje$no
primijeniti na luminolsku reakciju, koja je katalizirana hemiglobinom.
Inhibitorski efekt, koji se pojavi pri dodavanju parationa, odnosno
paraoksona reakcijskoj smjesi, ispitan je u svega Cetiri serije pokusa.
Serije su se medu sobom razlikovale u upotrebljenom inhibitoru, odno-
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Sl 7. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm u %) o koncentraciji
parationa (i). Koncentracije hemiglobina 9,64.10— g%. Kriv, 1. 4.10—* M luminola,
Kriv. 2. 8.10— M luminola.

Abb. 7. Abhingigkeit der maximalen Luminescenzintensitit (Gm in /o) von der Kon-
zentration des Parathions (i). Himiglobinkonzentration 9,64.10— g0, Luminolkon-
zentration: Kurve 1. 4.10— M; Kurve 2. 8.1~ M.

sno u koncentraciji luminola. Slika 6. prikazuje dobivene krivulje kemi-
luminescencije u prisutnosti parationa, a slika 8. u prisutnosti paraok-
sona u razliditim koncentracijama. Vidi se, da inhibitori znatno sma-
njuju i maksimalnu jakost 1 zbroj svijetla luminescencije. Slika 7.
i 9. prikazuju zavisnost maksimalne jakosti luminescenci je o koncentra-
ciji doti¢nog inhibitora (i) za dvije razlitite koncentracije luminola (sup-
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Sl 8. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti razli¢itih koncentracija
paraoksona. Kriv. 1. bez paraoksona, Kriv. 2. 2,23.10— M, Kriv. 3. 6,69.10— M ;
Kriv. 4. 11,15.10—4 M paraoksona. Koncentracija luminola 4.10—% M ; hemiglobina
9,64.10—* g%. G relativna jakost luminescencije, ¢ vrijeme reakcije u sekundama.

Abb. 8. Intensitit-Zeit-Kurven der Chemiluminescenz des Luminols bei Anwesenheit

von paraoxon in verschiedener Konzentration. Luminolkonzentration 4,10—# M,

Héamiglobinkonzentration 9,64.10—# g%. G relative Luminescenzi‘ntensitit, t Reaktions-
zeit in Sekunden.

strata). Vidi se, da paration znatno efikasnije inhibira luminolsku re-
akciju nego paraokson. Grafitkom intrapolacijom mogu se na krivu-
ljama slike 7. odrediti vrijednosti polovi¢ne koncentracije inhibicije
(i5). To je koncentracija inhibitora, koja smanjuje brzinu reakcije
(maksimalnu jakost luminescencije) na polovinu. Za paration dobivene
su vrijednosti:
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Za luminolsku koncentraciju

Ty
4.1+ M 50.10* M
g§:-10*M 3.5 10— M,

_PoviSenjem koncentracije supstrata smanjuje se dakle poloviéna inhi-
bitorska koncentracija, a to znali, da se inhibitorski efekt poveéava.

! 1

1 S W ” 1
507 = 00 M

{2

S1. 9. Zavisnost maksimalne jakosti luminescencije (Gm u %) o koncentraciji
paraoksona (i). Koncentracija hemiglobina 9,64.10—* g%o. Kriv. 1. 4.10— M luminola,
Kriv. 2. 8.10— M luminola.

Abb. 9. Abhéngigkeit der maximalen Luminescenzintensitit (Gm in %) von der Kon-
zentration des Paraoxons (i), Hamiglobinkonzentration 9,64.10—* g%o Luminolkonzen-
tration: Kurve 1. 4.10— M; Kurve 2. 8.10—* M.

Paraokson djeluje znatno slabije inhibitorski na luminolsku reakciju,
pa mije bilo moguée na krivuljama slike 9. grafickom intrapolacijom
odrediti brojéane vrijednosti polovi¢ne inhibitorske koncentracije. Ta
koncentracija ima svakako vrijednost iznad 1.10—> M, no i u ovom slu-
taju se porastom koncentracije supstrata povetava inhibitorski efekt.
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Ve¢ je bilo spomenuto, da se hidrolizom parationa i paraoksona stvara
p-nitrofenol, pa je bilo od interesa utvrditi, kako djeluje ovaj produkt
hidrolize na luminolsku reakciju. Utvrdeno je, da p-nitrofenol zaista
veoma efikasno inhibira luminolsku reakciju kataliziranu hemiglobi-
nom. Slika 10. prikazuje krivulje kemiluminescencije, koje su dobivene
u prisutnosti razli¢itih koncentracija p-nitrofenola. Vidi se, da taj spoj
veé u vrlo malenim koncentracijama znatno smanjuje i maksimalnu ja-
kost i zbroj svijetla luminescencije. Za poloviénu koncentraciju inhibi-
cije (2y,) dobivene su za p-nitrofenol ove vrijednosti:

Za luminolsku koncentraciju

il/2
410 M 1,5:10—* M
8-10— M 1,0-10—* M.

Ove polovi¢ne koncentracije odnose se prema odgovarajuéim koncen-
tracijama za paration kao 1:3,5, a prema polovi¢nim koncentracijama
za paraokson poprilici kao 1 : 10. Svakako i za djelovanje p-nitrofenola
vrijedi, da se inhibitorski efekt poveéava s porastom koncentracije sup-
strata (luminola).

DISKUSIJA REZULTATA

Poznato je, da za inhibiciju kemijskih kao i biokemijskih reakcija
redovno vrijedi op¢a inhibitorska jednad¥ba:

\Y% .
‘Ti=l+ﬂ.1’ (3)

u kojoj U odnosno Ui oznatuje brzine reakcije bez prisutnosti inhibi-
tora, odnosno pri inhibitorskoj koncentraciji 4, a f# je inhibitorska kon-

v i F o daak oo ' . Al
stanta. Izraz - haziva se stupanj inhibicije. Ta jednadba vrijedi na-

i
Celno za svaki oblik inhibicije, a daje linearni odnos izmedu stupnja
inhibicije i inhibitorske koncentracije i. Po teoriji o inhibiciji enzimat-
skih reakei ja inhibitorska konstanta f se interpretira razliito, veé prema
mehanizmu inhibicije. Za kompetitivnu inhibiciju, koja je karakterizi-
rana time, da inhibitor s enzimom stvara s obzirom na kemijsku pre-
tvorbu neaktivan adicijski kompleks, inhibitorska konstanta je defini-
rana jednadzbom:

Ks
dad ;e )

u kojoj je Ks Michaelisova konstanta, Ki konstanta disocijacije napri-
jed spomenutog kompleksa izmedu enzima i inhibitora, a s je koncen-
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SI. 10. Krivulje kemiluminescencije luminola u prisutnosti razliditih koncentracija

p-nitrofenola. Kriv. 1. bez p-nitrofenola, Kriv. 2. 4,46.10—5 M, Kriv. 8. 2,23.10—4 M,

Kriv. 4. 4,46.10— M i Kriv, 5. 1,12.103 M p-nitrofenola. Koncentracija luminola

4.10—4 M i hemiglobina 5,46.10—% g%. G relativna jakost luminescencije, ¢ vrijeme
reakcije.

Abb. 10. Intensitdt-Zeit-Kurven der Chemiluminescenz des Luminols bei Anwesenheit
von p-Nitrophenol in verschiedener Konzentration. Luminolkonzentration 4.10— M.,
Hamiglobinkonzentration 5,46.10—* g%. G relative Luminescenzintensitit,

t Reaktionszeit.
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tracija supstrata. Vidi se, da se po ovom mehanizmu inhibicije, koji je
eksperimentalno potvrden za veliki broj sluajeva inhibicije enzimat-
skih reakcija, konstanta 8 smanjuje porastom koncentracije supstrata.
To znadi, da je kompetitivna inhibicija to efikasnija, §to je manja kon-
centracija supstrata.

' ) [
98- 107 Sl 107 -5.107* [7] 540" 0.107¢

5B 8= 6941072 ==

Sl. 11. Zavisnost stupnja inhibicije Vo/V o koncentraciji paraoksona (7). Kriv. 1.
4.10—* M luminola. Kriv. 2. 8.10—* M luminola.
Abb, 11. Abhingigkeit des Inhibitionsgrades Vo/V von der Konzentration
des Paraoxons (z). Kurve 1. 4.10—+ M Luminol und Kurve 2. 8.10—* M Luminol.

Buduéi da je naprijed utvrdeno za inhibiciju luminolske reakcije pa-
rationom, paraoksonom i p-nitrofenolom, da se inhibitorski efekti iza-
zvani tim tvarima poveéavaju povetavanjem luminolske (supstratne)
koncentracije, olito je, da se ne radi o kompetitivnim inhibicijama. Ta
¢injenica jasno se olituje pri promatranju grafitkog prikaza ma slici
11., koji za inhibiciju luminolske reakcije paraoksonom daje funkci-
onalni odnos stupnja inhibicije prema inhibitorskoj koncentraciji ¢ pre-
ma jednadzbi (3), a za dvije razlilite koncentracije supstrata.

Mehanizam inhibicije moZe biti i takav, da se inhibitor veZe ma ak-
tivni kompleks enzima sa supstratom, stvarajuéi tako neaktivni medu-
produkt. Takva se inhibicija naziva akompetitivna, a njezina inhibitor-
ska konstanta odgovara izrazu:
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Vidi se, da kod akompetitivne inhibicije inhibitorska konstanta raste
s porastom koncentracije supstrata. Takva inhibicija mo%e prema tome
barem kvalitativno odgovarati utjecaju parationa, paraoksona i p-nitro-
fenola na luminolsku reakciju kataliziranu hemiglobinom.

U kvantitativnom pogledu nisu medutim dobiveni sasvim zadovolja-
vajuéi rezultati za akompetitivnu inhibiciju. Primjenom eksperimentaino
dobivenih vrijednosti za inhibitorsku konstantu izratunane su za razli-
tite koncentracije supstrata po jednadibi (5) vrijednosti za konstantu
disocijacije Ki. Tako dobivene vrijednosti nisu medutim konstantne,
nego pokazuju blagi porast sa smanjenom koncentracijom supstrata, i
to u svim ispitivanim slutajevima. Dalja obradba rezultata vriena je
tako, da su uzete srednje vrijednosti tih disocijacijskih konstanta, pa su
izratunane, opet primjenom jednadZbe (5), vrijednosti inhibitorske kon-
stante f. Te ratunski dobivene vrijednosti isporedene su s eksperimen-
talno utvrdenim vrijednostima, pa su opet dobivene neke razlike u svim
sluajevima u tom smislu, $to su eskperimentalno dobivene vrijednosti
za f uvijek nelto vie od racunskih pri veéoj koncentraciji supstrata, a
nesto su niZe pri manjoj supstratnoj koncentraciji. Tablica 1. daje pre-
gled racunskih i eksperimentalnih rezultata za inhibitorsku konstantu
i konstantu disocijacije kompleksa supstrata s enzimom i inhibitorom.

Tablica 1.
Obradba rezultata po formuli za akompetitivnu inhibiciju
| <
! ‘ s=410—4 M s=8.10— M
| | Ki 8 8 | x g | B |
" ratun, racun, eksp. ’ racun. racun. | eksp.
s o = ‘ 1 |
| Paraokson ;1.63.10—3 5,70.10—2 | 5,18.10—2 | 1,83.10—3 |6,19.10—2 | 6,94.10—2
‘ 1
!Paration ;0.42.10—3 22,2.10—220,0.10—2 | 0,34.10—3 | 24,0.10—2 | 28,6.10—2
‘ p-nitro-fenol 10,18.10—3 | 77,4.10—2 f66,7.10—2 ‘0,09.10—3 84,0.10—2 } 100.10—2
| |

Promatrajuéi ove rezultate moZe se zakljuliti, da se pri djelovanju
parationa, paraoksona i p-nitrofenola otito ne radi o &istoj akompeti-
tivnoj inhibiciji, jer jednadzba (5) vrijedi samo priblizno. Medutim se
rezultati izvr$enih pokusa mogu ipak najbolje interpretirati pretpostav-
kom, da je glavna komponenta inhibicije akompetitivna. Taj zakljutak
¢e biti to sigurniji, $to treéi inade poznati oblik inhibicije, naime nekom-
petitivna inhibicija, uopée ne dolazi u konkretnom slu¢aju u obzir, bu-
duéi da je takva inhibicija karakterizirana time, to je inhibitorska kon-
stanta nezavisna o koncentraciji suptsrata (9).
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Zusammenfassung

UBER DIE LUMINESCENZ DES LUMINOLS X
DIE INHIBITION DER CHEMILUMINESCENZ DES
LUMINOLS DURCH PARATHION UND PARAOXON

Es wurde festgestellt, dass Organophosphorverbindungen nicht nur als Promotor
(positiver Katalysator) auf die Chemiluminescenz des Luminols zu wirken vermogen,
sondern es kommt ihnen auch die Fahigkeit zu die Luminolreaktion, die durch andere
Stoffe (komplexe Eisenverbindungen u. 4.) katalysiert ist, zu inhibieren. Diese Fahig.
keit der Inhibitorwirkung, die sich als eine Loschung der Luminescenz des Luminols
manifestiert, kommt einer grosseren Zahl von Organophosphorverbindungen zu, Dies
wird leicht verstindlich, wenn man beachtet, dass die Organophosphorverbindungen
als Inhibitoren bestimmter Enzymreaktionen bekannt sind.

In dieser Arbeit wurde durch quantitative photoelektrische Messungen die Wirkung
des Parathions (E 605) und Paraoxons (E 600) auf die Luminolreaktion die durch Zusatz
einer Blutlésung positiv katalysiert war, untersucht, In der verwendete Blutlosung
wurde vor den Versuchen das Hiamoglobin durch chemische Einwirkung in Hamiglobin
(Methimoglobin) verwandelt. Zuerst wurde die Michaeliskonstante der Luminolreak-
tion bei Anwesenheit von Himiglobin bestimmt (Ks = 7,4.10—5) und nachher wurden
quantitative Messungen der Inhibitorwirkungen durchgefithrt, Die Halbwertskonzen-
tration der Inhibitorwirkung hat fiir Parathion, bei einer Luminolkonzentration von
4.10— M, den Wert 5,0.10—4 M und sie nimmt mit zunchmender Luminolkonzentra-
tion ab. Das Paraoxon inhibiert die Luminolreaktion wesentlich schwacher und ergibt
bei gleichen Versuchsbedingungen Werte fiir die Halbwertskonzentration der Inhi-
bition, die hoher als 1.10—3 M liegen.

Durch rechnerische Bearbeitung der Versuchsergebnisse wurde festgestellt, dass die
beobachteten Effekte als unkompetitive Inhibition zu werten sind. Da bekanntlich
solche Inhibitionen sehr selten vorkommen, ist anzunehmen, dass sie hier deshalb
realisierbar sind, weil der Luminolreaktion ein sehr komplizierter Mechanismus zu-
kommt. Es besteht die Mdglichkeit die beschriebene Inhibitorwirkungen zum Nachweis
und zur Bestimmung der betreffenden Organophosphorverbindung heranzuziehen.

Institut fiir medizinische Forschung Eingengangen am 3. XII. 1958.
Zagreb




