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Es wurde festgestellt, dass Chlorhdmin, sowie auch Methédmo-
globin in kleinen Konzentrationen die Oxydation des Indols durch
Natriumperborat in Losungen wesentlich beschleunigen. Diese
Wirkungen wurden durch photoelektrische Messungen der Fluores-
zenzintensitdt der Reaktionslosungen wihrend des Reaktionsver-
laufes kinetisch untersucht. Die Methoden der Kinetik enzymatisch
katalysierter Reaktionen sind auf diese Modellsysteme gut anwend-
bar. Aceton inhibiert die Indoloxydation bei Anwesenheit der ge-
nannten Aktivatoren (Katalysatoren). Es wurde versucht die fest-
gestellten Erscheinungen reaktionskinetisch zu deuten.

Es ist bekannt, dass Ester der Phosphorsdure und Thiophosphorsdure
(Nervengifte und Insektizide) aktivierend auf die Oxydationsreaktion des Indols
in Anwesenheit eines Sauerstoff-Donators (Wasserstoffperoxyd, Natriumperbo-
rat) wirken!3. Auf Grund dieser Reaktionsbeschleunigung wurden analytische
Methoden zur quantitativen Bestimmung der genannten Organophosphorverbin-
dungen entwickeltt43, die auf photoelektrischen Messungen der Fluoreszenzin-
tensitit der Zwischenprodukte der Oxydation (Indoxyl und Indigweiss) auf-
gebaut sind. Die Aktivierung der Oxydationsreaktion entspricht nach ihrem
Mechanismus offenbar einer Sauerstoffiibertragung, einer Art von Peroxy-
dasewirkung, die formell-kinetisch den bekannten Gesetzméssigkeiten enzy-
matischer Reaktionen folgt?.. Da Himin und Methdmoglobin (H&miglobin)
gleichfals Peroxydasewirkungen auszuiiben vermdgenS, war es von Interesse
festzustellen ob diese Eisen(III)-Komplexe auch die Oxydationsreaktion des
Indols aktivieren kénnen und ob dabei gleichfalls die Gesetze der biochemischen
Kinetik befolgt werden.

Die Versuchsmethode

Die Versuche wurden nach der Methode durchgefiihrt die in einer fritheren
Arbeit beschrieben ist?. Auch die Reaktionsgemische waren im Prinzip gleich zu-
sammengesetzt und die fertigen Reaktionslésungen enthielten bei den Versuchen mit
Himin: 0,1%/¢ Natriumperborat (0,0065 M NaBOs - 4 H20), 0,008% (6,83 - 107> M) Indol,
10°/6 Isopropylalkohol (als Losungsmittel fiir das Indol) und die Aktivatorlosung
(Chlorhdmin in 0,05 M Natriumcarbonatlosung). Bei den Versuchen mit Methdmoglobin
war die Konzentration der Perboratlosung zweimal hoher (0,2%) und als Losungs-
mittel fiir diesen Aktivator diente reines Wasser. Das sind die optimalen Reaktions-
gemische beziiglich der einzelnen Komponenten. Das Gesamtvolumen der wéisserig-
alkoholischen Versuchslosungen war immer 50 ml.
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Das verwendete kristallinische Chlorhdmin wurde nach dem bekannten Verfahren
von Schalfejew aus Rinderblut gewonnen. Das Methémoglobin in Lamellen war ein
Merck-Prédparat und die anderen Chemikalien p. a. Priparate.

Die Reaktionsgeschwindigkeiten wurden durch Messung der Intensitdt der
Fluoreszenz der Oxydationsprodukte des Indols in Abhingigkeit von der Reaktions-
zeit bestimmt. Als geeignetste kinetische Grosse wurde, wie {iiblich?, die Anfangs-
geschwindigkeit (Initialgeschwindigkeit, v,) verwendet, die beim Anlegen der Tangente
an den Anfang der Intensitdt-Zeitkurve der Fluoreszenz und Ablesen ihres Wertes
fir die Reaktionszeit von 10 Sekunden erhalten wurde.

Die Versuchsergebnisse

Fiir eine Reihe von Versuchen sind in der Abbildung 1. die erhaltenen
Werte der Fluoreszenzintensitdt (®) in Abhingigkeit von der Reaktionszeit
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Abb. 1. Intensitdt-Zeitkurven fiir verschiedene Chlorhdminkonzentration: 1 2.108M, 2 1,2,1077M,
3 8.1077M, 5 2.10M, 5 1.10°5M, 6 2.10°M. ¢ Intensitdt der Fluoreszenz (relative Einheiten), { Reak-
tionszeit (Sekunden)

(t) fiir verschiedene Konzentrationen des Chlorhdmins graphisch dargestellt
(Intensitdt-Zeitkurven). Wie ersichtlich nehmen die Intensitidtswerte im Ver-
lauf der Reaktion zunéchst zu (Bildung von Indoxyl und Indigweiss), fallen
dann aber ziemlich rasch durch die weitere Oxydation dieser Produkte (Bil~
dung des fluoreszenzunfihigen Indigo) wieder ab. An den Intensitdt-Zeitkurven
wurde — wie beschrieben — fiir jeden Reaktionsverlauf die Anfangsgeschwin-
digkeit bestimmt. Die Abbildung 2. zeigt diese als Funktion der Aktivatorkon-
zentration (c¢) fiir Chlorhdmin (Kurve 1) und Methdmoglobin (Kurve 2). Es
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ist ersichtlich, dass nur fiir kleine Konzentrationen der Aktivatoren eine ange-
ndhert lineare Abhédngigkeit anzunehmen ist und nur dieser Konzentrations-
bereich eignet sich fiir weitere kinetische Bearbeitung. Bei zu grossen Akti-
vatorkonzentrationen stort sicher die Oxydation der priméren Reaktionspro-

dukte, besonders auch deshalb, weil die Ldsungen des Indigo eine intensive
Farbe aufweisen.

In den néchsten Versuchsreihen wurden nun fiir drei verschiedene Kon-
zentrationen des Chlorhdmins, sowie auch des Methdmoglobins, die Anfangsge-
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Abb. 2. Anfangsgeschwindigkeit (Vo) der Reaktion als Funktion der Aktivatorkonzentration (c).
1 fiir Chlorhédmin, 2 flir Methdmoglobin

schwindigkeiten fiir zunehmende Anfangskonzentrationen des Indols (s) be-
stimmt. Betrachtet man diese Reaktion als Modell der Peroxydasewirkung, so
kommt dem Chlorhdmin, bzw. dem Methédmoglobin die Rolle den Enzyms und
dem Indol die des Substrates zu. In diesem Sinne wurden in den Abbildungen
3. und 4. fiir je drei »Enzym«-Konzentrationen die reziprcken Werte der
Anfagsgeschwindigkeiten (1/v,) als Funktion der reziproken Substratkonzen-
tration (1/s) dargestellt. Diese Darstellung, nach dem Vorgang von H. Line-
weaver und D. Burk8, sowie M. Dixon?, ermdoglicht es graphisch die Michaelis-
konstante (Ks) der betreffenden Reaktion zu ermitteln. Es wurden die Werte
der Tabelle I erhalten.

TABELLE I
Werte der Michaeliskonstante

Fir die Aktivierung ’

mit | Ks - 10°
Chlorhdmin 2,8
Methidmoglobin 1,2



32 Z. SKURIC UND K. WEBER

Weiterhin wurden aus den Sittigungskurven die maximalen Geschwin-
digkeiten (Vm, Sittigungsgeschwindigkeit) ermittelt, wobei sich fiir die ein-
zelnen »Enzym«-Konzentrationen die Werte der Tabelle II ergaben. Es ist
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Abb. 3. Bestimmung der Michaeliskonstante (Ks) fiir ~drei verschiedene Konzentrationen des
Chlorhémins: 1 2.107M, 2 6.10"M und 3 8.10"7M, Vo Anfangsgeschwindigkeit, s Substratkonzentration

ersichtlich dass fiir Chlorhdmin eine grossere Michaeliskonstante und auch
grossere Séattigungskonzentrationen erhalten wurden als fiir Methdmoglobin.
Diese Tatsache ist wichtig flir die Deutung des Reaktionsverlaufes.

Es ist bekannt, dass die Katalyse der Oxydationsreaktion des Indols durch
Phosphorsédure-Ester nur bei Anwesenheit von Aceton nennenswert zum Aus-

0.6

0.4

2
0.2 o
3
®
[
]

1 10 20x104M 30

“Ks 1

B

Abb. 4. Bestimmung der Michaeliskonstante (Ks) fiir drei verschiedene Konzentrationen des Met-
hidmoglobins: 1 2.10-7M, 2 6.10-"M und 3 8.10-7M. Vo Anfangsgeschwindigkeit, s Substratkonzentration
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TABELLE II
Sdttigungsgeschwindigkeiten

Chlorhdmin Methamoglobin
M - 107 Vm M- 167 vm
|
16 ‘i 1,2 { 8
32 t 6 | 22
8 42 | 12 ! 34

druck kommt?. Es war deshalb wichtig auch den Einfluss des Acetons auf die
Aktivierung der"Indoloxydation durch Chlorhdmin und Methdmoglobin zu
untersuchen. Die entsprechenden Versuche ergaben, dass Aceton die Reaktions-
aktivierung durch diese »Enzyme« keineswegs erhoht, sondern im Gegenteil
inhibiert. Die Abbildung 5. zeigt einige Intensitdt-Zeitkurven die bei Abwe-
senheit (Kurve 1), bzw. bei Anwesenheit von Aceton in verschiedenen Konzen-
trationen (Kurve 2—5) erhalten wurden. Die Reaktionen die der Abbildung 5.
zugrunde liegen wurden durch Chlorhédmin aktiviert und bei der Aktivierung
mit Methdmoglobin wurde eine prinzipiell gleiche Inhibierung durch Aceton
festgestellt. Trigt man die Anfangsgeschwindigkeiten solcher Reaktionen als
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Abb. 5. Intensitédt-Zeitkurven bei Anwesenheit von Aceton: 1 ohne Aceton, 2 2,75.10-2M, 3 5,55.102M,
4 13,8.102M und 5 27,5.102M Aceton. Aktivierung durch Chlorhimin
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Funktion der Acetonkonzentration graphisch auf, so ist ihre Abnahme nach
etwa einem exponentiellen Gesetz festzustellen. Es ist aber wichtig, dass es

sich bei dieser Inhibition um verhéltnisméssig grosse Acetonkonzentrationen
handelt. :

Besprechung der Versuche

Es kann zunichst festgestellt werden, dass die Gesetzmissigkeiten der
Kinetik enzymatisch katalysierter Reaktionen auf die hier untersuchte Katalyse
der Oxydation des Indols angewandt werden kénnen. Bezeichnet man die »Enzy-
me« (Chlorhédmin und Methdmoglobin) mit E, das Indol (Substrat) mit S, die
Oxydationsprodukte des Indols (Indoxyl und Indigweiss) mit OS und beriick-
sichtigt, dass das Natriumperborat eigentlich eine alkalische Form von Was-
serstoffperexyd ist, so ergeben sich folgende Einzelprosesse der Reaktion:

1. E + H:0: 2Z EH0,

J k1
2. EH»0; + S 2 EH:0,S
ko

ks
3. EH;0:S—E + OS + H,O

Die Michaeliskonstante wird durch das Gleichgewicht 2, das zum aktiven Kom-
plex EH,0,S der Reaktion fiihrt, bedingt: Ks = k,/k,. Es wurde die Micha-
eliskonstante mit Ks wund nicht mit Km bezeichnet, da anzunehmen ist,
dass in diesem Falle Ks = Km ist, die Michaeliskonstante also die Dissotiations-
konstante des aktiven Komplexes darstellt. Das Gleichgewicht 2 wiirde sich
dann sehr rasch einstellen und die Reaktion 3 mit wesentlich kleinerer Ge-
schwindigkeit verlaufen. Dem Gleichgewicht 2 ist das Gleichgewicht 1, das zur
Bildung des »Enzym«-Peroxyds EH,O, fuhrt, vorgelagert. Die Sattigungsge-
schwindigkeit ist von der Reaktion 3 abhéngig: V, =k, [EH,0,].

Wenn man nun annimmt, dass Chlorhimin mit dem Wasserstoffperoxyd
und mit dem Indol in quantitativer Beziehung in anderem Ausmass Komplexe
bildet als das Methdmoglobin, so ist klar, dass auch die Michaeliskonstanten
verschiedene Werte haben konnen. Die kleinere Konstante fiir die Katalyse
mit Methdmoglobin entspricht einer grésseren Bildungsgeschwindigkeit von
EH,0.,S und wenn die Sattigungsgeschwindigkeiten gleich wiren, so miisste
das einer intensiveren Aktivierung der Gesamtreaktion entsprechen. Die Sit-
tigungsgeschwindigkeiten sind aber bei Anwesenheit von Meth&dmoglobin
kleiner und damit ergibt sich gemiss der Beziehung:

V- [S]
Ks + [S]

0

schliesslich allgemein eine kleinere Geschwindigkeit fiir die Reaktion die durch
Methdmoglobin aktiviert wird. .

In diesem Zusammenhang ist auch zu beachten, dass sich die hier unter-
suchten Reaktionen in alkalischen Loésungen (pH = 10) abspielen. In solchen
Losungen wird aber das Methdmoglobin sehr rasch in Himatin und denatu-
riertes Globin gespalten'® und das Chlorhémin bildet natiirlich auch Himatin.
So wire also in beiden Féllen der Aktivierung eigentlich das Himatin als
Katalysator der Indoloxydation zu betrachten und die Reaktionsgeschwindig-
keiten sollten deshalb — bei sonst gleichen Versuchsbedingungen-gleich sein.
Da dies jedoch nicht der Fall ist kann man auch folgern, dass ‘das Globin
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(denaturierte Globin) die Oxydationsreaktion, bzw. die Aktivierung derselben
durch Himatin, in gewissem Masse inhibiert. Dies konnte etwa durch Bildung
eines Hiamichroms, einer Verbindung des Himatins mit dem denaturierten
Globin, vor sich gehen.

Die hier beschriebene Arbeitsmethode kénnte fiir die Erforschung der
katalytischen Fihigkeiten der verschiedenen Blutarten, bzw. Hémoglobin-
typen, herangezogen werden.
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IZVOD
Djelovanje hemina i methemoglobina na oksidacionu reakciju indola

Z. Skuri¢ i K. Weber

Ustanovljeno je da klorhemin kao i methemoglobin u malenim koncentracijama
znatno pospje$uju oksidaciju indola u otopinama utjecajem natrijeva perborata. Ovi
utjecaji ispitivani su kineti¢ki fotoelektriénim mjerenjima intenziteta fluorescencije
reakcionih otopina za vrijeme toka reakcije. Metode kinetike enzimatski kataliziranih
reakcija mogu se dobro primijeniti na ove modelne sisteme. Aceton inhibira oksidaciju
indola u prisutnosti navedenih aktivatora (katalizatora). PokuSano je kineti¢ko tuma-
¢enje dobivenih rezultata.
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