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international latitude service to determine the variation
of the poles show, however, a very clear prolongation of
this period up to 430 days, which is conditioned by the
earth’s plasticity, and from which its rigidity can be
calculated. This result, though, stands in contradiction
to the value derived by DARWIN from the tides. PREY
and SCHWEYDAR therefore have assumed a variable
rigidity for the earth and have derived for this the func-
tion g = 1-6-101% (1 — 0-83#2). The rotation of the
earth is also retarded by the tide, as can be recognized
from the apparent precession of the moon. Investigation
of the wanderings of the poles over long periods of time
yield geologically useful results only when one assumes
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that only 1/,, of the shell is wholly rigid. The formation
of the continents can be explained by the separation of
the moon from the earth, whereupon the sial mantle was
torn asunder and the remainder sank clodlike into the
sima. A displacement of the continents relative to the
sima has taken place at most only in the remoter geo-
logical periods. If, though, the sinking of the continental
clods shall have occurred only very slowly during whole
geological epochs, then one must either assume the
earth’s viscosity to be of the order of 10%5, or one is
driven, when one assymes a normal viscosity of the order
of 1013, to the conclusion that the sinking of the clods
followed very rapidly during the separation of the moon.

Uber die Wirkungsweise der Katalasen®

Von Huco THEORELL?, Stockholm

Die Fihigkeit der meisten biologischen Substanzen,
Wasserstoffsuperoxyd zu Sauerstoff und Wasser zu
spalten, ist ebenso lange bekannt gewesen wie das Was-
serstoffsuperoxyd selbst, das heiBt seit 1811. THENARD,
der Entdecker des Wasserstoffsuperoxyds, beobach-
tete im selben Jahre, dafl Fibrin und viele tierische
und pflanzliche Gewebe das Wasserstoffsuperoxyd un-
ter Entwicklung von Sauerstoff spalten. Bis zum Jahre
1900 hat man gemeint, daB diese Reaktion eine Eigen-
schaft der Lebensvorgidnge selbst und also von den
lebenden Zellen untrennbar wire. Gerade um die Jahr-
hundertwende zeigten nun RauDNITZ® und OSKAR
Loew?, dafl man Wasserstoffsuperoxyd spaltende En-
zyme (die Katalasen) aus der lebenden Substanz ex-
trahieren kann. Nach den hervorragenden Arbeiten
von OrTo WARBURG und von Davip KEILIN in den
zwanziger Jahren iber die Hidminfermente war es
nicht sehr iiberraschend, als ZEILE und HELLSTROM im
Jahre 1930% zeigten, daBB die wirksame Gruppe der
Katalase Himin ist. STERN® bewies, da3 das Himin
Protohimin ist, und fand weiter, daB Leberkatalase-
priparate dazu noch ein blaugriines Pigment enthal-
ten. SUMNER und seine Mitarbeiter studierten dasselbe
zu gleicher Zeit?. LEMBERG und seine Mitarbeiter be-
wiesen, daBl der blaugriine Farbstoff Biliverdin ist®,

SuMNER und DouNcE kristallisierten die Ochsen-
leberkatalase (1937)7, und seitdem sind eine Reihe von
Katalasen reinkristallisiert worden, aus verschiedenen
Lebern, aus den roten Blutzellen, aus der Pferdeniere

1 Hauptreferat, gehalten vor der Schweizerischen Medizinisch-
Biologischen Gesellschaft in Genf am 31. August 1947, anldlich der
127. Generalversammlung der Schweizerischen Naturforschenden
Gesellschaft.

2 Biochemisches Institut des Medizinischen Nobelinstituts, Stock-
holm.

3 R. Raubnirz, Zbl. Physiol. 12, 790 (1899).

4 0. Losw, U.S. Dept. Agr. Report No. 68, (1901},

5 K.Zenk und B.HELLSTROM, Z. Physiol.Chem. 792, 171 (1930).

€ K. G. StERN, J. Biol. Chem. 112, 661 (1935/36).

7 J.B.SumxEer und A.L.Douncs, ]. Biol.Chem. 121, 417 (1937}.

8 R.LemsBere und R.H. Wynpuau, J. Roy. Soc. New South
Wales 70, 343 (1936/37).

usw, Neulich haben englische Autoren eine Bakterien-
katalase reinkristallisiert!, die anscheinend keine be-
sonderen Verschiedenheiten im Vergleich mit der Blut-
katalase aufwies. Trotz der Leichtigkeit mit der schén
kristallinische Priparate von Katalase dargestellt wer-
den konnen, sind unsere Kenntnisse iiber ihre Zusam-
mensetzung, Wirkung pro mg oder Mol, Wirkungs-
weise und physiologische Funktion sehr mangelhaft
gewesen, was aus den vielen Widerspriichen in der
Literatur, z.B. iiber den Biliverdingehalt und der Ka-
talasefihigkeit verschiedener Priparate hervorgeht.

Wir sind in Stockholm wihrend der letzten zehn
Jahre an der Katalasefrage interessiert gewesen.

Das Wort wir soll nun wirklich als ein Plural, nicht
etwa als ein verstecktes ich aufgefaBt werden, denn
das meiste von der Arbeit ist von meinen Mitarbeitern
wihrend verschiedener Perioden, . AGNER, AKESON,
BoxnicHsEN und BriTTON CHANCE, ausgefithrt worden.

Die Bestimmung des Molekulargewichts der Ochsen-
und Pferdeleberkatalase in SVEDBERGS Institut zu
Uppsala ergaben den Wert 2250002, der auf vier Eisen-
atome pro Molekiil paBit. In den Blutkatalasen sind
nach SUMNER und LAskowsKI® sowie AGNER* alle vier
in Protohdmatin vorhanden, wihrend in den Leber-
katalasen eines oder mehrere der Protohdmatine zu
Verdohdmatin oxydiert waren.

Es war nun eine offene Frage, ob die Katalasen vom
selben Tier, aber aus verschiedenen Organen, die glei-
chen oder verschiedene Eiweikomponenten hétten.
BonnNicHSEN verglich die Pferdeleber- und die Pferde-
blutkatalasen mittels Aminosiureanalysen und im-
munologischer Experimente und bewies damit die
Identitiit der Eiweikomponenten®. '

Wir wandten uns hierauf den prosthetischen Gruppen
zu. Die Schwankungen im Biliverdingehalt verschie-

1 D.Hereert und AUDREY J. PiNsENT, Nature 160, 125 {1947).
2 K. AcNER, Biochem. J. 32, 1702 (1938).

3 M. Laskowsk: und J. B. SumMnER, Science 94, 615 (1941).

4 K. AGNER, Ark. Kem. Min. Geol. 7B, N:r 9 (1943).

% R, K. BonnicuseN, Arch. Biochem. 12, 83 (1947).
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dener Leberkatalasepriparate, die z.B. SUMNER! im-
mer fand, erregten unsern Verdacht, dafl das Biliverdin
tiberhaupt ein postmortales Kunstprodukt sei, das ent-
weder enzymatisch oder infolge ungeeigneter pripara-
tiver MaBnahmen entstanden ist. BoNNICHSEN hat
neulich diese Frage durch die Darstellung biliverdin-
freier Katalasen aus Menschen-, Meerschweinchén- und
Pferdeleber geldst.
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Abb. 1. Lichtabsorption von CO-Himochromogenen.
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Die Abb. 1 zeigt einige Lichtabsorptionskurven von
CO-Himochromogenen, die mit verschiedenen Kata-
lasepridparaten gemacht wurden. Unterhalb der Wel-
lenlinge 580 mu sind alle Kurven praktisch gleich,
weshalb nur eine ausgezogen ist. Im roten Gebiet da-
gegen finden sich groBe Unterschiede, die auf einen
wechselnden Gehalt von Verdohimochromogen zuriick-
zufithren sind. Das Pferdeleberkatalasepriparat von
LeMBERG und LEGGE? weist eine sehr deutliche Bande
bei 630 my auf, die in Pferdeleberkatalasepriaparaten
von ROGER BONNICHSEN nur angedeutet ist und in den
Praparaten aus Plerdeblut und Meerschweinchenleber
iberhaupt nicht vorkommt. Die Arbeiten von Bon-
NICHSENS zeigen, daB der Biliverdingehalt der Leber-
katalasepriparate von der Darstellungsweise abhingt,
und daB man mit geeigneten MaBnahmen biliverdin-
freie Leberkatalase darstellen kann. Dagegen ist es

1 J.B.Sumxer und A.L.Douncg, J. Biol.Chem. 121, 417 (1937).
2 R. LemBErG und J. W, LeEccE, Biochem, J. 47, 118 (1943).
3 R. K. BoNNICHSEN, noch unverdffentlicht.
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noch nicht bewiesen, da alle vier Himine im Leber-
katalasemolekiil Protohimatine sind. Die Méglichkeit
steht noch offen, daf die Oxydation des Katalase-
protohdmins z.B. zu Oxyhimin in der Leber physio-
logisch vorkommt.

Die Bestimmung der Aktivitit der Katalasen ist nie-
mals sehr befriedigend gewesen. Seit mehr als zwanzig
Jahren hat man die Bestimmungsmethode von
v. EULER und JOSEPHSON verwendet, wobei eine sehr
kleine Menge Katalase — weniger als 1y von reinen Pri-
paraten — in 50 ml Phosphatpufferlésung Wasserstoff-
superoxyd spaltet. Nach verhiltnismiBig langer Zeit,
z.B. nach 3, 6 und 9 Minuten, nimmt man Proben her-
aus und bestimmt mittels Titration mit Permanganat
die noch vorhandene Menge von H,0,. Ein Ubelstand
dabei ist, daB die Reaktionskonstante, die gemi8 der
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gleichbleiben sollte, in der Wirklichkeit mit der Zeit
erheblich abfillt, so daB man, um den Anfangswert
der Aktivitdt zu finden, eine Extrapolation zur Zeit 0
unternechmen muB.

Wir haben nun gefunden?!, daB die obengenannten
Bedingungen zur Messung der Katalaseaktivitit in
zweierlei Hinsicht ungiinstig sind. Erstens wird bei der
angewandten hohen Verdiinnung der Katalase ein be-
trichtlicher Teil davon an die Glaswinde des Gefidfles
adsorbiert, wodurch ja die Aktivitit herabgesetzt wird.
Zweitens werden die wenigen Katalasemolekiile, die ja
eine groBe Menge von Substrat wihrend langer Zeit
spalten miissen, dadurch selbst zum Teil inaktiviert.
Beide Nachteile lassen sich nun sehr leicht beseitigen,
nimlich einfach durch Erhéhung der Katalasekonzen-
tration und entsprechende Verkiirzung der Reaktions-
zeit,
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Abb. 2. Ordinate: Liter pro Mol und Sekunde.
Abszisse: log (H,0,) Zeit = 1 °

Die Abb. 2 zeigt einige Ergebnisse von Bestimmun-

gen der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante mit dem-

selben Katalasepriparat nach der alten Methode (un-

I R. K. BonNicHSEN, B. Cuance und H. TueoreLL, Acta Cherr,
Scand., im Druck.
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tere Kurve) und mit der neuen (obere Kurve). Man er-
sieht daraus, daB nach der alten Methode im Anfang
eine schnelle Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeits-
konstante stattfindet. Spiter wird die Abnahme fast
geradlinig und etwas langsamer, ist aber immer noch
betrichtlich. Diese letzte Phase entspricht den von den
meisten Autoren angewandten 3-, 6- und 9-Minuten-
Werten. Offenbar wird eine Extrapolation bis zur Zeit
¢t = 0 einen viel zu niedrigen Wert ergeben. Wurde da-
gegen die Katalasekonzentration auf das 40fache er-
hoht (obere Kurve), so erwies sich die Reaktionsge-
schwindigkeitskonstante als von logm%‘l fast unab-
héngig.

15t
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Abb. 8. Ordinate: Anfangskonzentration des Hy0, * Reaktions-
geschwindigkeitskonstante - 108,
Abszisse: Anfangsmolaritit des H,0,.

Noch deutlicher tritt der EinfluB von Katalasekon-
zentration und Reaktionszeit in der Abb. 3 hervor,
wenn die anfingliche Konzentration des H,0, (x)
varitert wird. Nach der alten Methode der Aktivitits-
bestimmung ergibt eine Erhdhung der anfinglichen
H,0,-Konzentration eine rasche Abnahme der Reak-
tionsgeschwindigkeit (Kurve B). In einem gewissen
Konzentrationsbereich kann es dabei geschehen, dal3
die Reaktionsgeschwindigkeit als von der H,0,-Kon-
zentration unabhingig erscheint (um 0,025 M H,0,
herum). Manche Autoren haben daraus den Schlufl ge-
zogen, daB die Katalasen bei dieser Konzentration im
Sinn der MicHaELIsschen Theorie mit H,0, gesittigt
sind, und sogar Werte fir die MicragLis-Konstante
angegeben.

Die Experimente mit hoherer Katalasekonzentration
(Kurve A) lehren indessen, dal die ilteren Resultate
Artefakte sind, die von der Verwendung allzu ver-
diinnter Katalaselésungen herrithren. Von einer Sitti-
gung der Katalase mit H,0, ist nichts mehr zu sehen,
und eine MicHAELIS-Konstante existiert also im experi-
mentell zuginglichen H,0,-Konzentrationsgebiet nicht.

BrirroN CHANCE, der als Guggenheim-Fellow zur
Zeit mit uns arbeitet, hat mit einer verfeinerten HART-
RIDGE-ROUGHTON-MILLIKAN-Technik die Kinetik der
Katalasen und ihre Verbindungen eingehend unter-
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suchtl. Zwei Spritzen, Abb. 4, oben, enthalten z.B.
Katalase und H,0,-Lésung. Der Inhalt beider wird
gleichzeitig in eine Mischkammer hineingetrieben und
flieBt nach der Mischung in eine Roéhre von etwa
1 mm Durchmesser hinaus. Ein monochromatischer
Lichtstrahl von beliebig einstellbarer Wellenlange pas-
siert quer durch die Kapillare und die Variationen in
der Lichtabsorption werden entweder mit einem Gal-
vanometer oder fiir sehr schnelle Reaktionen mit einem
Oszillographen registriert. Mit Hilfe einer im Lumen der
Kapillare befindlichen Platinelektrode kann auBerdem
die H,0,Konzentration polarographisch registriert
werden. Die Experimente kénnen nach zwei etwas ver-
schiedenen Methoden gemacht werden. Nicht allzu
schnelle Reaktionen werden am besten dadurch stu-
diert, daB man eine schnelle Injektion der beiden Fliis-
sigkeiten in die Kapillare macht und dann die Ver-
inderungen in der wieder stillstehenden Fliissigkeit
in der Kapillare untersucht («flow-stop»Methode).

Spritzen

Aosung B

< -\ _Doppelter
A Dreiweghabin

FPlatindraht in Glas

eingeschmolzen

Abb. 4. Mischeinrichtung fiic Katalase und H,0,-Losung.

Schnelle Reaktionen, die in einem Bruchteil von einer
Sekunde ablaufen, werden dagegen am besten wih-
rend der Durchstromung der Kapillare registriert
(¢stream-flow»-Methode;).

Auf die technischen Einzelheiten?, die in der Abb. 5
schematisch dargestellt sind, kann ich hier nicht ndher
eingehen, nur eines sei besonders hervorgehoben. In-

1 B, Cuance, Acta Chem. Scand. 1, 235 (1947). Eine weitere
Reihe von Arbeiten iiber die Kinetik der Katalase werden dem-
néchst verdffentlicht werden.

2 B. CHANCE, Rev. Scient. Instr. 18, 601 (1947).
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folge der hohen Reaktionsfihigkeit der Katalasen
mufite CHANCE mit sehr verdiinnten Lésungen arbei-
ten, deren Farbe mit dem Auge nicht zu sehen war.
Infolgedessen waren die Verdnderungen der Lichtab-

Doppel - Citter - Monochromator

L r  Gier,
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Abb. 5. MeBeinrichtung, schematisiert.
L = Lampe zu 4 A und 8,5 V. Der Glihfaden (F) wird auf dem
Eintrittsspalt abgebildet.
LIK = Einrichtung zur Kontrolle der Lichtintensitit (7 - 10% 4/V).
Stabilisiernngsverhiltnis = 3 - 104,
RG = Registriergalvanometer; 1 Skalenstrich > 10 uv; 2267
10—12 A; 0-2 Schwingungen/sec.
SO = Spiegeloszillograph; 1 mm Ausschlag >>4,2pV; 22,8+
10712 A; 0-500 Schwingungen/sec.

Dic Bezeichnung 83 msec/mm gibt an: Mit dieser Mischkammer
wiirde ein Ausschlag von 83 mm bedeuten, dafi 1 msec zwischen
Mischen und Beobachten verflie3t.

AS = Austrittsspalt von 5 my.

D = Apparat, der die Spannungsveranderung mit der Zeit regi-

striert.

K = Kapillare von 1 mm Durchmesser {vgl. Abb. 4).

PZ = Photozelle {Fabrikat RCA, Type 929 oder 935).

V = Verstirkungseinrichtung; 1,5 M = 1,5 M{2; y = Verstér-

kungsgrad. Periode des Galvanometers = 0,020-10 sec.

sorption sogar auf dem Gipfel der Soret-Bande im
Violett auBerordentlich klein, von der GréBenordnung
1%, oder weniger, so dall die Anforderungen an die
Konstanz der Lichtquelle extrem hoch waren,

v ¥
OHs 05— — A/W -Ksfalase
L
//—’_—.—- 0 G
ImMiL H,0, . ~Kakolase 1,0,
Zert nach dor Mischung lﬂ B 9 0 a0 A
{atnltase der mensohivhen {, Mﬁ"} 08 40
Ho U5 m MJL ! 10
A=405mp, S=10
Abb. 6.

Ein «Electroncontrollers reduzierte alle zufilligen
Spannungsschwankungen 30000mal und die konti-
nuierliche Spannungsverinderung war kleiner als
0,0019, pro Minute.
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Die Abb. 6 zeigt einige Experimente von CHANCE.
Links wurde eine sehr kleine Menge von Katalase,
0,08 muM/L, mit H,O,/1mM/L gemischt. Diehorizontale
Linie oben zeigt im Moment der Injektion eine Zacke,
die ein MaB der Strémungsgeschwindigkeit in der Ka-
pillare ist. Die mittlere Kurve gibt den Ausschlag der
Platinelektrode an. Die groBe, nach unten gerichtete
Zacke ist also ein MaB der H,0,-Konzentration in der
Kapillare. Nach 5 bis 10 Sekunden ist demnach alles
H,0, gespalten. Die dritte, etwas unregelmiBige Kurve
ist das spektrophotometrische Ergebnis. Bei dieser
hohen Verdiinnung der Katalase ist also spektrophoto-
metrisch nichts zu verzeichnen.

00 1 34uM/ fatolese des Plerdebiutes
7:51-““/[ H>0p
5220 pH=6,7 0,01 M Phosphat

hlzse -
308 . G{C * me)
200 4
¢
100 4
0 A=mu
L] 13
370 400 450
Abb, 7.

Wurde nun die Katalasekonzentration auf das 50-
fache erhdht (Experiment rechts), so ist das Bild ein
ganz anderes. Die Platinelektrode gibt eine kleine, in
etwa einer Sekunde verschwindende Zacke (Kurve
«H,0,»). Spektrophotometrisch wurde diesmal ein
groBer Ausschlag beobachtet, vom Niveau «Katalase»
bis zum Niveau «Katalase-H,O,». Im Laufe ziemlich
langer Zeit geht dann der Ausschlag allméhlich zum
Katalaseniveau zurlick. Dieser Versuch ist so zu
deuten, dafl Katalase und H,O, eine bisher nicht beob-
achtete Verbindung bilden, wobei die Lichtabsorption
bei 405 my um etwa 10%, abnimmt.

Die Abb.7 zeigt die Soret-Banden der Katalase bzw.
der H,0,-Verbindung.

Die Abb.8 zeigt einen Versuch von CHANCE mit der
«stream-flow»-Methode. Oben ist also die Strémungs-
geschwindigkeit in der Kapillare registriert. Die ganze
Dauer der Durchstrémung betrug in diesem Falle
0,6 Sek. Wihrend dieser Zeit stellte sich die Licht-
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Strémung : Anfang | 4 Ende
0 —» .h |_
Zeit nach der {
Mischung in mssc \,\ /

5 —» v

1,7 uM Katalase — ﬂ <~ 20-7103
'
Lichtabsorption
1.1 uM Katalase-
H,0, —~ <« 17,2 - 1673
|1 sec—|
Abb. 8.

absorption auf einen Zwischenwert ein. Sobald aber
die Strémung aufhorte, sank die Lichtabsorption bis
zum Wert der voll entwickelten H,0,-Verbindung her-
ab. Aus diesem Experiment konnte die Geschwindig-
keitskonstante der Verbindung zwischen Katalase und
H,0, berechnet werden, wobei der Wert 3.10-7
M/L - sec gefunden wurde. Interessanterweise stimmt
diese Zahl innerhalb der Fehlergrenzen mit der Ge-
schwindigkeitskonstante der katalatischen Zersetzung
des H,0, iiberein.

Katalase (CN); —>
A

1056 mm

Anderung der Lichtabsorption
bei 435 mu (8 = 30)

Katalase — >

Zeit nach der Injektion in sec 1] 1,0
CN-uM/L
H,0,-uM/L

Abb. 9
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Die Abb.9 zeigt, was geschieht, wenn:

1. Katalase mit Zyanid gemischt wird (links). Die
Verbindungsgeschwindigkeit der Katalase (Leberkata-
lase mit drei aktiven Himinen) mit Zyanid ist so
niedrig, daB wihrend der Durchstromung reine Kata-
lase in der Kapillare vorhanden ist. Nachdem die Stré-
mung aufgeh6rt hat, verbindet sich das Zyanid im
Laufe von etwa einer Sekunde mit den Himatin-
gruppen.

2. Wurde nun Katalase aus der einen Spritze mit
Zyanid + Hy0, aus der anderen Spritze gemischt, so
ergab sich ein anderes Bild (rechts). Dieses Experiment
sowie das vorige wurde mit der Wellenlinge 435 myu
ausgefiihrt. Wie aus der Abb.7 zu ersehen ist, haben
bei dieser Wellenlinge die Katalase und ihre H,0,
Verbindung die gleiche Lichtabsorption. Die Zyanid-
katalase hat dagegen eine betrdchtlich hohere. Des-
wegen kann man aus dem Experiment ersehen, dalBl
bei Anwesenheit von H,0, das Zyanid sich nur mit
zwei von den drei Himatinen im Katalasemolekiil ver-
binden kann. Dies stimmt mit der Annahme, da8 das
dritte Hdmatin mit H,O, anstatt Zyanid verbunden
ist. Aus diesem Experiment konnte geschlossen wer-
den, daB die von CHANCE nachgewiesene Katalase-
H,0,-Verbindung ein Molekiil H,0, pro ein Molekiil
Katalase enthilt.

Die Katalase-H,0,-Verbindung wird, wie vorher ge-
zeigt wurde, in Wasserlosung langsam zersetzt unter
Wiedererscheinen der Katalase. Viel schneller geht die
Zersetzung nach Zusatz von Akzeptoren, wie Alkoholen

—————— Katalase (CN),
A

«—— Katalase (H,0,). (CN),
A
105 mm
75 mm
Y
<— Katalase
1.0
4 4
0 10

Katalase der Pferdeleber ﬂamatm—f’e—;&M;L 3.4 3.4
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oder Askorbinsiure. KEILIN und HARTREE! haben
neulich eine Arbeit iiber gekoppelte Oxydationen
unter Mitwirkung von Katalase verdffentlicht. Der
Mechanismus dieser gekoppelten «Oxydation» wurde

40
3 185u ML Kitalase cks Perdebiites
$ 20uMyL Hy Os
3 A=408 mu, S=30, T=23°C
7 % pH=67 Q0! M Phosphat
&
S
8
X
~10 (‘é
3
o o
2
"2,0 - £

3 4

Abb. 10. Oxydationsgeschwindigkeit verschiedener Alkohole durch
Katalase-HyOy. F = innerhalb der Fehlergrenzen gleich der
spontanen Zersetzungsgeschwindigkeit.

durch CHanceEs Befund aufgeklirt. Anstatt einer «ge-
koppelten Oxydation» findet eine reine Peroxydase-
wirkung der Katalase statt. Nach den allerletzten Er-
gebnissen scheint die Analogie zwischen der peroxy-
datischen Wirkungsweise der Katalasen und der Per-
oxydasen iiberraschend vollstindig zu sein. In beiden
Fillen addiert ein Enzymmolekiil ein Molekiil H,0,,
wobei die Bindungsart des Eisens jonisch bleibt (griin-
liche Verbindungen mit Absorptionsbanden um 650

1 D, Kemx und E. F. HARTREE, Biochem. J. 39, 293 (1945).

Katalase (CN); —~ 7
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Abb. 11.
mp'). Von dieser Enzym-H,0,-Verbindung werden
dann verschiedene Akzeptoren schnell oxydiert.
Die Abb.10 gibt iiber die Kinetik der peroxydati-
schen Reaktion von Alkoholen mit Katalase-H,0, Auf-
schluB. Man ersieht daraus v.a., dal Methanol und
Athanol viel schneller als die iibrigen oxydiert werden.
Die Katalasen geben auch Verbindungen mit Methyl-
und Athylhydroperoxyd. Die Anlagerung zur Katalase
verliuft bedeutend langsamer als mit H,0, (Abb.11).

L H. TugoreLL, Ark, Kem. Min. Geol, 164, N:r 3 (1942).

Anderung der :
Lichtabsorption R o
bei 435 pm (S = 20) ;

Katalose —

Tt 1 t
Zeit nach der Injektion in sec 0 0,5 0 1.0

Katalase X Zyanid

Zeit nach der Mischung von Katalase und Athylhydroparoxyd (in min)

Katalase der Pferdeleber pM/L o
Zyanid uM/L . . . . o
Athylhydroperoxyd pM/L

ADbb. 12. 5 =

< Katalase (CN);

j <« Katalase (C,H,004),

tot t t o1
0 05 0 1,0 0 05
< Katalase + Athylbydroperoxyd X Zyanid ——>
0.4 1.5 25 3
1,74 1,14 1,14 1,14 114
10 10 10 10 10
67 67 67 67 67

20: Empfindlichkeit des Galvanometers. Das Zeichen X bedeutet: «In der Kammer Abb. 4 germischt mit».
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Ein anderer Unterschied besteht darin, daB sich die
Alkylhydroperoxyde mit allen vier Protohimatinen
des Katalasemolekiils verbinden. Blockiert man also

diese vier Eisenatome zuerst mit Athylhydroperoxyd
und mischt dann mit Zyanid im Apparat von CHANCE,

Le-Cm~'. mM-1

400

300

200

700

o A
370 400
A-mu

Abb. 13.

so wird keine Zyanidkatalase gebildet (Abb. 12, zweites
Experiment von links). Wartet man, bis mehr oder
weniger von der Alkylperoxydkatalase zerfallen ist,
so wird wieder Zyanidkatalase gebildet (Abb.12, drei
Experimente rechts).
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Die Abb. 13 zeigt die Soret-Banden der freien Kata-
lasen (4), die nach Zusatz von Alkylhydroperoxyd zu-
erst gebildeten griinlichen Verbindungen (B) und der
rétlichen Alkylhydroperoxydkatalase, die sekundir aus
B gebildet wird. Genau so wie bei der Meerrettich-

2 -
7 e
S P max t %
0 -
_7 log (Alkohol) M/L
5 4 3 2

Abb.14.1- M1 /S~ bedeutet: Liter pro Mol und Sekunde. Ordinate:
logyg der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante fiir Reaktionen von
diesem Typ (s. B. CHANCE, ]. Biol. Chem. 157, 553 [1943]).

peroxydase nach Zusatz von H,0, (THEORELL,Y) erhilt
man nach dem Ergebnis von CHANCE mit Alkyl-
hydroperoxyd + Katalase zuerst eine mehr griinliche,
sekundar eine rétliche Verbindung.

Die primiren Katalasealkylhydroperoxyd-Verbin-
dungen reagieren mit Methanol und Athanol ungefihr
ebenso schnell wie Katalase-H,0, (Abb. 14).

1 H. Tueorert, Ark. Kem. Min. Geol. 164, N:r 8 {1942).

Strémung: Anfang || Ende A B8 c D
NV
\ | ' {
L L4
: /—-' ‘ﬁ,’ T < freie Katalase
A ' Katalase-H, 0, E
04, - ~ <~ Katalase-Hy Uy =
20 — bei 8, C. D 3
. {7 i g
Platin- : §
Mikroelektrode ' L! s
(+0.7 ) \i ] £
. ' kit 8 =
400 uﬂYo " ' \.....u-- i Katalase (C,H,00H) =
B Uy —> ) ~—Katalase (CHy N
" W\~ s o
1 i 1 i 1 i 1
Zeit nach der Injektion in sec 0 70 0 10 0 10 0 10
| 8 ¢ o
Katalase der Meorschweinchenleber uM 0,76 0,76 0,76 0,76
Wasserstoffsuperoxyd pM 400 0 400 400
Athylalkoho! uM . . 200 0 200 200
(C.H.G0H), (Athylhydroperoxyd) 9 100 160 100
Empfindlickkeit . . 2x = ix %

Abb.15. A==405. § =10, p, = 6.5, 0,01 M Phosphat

Katalase, gemischt mit
Substraten in Kapillare

Katalase, zuerst mit (C,H;00H); und
anschlief. mit Substraten gemischt
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Ubersicht iiber die reaktionskinetischen Werte von Hamoproteiden*

Zusammeri- Rever- |Spontaner| Peroxy- Wahrscheinl. Art
. ) : . Ange- des Komplexes?
Himoproteid Reagens s}e{tzung der ]Ehlc‘ilunf{1 sibler irrever- datlsc.he wendeter
omplex- (L-¥1-81 | Zerfall sibler | Reaktion | 0 I Wertig-| Bindungs.
verbindungen (51 Zerfall |(L-N1-§1y] AFEPIOL | T | PIRCURE
des Fe art
Himoglobinl) | Sauerstoff Hb (O,), 4,1-10% 40 — e — + 2 | kovalent
. Kohlen-
monoxyd Hb (CO), 1,3-108 0,004 — e e + 2 | kovalent
Myoglobin!) Sauerstoff Mgb O, 1,9-107| 37 — — — + 2 | kovalent
” Kohlen-
monoxyd Mgb CO 3-108 0,04 — e — + 2 | kovalent
Meerrettich- Wasserstoff-
peroxydase | peroxyd Per. HyO, 1,2-107 0,2 < 0,5 3-108 Lezkomh- + 3 | ionogen
chitgrin
" Zyanid Per. CN 9,6 - 10 0,4 e e — + 3 | kovalent
Katalase {aus | Wasserstoff-
Erythrozyten) | peroxyd Kat H,0, 3-107{ klein 0,02 1-10%] Athanol | + 3 | ionogen
" Methylhydro- | Kat 1-10% (0,02)
peroxyd (CH,00H), klein 0,02 | 1,1-103| Athanol | + 3 | ionogen
Athylhydro- | Kat 2-104( (0,02
peroxyd (€,H,;O00H), klein 0,04 | 2,2 - 10%] Athanol | + 3 | ionogen
, Zyanid Kat (CN), 9108 (0,02)
4 e — — + 3 | kovalent
" Wasserstoff- | Kat H,0, 3,5+107
peroxyd — > 10° — e + 3 | ionogen
(katalatische
Reaktion)

* Temperaturen um 20° C,

Mischt man Katalasealkylhydroperoxyd mit H,O,,
so verschwindet das Spektrum des Katalasealkyl-
hydroperoxyds sehr schnell und wird durch das Spek-
trum der H,0,-Katalase ersetzt. Der Uberschul an
H,0, wird katalatisch gespalten, und sobald die Kata-
lase damit fertig ist, verbinden sich die frei gewordenen
Himatine wieder mit Alkylhydroperoxyd (Abb.15D).

Einige von den bisher bestimmten kinetischen Daten
mit Haminproteiden sind in der Tab. zusammengefaBt.

Man ersieht daraus, daB u.a. die Verbindungsge-
schwindigkeit der Katalase mit H,0, die schnellste
Reaktion ist, die bisher auf das Gebiet der Himopro-
teide bestimmt wurde. Trotzdem haben Berechnungen
iiber die Haufigkeit der Kollisionen zwischen Katalase
und H,0,-Molekiilen eine Zahl ergeben, die zur Er-
klirung der Katalasereaktionen ohne Annahme von
Kettenreaktionen mehr als ausreicht. Es ist also nach
unserer Meinung theoretisch unnétig und experimen-
tell unbegriindet, in diesem Zusammenhang tiber Ket-
tenreaktionen zu spekulieren. Fiir einen Reaktions-
mechanismus nach der Gleichung von KN und
HARTREE

4Fe +2H,0p=4Fe - +4H + 20,
4Fe'+4H 4+ 0y,=4Fe + 2H,0

2H,0,=2H,0 + 0,

haben die hier kurz geschilderten Experimente keine
Stiitze ergeben.

2 Nach G. A. Mirrigan, Proc. Roy. Soc. B., 729, 366 (1936).
3 Nach H. Tueorsii, Ark. Kem. Geol. 164, N:t1 (1942).

Wir gelangen so zur SchluBfolgerung, daB die Kata-
lasen in zweierlei Art und Weise mit dem Wasserstoff-
superoxyd reagieren kénnen; entweder wie Peroxy-
dasen: dabei wird zuerst ein Mol Wasserstoffsuperoxyd
von einem Mol Katalase gebunden. Dieses «inter-
mediate compound» von BRITTON CHANCE reagiert mit
Methanol und Athanol mit einer Reaktionskonstante
von 1000 M/L-sec. Aus Methanol wird Formaldehyd
gebildet, der weiter oxydiert wird, wahrscheinlich zu
Ameisensdure und diese zu Kohlensiure. Die Oxy-
dation von Athanol macht merkwiirdigerweise auf der
Stufe des Azetaldehyds halt.

Die griine Verbindung zwischen 4 Mol Athylhydro-
peroxyd und einem Mol Katalase oxydiert die nied-
rigeren Alkohole ungefihr ebenso schnell wie es
Cuances Katalase-H,0, macht. Es ist von Interesse,
zu bemerken, da8 die Alkylperoxyde demgemidB auch
in sehr niedrigen Konzentrationen in der biologischen
Oxydation eine Rolle spielen kénnen (wenn sie iiber-
haupt gebildet werden, was noch dahingestellt
sei).

STERN wies diesen Gedanken 1936 zuriick, weil er
nur die rofe C,H,00H-Katalase kannte, welche nur in
der Gegenwart hoher Konzentrationen von Athyl-
hydroperoxyd erscheint (0,1 molar). Die griine Ver-
bindung aber, die STERN nicht kannte, mag von bio-
logischer Bedeutung sein, weil sie bei sehr niedrigen
Konzentrationen von C,H;O0H erscheint.

Die Entdeckung der intermedidren H,0,-Katalase-
verbindung und ihre Reaktionen mit Alkoholen er-
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klart alle die Erscheinungen, die KerLin und HARTREE!?
als «gekoppelte Oxydationen» beschrieben haben. Diese
sind also nichts anderes als peroxydatische Reaktionen
der Katalasen in vollstindiger Analogie mit den wohl-
bekannten Reaktionen zwischen Peroxydase H,0, und
verschiedenen Akzeptoren. Nur die Akzeptorspezifitit
ist verschieden.

Wie kommt nun die katalatische Spaltung eines
Uberschusses an H,0, zustande? Ich habe schon er-
wihnt, daB die Spaltung in einer Reaktion erster Ord-
nung stattfindet. Die Geschwindigkeitskonstante des
Zerfalls ist gleich der Konstante fiir die Bildung von
Cuances Katalase-H,0,. Man kénnte daran denken,
dafl eines von den vier Eisenatomen des Katalase-
molekiils andere Eigenschaften hitte als die {ibrigen,
so daB nur dieses Fe-Atom H,0, zu einer verhiltnis-
mibig stabilen Verbindung anlagern konne, die an-
deren aber nicht. Dies scheint aber nicht der Fall zu
sein, weil z.B. die Titration der Katalase mit Zyanid
eine spektrophotometrische Anderung der Lichtab-
sorption gibt, die geradlinig verliuft. Die Anderung
der magnetischen Suszeptibilitit verlduft dabei eben-
falls geradlinig. Die Geschwindigkeit der Verbindung
der Alkylhydroperoxyde mit Katalase und die peroxy-
datische Wirkung ist fiir alle vier Eisenatome die
gleiche. Aus diesen Umsténden ziehen wir die SchluB-
folgerung, daB die Eisenatome gleichwertig sein miissen.

FormelmaBig lassen sich die Bildung der H,0,-Kata-
lase von CHANCE (1), ihre peroxydatische Reaktion mit
Methanol (2) und unsere jetzige Arbeitshypothese iiber
den Mechanismus der katalatischen Zersetzung von
H,0, (3 und 4) folgendermafen ausdriicken:

(1) HOFe—FeOH -+ HzOzkl =3.10'L.-M~-t. §-1

HO}?e—%eOH
HOFe—FeOOH + H,O

I
HOFe—FeOH
(2)  HOFe—FeOOH + CH,OH*=1000L M~ .5

e
—>

| -
HO¥e—FeOH

HOFe—FeOH + CH,0 + H,0
- l
HOIl?e—*FeOH

(3) HOFe—FeOOH + H,0,
—>

!
HO}{?‘e—aFeOH

HOFe—FeOH 4+ O, 4+ H,O
- l
HOFe—FeOH

(4} HOFe—FeOOH
_+

HOFe—FeOH + H,0,
HOFe—FeOOH

— ] ] +
HOFe—FeOOH

sehr schnelle Zersetzung

Die Gleichungen 3 und 4 haben zur Voraussetzung,
daf die H,0,-Katalase bei der Spaltung des H,0, mit-

1 D. Keiuiv und E. F. HArTREE, Biochem. J. 39, 293 (1945).
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wirkt, was sehr wahrscheinlich ist, weil die vier Eisen-
atome nach dem oben Gesagten ebenbiirtig sind. Ob
die Spaltung nach der Gleichung 3 oder 4, oder auf
beide Weisen verlduft, kénnen wir noch nicht entschei-
den. Fiir eine Reaktion nach der Gleichung 3 spricht
z.B. das in der Abb. 15 wiedergegebene Experiment,
welches zeigte, daB die Katalase-(C,H,O0H), mit H,0,
schnell reagiert.

Man konnte dann aber fragen, warum die Peroxy-
dasen keine nennenswerte katalatische Wirkung haben.
Die Peroxydasen geben doch Verbindungen mit H,0,,
die beim ZusammenstoB mit einem freien Molekiil H,0,
katalatische Spaltung ergeben kénnten. Die Antwort
darauf, warum das nicht geschieht, ist nicht restlos klar.
Wenn es sich durch weitere Experimente herausstellen
wiirde, daB die katalatische Spaltung von H,0, ganz
oder hauptsichlich nach der Formel 4 vor sich geht,
versteht man ja andererseits ohne weiteres, warum die
Peroxydasen H,0, nicht spalten, weil sie ja, soweit bis
jetzt bekannt ist, nur 1 Fe pro Mol enthalten. Eine
intramolekulare Spaltung von zwei an verschiedene
Eisenatome im selben Katalasemolekiil angelagerten
H,0,-Molekiilen kann offenbar bei den Peroxydasen
nicht stattfinden.

SchlieBlich ergibt sich die folgende Frage: Welche
von den beiden Wirkungsweisen der Katalasen, die
peroxydatische oder die katalatische, ist physiologisch
am wichtigsten ? Sind die Katalasen dafiir da, um einen
UberschuB von H,0, aus den Zellen zu entfernen, oder
ist ihre Hauptaufgabe, gewisse Substrate peroxydatisch
zu verbrennen ?

Wir kénnen die Sache anders ausdriicken: die Kata-
lasen wirken immer wie Peroxydasen. CHANCES Inter-
mediarprodukt oxydiert entweder H,0, oder Alkohole,
oder beide, wenn sie gleichzeitig anwesend sind. Ob die
katalatische Spaltung vorkommt, beruht also einfach
darauf, ob H,0, in UberschuB gebildet wird. Ob das
im allgemeinen der Fall ist, kénnen wir noch nicht
sagen. Aus AGNERs! neuesten Versuchen iiber die Oxy-
dation des Methanols im lebenden Meerschweinchen
148t sich berechnen, daf} die H,O,-Bildung in der Leber
so langsam ist, daB nicht einmal das ganze peroxy-
datische Wirkungsvermogen der Leberkatalase in An-
spruch genommen wird.

Wir neigen also der Auffassung zu, daf} die physio-
logische Wirkungsweise der Katalasen analog der-
jenigen der Peroxydasen ist. Dann versteht man zwei
Tatsachen, die vorher unverstindlich erschienen:

1. Warum der Katalasegehalt mancher Organe sehr
hoch ist — dies ist notwendig, weil die peroxydatische
Wirkung nicht sehr schnell ist.

2. Wie die Natur es vermeidet, Energie bei der kata-
latischen Spaltung von H,0, zu Sauerstoff und Wasser
nutzlos zu verschwenden.

1 K. AGNER, Acta physiol. Scand. 13, 87 (1947).
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Summary

Recent experiments carried out in the author’s lab-
oratory on the composition and working mechanism of
catalases have shown that:

{1) The protein component of blood and liver catalases
from horse are identical, as proved by amino acid
analyses and immunological tests (R. K. BONNICHSEN).

(2) The biliverdin content of liver catalases is a post-
mortal artefact. By using suitable preparative methods
BonNICHSEN was able to prepare liver catalases practic-
ally free from biliverdin.

(3) The activity values found by the titration method
formerly used are too low and uncertain, owing to in-
activation of the catalase during the determination. Ex-
trapolation to = 0 doe¢s not give correct results. By
increasing the catalase concentration and by decreasing
the reaction time activity values were obtained which
were independant of time, catalase and hydrogen per-
oxide concentration. The ““Kat. F.” of all biliverdin-free
catalases investigated so far is about 80,000 at 20%, cor-
responding to an activity constant of k= 3,5-107 Lit-
ers-Mol~1-Sec=!. Contrary to the results of previous
authors no MiICHAELIS' constant exists for catalase
{BoxnnNicHSEN, CHANCE, and THEORELL).

{4) B. Cuancg, using a highly developed HARTRIDGE-
RoueHTON-MILLIKAN technique {'‘spectrophotom. with
time resolution '), was able to demonstrate the formation
of a comparatively stable compound of one mol Hy,O,
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with one mol of catalase. Since one catalase molecule
contains 4 hematin iron atoms, 3 were left free to com-
bine with ions such as cyanide. The H,0,-catalase has
a pevoxidatic activity towards lower alcohols and ascorbic
acid. This finding explains the “coupled oxidations”
described by KerLin and HARTREE.

(5) Alkyl hydroperoxides from compounds with all
four catalase hematins (Cuancg). Greenish compounds
are formed primarily, red ones secondarily in strict
analogy with the horse radish peroxidase-H,0O, com-
pounds (THEORELL).

{6) Kinetic data were determined for the reactions
under (4) and (5).

{7) Catalatic decomposition of H,0, in excess of 1 mol
per mol catalase may occur either by the attachment of
a second mol of H,0, to a free hematin in catalase-H,Oy-
complex, or by the reaction of catalase-H,0, with H,0,
in some other way, so that O, is liberated. No indication
of an oxidation-reduction cycle was found.

(8) It is unnecessary to assume that any chain reaction
is involved in catalytic decomposition.

(9) 1f it is assumed that the peroxidatic mode of action
of catalases prevails under physiological conditions one
can understand (a) why the catalase concentration in
many organs is much higher than would be necessary for
the decomposition of H,O,; (b) how Nature avoids the
waste of energy that would result from the decomposi-
tion ot H,0, into oxvgen and water.
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Azione riducente dei raggi X su soluzioni
di bleu di metilene!

Numerose sono le esperienze volte a spiegare il mec-
canismo attraverso il quale i raggi X esercitano la loro
azione chimica e biologica. Ed & incerto il modo onde
nell’acqua stessa le radiazioni ionizzanti determinino
reazioni chimiche. Tra le principali ricerche ricorderemo
quelle di Fricke? che usd sostanze inorganiche e organi-
che semplici e quelle di DALE® che si servl di enzimi.
Tutte queste attivitd delle radiazioni su soluzioni ac-
quose diluite sono indivelte in quanto le molecole rea-
genti del soluto non sono state direttamente eccitate o
ionizzate dalle radiazioni, come ammette la Treffer-
theorie o Targettheorie, ma il loro comportamento
dipende dall’eccitazione o ionizzazione delle molecole del
solvente. WE1ss4 ha suggerito l'ipotesi che I'acqua at-

! Desideriamo esprimere la nostra gratitudine alla Dott, MARza
Bassr la cui collaborazione fu preziosa durante lo svolgimento di
queste esperienze.

2 H. Frickg, E. J. Hart e H. P. Smitn, J. Chem. Phys. 6, 220
(1938).

2 W. M. Darg, Biochem. J. 34, 1367 (1940}; Brit. J. Radiol. 16,
171 (1943).

4 J. Weiss, Nature 153, 748 (1944).

tivata dalle radiazioni risulti di radicali H ¢ OH e ricerche
probatorie, anzi concludenti, sono state effettuate da
ForssBERG! il quale irradid soluzioni di catalasi.

Noi ci siamo proposti di studiare la riduzione del bleu
di metilene attraverso il meccanismo della ionizzazione
dell’acqua. A tal fine noi abbiamo dapprima costruito
una curva di taratura del bleu di metilene, con lo spettro-
fotometro di Pulfrich, usando il filtro S. 66,6/3,5. L’estin-
zione obbedisce alla legge di LAMBERT-BEER ¢ abbiamo
calcolato tg o = 1,339. Vorremmo ricordare a questo
punto che i potenziali di ossido-riduzione di soluzioni
irradiate di bleu di metilene sono stati studiati da
LoiseLeur?

Noi abbiamo irradiato in atmosfera d’azoto 10 cm?®
di soluzioni n/100000 e n/50000 di bleu di metilene, in
provetta in vetro neutro Murano non contenente ele-
menti ad alto peso atomico, come controllammo radio-
graficamente. L’apparecchio usato era un Gorla-Siama,
tubo A.E.G., 120 kV, 3 mA, 40 v/m, D.F. 30 c¢m, senza
filtro®.

1 A. ForssBERG, Acta Radiol. 27, 281 (1946); Nature 159, 308
(1947).

2 J. LoiseLEUR, Bull. Soc. Chim. biol. 26, 21 (1943},

3 Dell'apparecchio concesso a nostra disposizione dall’Istituto di
Ruadiologia del’ Universitd di Milano andiamo grati al Prof, PERUSSIA.



