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D ie  k a t a l y t i s c h e  M u t a t i o n  der  I o n e n  AI a+ u n d  
MoO4 2- i m  H 2 O r Z e r f a l l  

I m  h o m o g e n e n  H202-Zerfal l  s ind  I o n e n  bis  auf  einige 
A u s n a h m e n  (Cu2+, Fee+, Fea+) wcnig  wi rksam.  "vVenn sic 
a b e r  au f  e inem e n t s p r e c h e n d e n  Trgge r  die F u n k t i o n  e iner  
p ro s the t i s chen  G r u p p e  i i be r nehm en ,  so k 6 n n e n  sic e ine 
betr~ichtl iche Akti 'vit~it e r langen ,  die im g i ins t igs t en  Fa l l  
in  den  a n o r g a n i s c h e n  S u p e r f e r m e n t e n  ~ ih ren  H 6 h e p u n k t  
er re icht .  Fai ls  m a n  zwei ve r sch i edene  I o n e n  au f  de r  
Tr~igeroberfl~iche auf t f i ig t ,  so k 6 n n e n  sic s ich in i h r e r  
W i r k u n g  verst~irken oder  abschw~ichen ~. Schl iesst ich k a n n  
die Reihenfolge ,  in  welcher  die be iden  I o n e n  a n  die 
Tr/igeroberfl~iche ge langen,  yon  B e d e u t u n g  sein,  wobei  
die B i l dung  yon  v e r s c h i e d e n  a k t i v e n  Dre i s to f fka t a ly sa -  
t o r en  ( i someren  Obe r f l~ i chen - K om pl exve r b i ndungen )  m6g-  
l ich ist. E ine  solche k a t a l y t i s c h e  M u t a t i o n  ~ - eine s t ruk -  
t u r c h e m i s c h e  B e g r t i n d u n g  wurde  bere i t s  f r i iher  gegeben ~-  
t r i f f t  a u c h  fiir die l o n e n  A13+ u n d  MoO~- zu, w e n n  diese 
sich au f  e i n e m ' C d ( O H ) 2 / C o ( O H ) i - M i s c h t r ~ g e r  bef inden .  
Wie  aus  de r  Tabe l le  ers icht l ich ,  i s t  das  I o n e n p a a r  
A1 a+ + MoO~- ohne  Tr~iger p r a k t i s c h  ind i f f e ren t  im H 2 0  "- 
Zerfall ,  u n d  zwar  u n a b N i n g i g  d a v o n ,  ob  m a n  zuers t  AP  + 
oder  MoO~- in das  R e a k t i o n s m e d i u m  einf i ihr t .  Auf  d e m  
g e n a n n t e n  Mischt r / tger  h ingegen  b e o b a c h t e t  m a n  in g u t  
r e p r o d u z i e r b a r e n  V e r s u c h e n  M u t a t i o n s e r s c h e i n u n g e n :  
Die K o m b i n a t i o n  Tfitger/AI~+/MoO~ - i s t  a k t i v e r  als die 
K o m b i n a t i o n  Tr~tger/MoO{-/A1 a+. Le tz t c r e  s u p p r i m i e r t  
sogar  den  H=O=-Zerfall gegent iber  de r  E i g e n w i r k u n g  des 
Cd(OH)=/Co(OH) , -Trggers ;  s iehe h ierzu  die fiir e ine 

Die Ionen A13+ und MoO4 ~-  (je 1 rag) im H2Oa-Zerfall bei 37 ° an 
1|| mg Cd(OH)~/Co(OH).~-Mischtrliger (Tr). Die Zahienwerte geben 
den Verbraueh an 0,1 u-b:I~InO 4 (in em a) fiir je 10 em a Reaktions- 

16sung 

Zeit "rr Tr4 AI 3~ Tr+ MoO~- MoO~-+ A18+ 
in rain + MoO~- + AI 3+ oder 

umgekehrt 

0 17,6 17,6 17,6 
60 11,2 10,4 13,a 

120 7,3 6,2 10,0 
180 4,6 3,8 7,5 

K'103 7,4 8,7 4,7 
im 
Mittel 

17,6 
17,4 
17,3 
17,1 

R e a k t i o n  e r s t e r  O r d n u n g  b e r e c h n e t e n  Geschwind igke i t s -  
k o n s t a n t e n  K, die gu t e  l~?bereins t immung e r g a b e n  (Ta- 
belle).  - D e n  Cd(OH)2/Co(OH)2-Mischt rgger  g e w i n n t  m a n  
d u r c h  m e c h a n i s c h e s  V e r m i s c h e n  de r  E i n z e l b e s t a n d t e i l e  
im MoI. Verb .  CdO : CoO = 1 : 1. Zu d iesem Zweck  f~illt m a n  
Cd(OH)2 u n d  Co(OH)~ gesonde r t  -s aus  Cd(NOa)2- resp.  
Co(NOa)~-L6sung m i t  2,3 Mot N a O H  bei R a n m t e m p e r a -  
tu r .  Die  sorgf~iltig a u s g e w a s c h e n e n  Gele w e r d e n  a n  de r  
L u f t  g e t r o c k n e t  u n d  d u r c h  Ny longaze  ( P o r e n d u r c h m e s s e r  
0,12 ram) gesiebt .  Der  G e s a m t w a s s e r g e h a l t  des  K a d m i u m -  
h y d r o x y d s  b e t r u g  n u n m e h r  31 ,5%,  de r  des  K o b a t t -  
h y d r o x y d s  27,5%.  Zu r  P r i i fung  de r  k a t a l y t i s c h e n  H~O 2- 
Ze r se t zung  b e f e u c h t e t  m a n  z u n g c h s t  10 m g  des  Misch-  
t rggers  gegebenenfa l l s  m i t  1 cm a (NHa)2MoO 4- u n d  1 cm 3 
A1Cla-L6sung (1 m g  AI a+ bzw. 1 m g  MoO~- e n t h a l t e n d )  in  
d ieser  oder  in  der  u m g e k e h r t e n  Reihenfolge .  S o d a n n  ver-  
s e t z t  m a n  den  M i s c h k a t a l y s a t o r  m i t  150 cm 3 H202-L6sung  
(0,3 p rozen t ig )  bei  37 ° u n d  lgss t  das  R e a k t i o n s g e m i s c h  
n a c h  e inma l igem g r a n d l i c h e m  U m s e h w e n k e n  ohne  Kon-  
v e k t i o n  bis z u m  Absch luss  de r  Messungen  bei  37 ° ruh ig  
s tehen .  I n  b e s t i m m t e n  Zei tabs t~ inden  e n t n i m m t  m a n  der  
L 6 s u n g  10 c m a - P r o b e n  und  b e s t i m m t  die  jeweils  v o r h a n -  
dene  H 2 O c K o n z e n t r a t i o n  m a n g a n o m e t r i s c h .  

S u m m a r y .  The  c a t a l y t i c  m u t a t i o n  of t he  ions A13+ a n d  
MoO4 ~- on  t he  mixed  ca r r i e r  C d ( O H ) J C o ( O H ) 2 ( T r  ) is 
recognizable  b y  t he  fac t  t h a t  t h e  c o m b i n a t i o n  T r +  A13+ 
+ MoO~- is more  ac t ive  in  t he  d e c o m p o s i t i o n  of HzO~ 
t h a n  t he  c o m b i n a t i o n  T r  + M o O ~ - +  A P  +. 

A. KRAUSE, V. DOMKA 
u n d  W. SLEZlAK 

i n s t i t u t  /i~r Anorganische Chemie der Universit i i t  
P o z n a n  (Polen), 30. November 1953. 

H20= 1 A. KRAUSE et al., C. R. mensuels $6, Acad. polon., C1. Sci. Math. 
allein natur. No. 5-10, 6g (1951}; Naturwiss, 48, 693 (1961); 50, 41 (1963). 

2 A. KRAUSE, Roczniki chem. (Ann. Soc. chim. polonorum) 27, 9 
(1953). 

a A. KRAUSE, C. R. mensuels Sd. Acad. polon., Cl. Sci. Math. natur. 17,6 
17,5 No. 5-10, 57 (1951); Acres Ili~me Congr~s internat. Catalyse, 
17,4 Paris (1960). 

a A. KRAUSE und F. DO,~tKA, Chem. Ber, 96, 371 (1961). 17,3 
5 Bei Gemeinschaftsfgllung yon Cd(Oft), a + Co(OH) 2 tritt die in der 

- Tabelle beschriebenc Mutation kaum hervor. Solche Unterschiede 
im katalytischcn Verhalten yon Misehtr/igern sind oft anzu- 
treffen; vgl. A. KRAUSE und F. DOMKA, Mh, Chem. 94, 793 (1963); 
Chem. Z. 88, 1 [2 (1961); Naturwissenschaften 51, 133 (1964). 

G l u t a t h i o n e  I n s t a b i l i t y  in  S t o r e d  B l o o d  

I t  was c la imed  f rom ind i rec t  ev idence  t h a t  t h e  pen to se  
p h o s p h a t e  p a t h w a y  a n d  t he  s t i m u l a t i n g  a c t i o n  of some  
revers ib le  dyes  on  i ts  a c t i v i t y  decrease  in red cells age ing  
in  vitro 1 a n d  in s tored  blood 2, a The  d i m i n u t i o n  of  pen to se  
p h o s p h a t e  p a t h w a y  a c t i v i t y  a n d  t he  decrease  of t h e  dye  
s t i m u l a t i n g  effect  resu l t  in i n a d e q u a t e  s u p p l y  of N A D P H  v 
n o r m a l l y  p rov ided  b y  t he  ac t ion  of g lucose -6 -phospha te  
d e h y d r o g e n a s e  a n d  6 -phosphog lucona t e  dehydrogenase ,  
w i t h  s u b s e q u e n t  fall of G S S G  reduc t i on  in the  N A D P H  2 
d e p e n d e n t  g l u t a t h i o n e  r educ ta se  reac t ion ,  a n d  f ina l ly  in 
t he  d rop  of G S H  in t he  g l u t a t h i o n e  s t ab i l i t y  test .  These  

c h a n g e s  were r epo r t ed  in g lucose -6 -phospha t e  d e h y d r o -  
genase  def ic iency 4, a n d  t h e y  are  sugges ted  as a cause  of 
G S H  i n s t a b i l i t y  desc r ibed  in h y p o g l y c e m i a  5, due  to  t he  
lack of t he  s u b s t r a t e ,  a n d  in t he  b lood of new-bo rn  

1 j .  I:'ALEK, Exper .  19, 305 (1963). 
2 j .  MIR~EVOVA and J.  Vos','KOVA, Vox sanguin is  6, 179 (1961). 
z R. F. SaEETS, H. E. HAmLTOt~, and  E. L. DEGowIN, Proc. Soc. 

exp. Biol. Med. s7, 433 (1954). 
4 A. R. TARLOV, G. J.  BREWER, P. E. CARSOn', and  A. S. ALVING, 

Arch. int.  Med. 109, 137 (1962). 
5 E. I~EIMANN-HOLLAENDER, J .  BgNIIA•SAT, and J.  J. GROEN, 

Metabol ism 11, 245 (196"2). 
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chi ldren,  s u p p o s e d l y  due  to  t he  same  changes  ~, a n d  in 
o ther  d i so rde r sL  A de ta i l ed  s t u d y  in s to red  b lood  h a d  
no t  u p  to  t h i s  t i m e  been  pe r fo rmed .  Therefore ,  i t  was  
COnsidered des i r ab le  to  s t u d y  t h e  g l u t a t h i o n e  s t ab i l i t y ,  
t he  a c t i v i t y  of  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  a n d  
pen tose  p r o d u c t i o n  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  glucose a n d  
w i th  glucose and  m e t h y l e n e  blue  d u r i n g  b lood s torage .  

F re sh  v e n o u s  b lood  was  p u t  in  s t a n d a r d  ac id -c i t r a t e -  
dex t rose  s o l u t i o n  ( co n t a i n i ng  N a  c i t r ic i  2.13 g, Acidi  
citrici 0.74, glucosae 2.0, a q u a e  100.ml  pe r  450 ml  blood) 
and  s to red  five weeks  u n d e r  s t a n d a r d  b lood  s to rage  con-  
d i t ions  a t  2 -4  ° in  a re f r ige ra to r .  I n  t h e  f resh  b lood  a n d  
every  week  of b l o o d  s torage ,  t h e  s amples  were  t a k e n  for  
the  g l u t a t h i o n e  s t a b i l i t y  tes t ,  c a r r i ed  ou t  as descr ibed  b y  
B~UTLERL w i t h  t h e  a d d i t i o n  of glucose acco rd ing  to  
SZEINBERG~. S imu l t aneous l y ,  t h e  g lucose -6 -phospha t e  de-  

8 ~  

6 

Z 

0 -~ 

8O 

6O 

; 

m 

, i i 

t 
36 4o 

Days or storage 

Fig. 1. GSH level in the non-incubated blood (upper Figure) and 
the decrease of GSH in the GSH stability test. The decrease is ex- 
Pressed in % of the initial GSH value. Four simultaneously stored 

blood samples. 
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lCig. ~. The pcntose production after incubation of red cells with 
glucose ( ~ )  and with glucose and methylene blue ( . . . .  ). Ordinate : 
P-M of pentoses increase per g Hb during 3 h incubation at 37 °. In 
(~----), the incubation mixture contained 0.5 ml packed red ceils, 
0-5 saline and 0.5 mt of Na, K isotonic phosphate buffer pH 7.4. 
~'glueose was added up to a final concentration of 1.2 mg per ml of 
the mixture. In ( . . . .  ), to this mixture was added methylene blue in 
a COncentration of 0.014 mg per ml of the mixture. Average values 

of five observations. 

h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  in r ed  cells was  d e t e r m i n e d  accord-  
ing  to  KORNBERG 1°, w i t h  some modi f ica t ions ,  as p u b -  
l i shed in l l  a n d  t h e  p r o d u c t i o n  of p e n t o s e  a f t e r  t h e  
i n c u b a t i o n  of r ed  cells w i t h  g lucose  a n d  w i t h  glucose a n d  
m e t h y l e n e  blue, as desc r ibed  in o u r  p r e v i o u s  c o m m u n i -  
ca t ion  t. 

The  re su l t s  of G S H  s t a b i l i t y  d u r i n g  b lood  s to rage  a re  
s u m m a r i z e d  in  F igu re  1. T h e  GSI-I c o n t e n t  in  s t o r e d  
b lood  decreases ,  as r e p o r t e d  previouslya~,  a n d  t h e r e  is a 
progress ive  fall in g l u t a t h i o n e  s t ab i l i t y .  B e t w e e n  23-25  
days  the  p o s t - i n c u b a t i o n  level  of G S H  falls be low t h e  
level  of 40 m g  pe r  100 ml  of p a c k e d  red  cells (3.6 fzM pe r  
1 g of haemog lob in ) ,  w h i c h  is cons ide red  as  a c r i t ica l  level  
of G S H  s t a b i l i t y L  T h e  resu l t s  of pen to se  p r o d u c t i o n  a f t e r  
t he  i n c u b a t i o n  of t h e  s to red  cells w i t h  glucose a n d  w i t h  
glucose a n d  m e t h y l e n e  b lue  a re  d e m o n s t r a t e d  in F igu re  2. 
I n  t he  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  of g lucose  alone,  t he  p e n t o s e  
p r o d u c t i o n  inc reased  d u r i n g  t h e  f i rs t  week  of s torage ,  sup-  
posedly  due  to  t h e  inc reased  N A D P H ~  o x i d a t i o n  in 
s to red  blood, T h e n  t h e  p rogress ive  fal l  is d e m o n s t r a b l e .  
I n  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  of g lucose  a n d  m e t h y l e n e  b lue ,  
t h e  p rogress ive  d rop  of p e n t o s e  p r o d u c t i o n  co r r e sponds  
to t he  decreased  g l u t a t h i o n e  s t a b i l i t y  in  r ed  cells. T h e  
d e t e r m i n a t i o n  of g lucose -6 -phospha t e  d e h y d r o g e n a s e  ac- 
t i v i t y  in red cells d u r i n g  b lood  s to rage  r e v e a l e d  t h a t  the  
a c t i v i t y  of t h i s  e n z y m e  is n o t  d imin i shed .  These  r e su l t s  
con f i rm  t h e  o b s e r v a t i o n s  of ~3 

Since we p e r f o r m e d  t h e  G S H  s t a b i l i t y  t e s t  w i t h  suffi-  
c i en t  g lucose  supply ,  t h e  decrease  of h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  
in  t he  cell, as  a r e su l t  of A T P  fall  d u r i n g  t h e  b lood  s torage ,  
w i t h  s u b s e q u e n t  d r o p  in p e n t o s e  p h o s p h a t e  p a t h w a y  ac-  
t i v i t y  a n d  of N A D P H ~  supp ly ,  was  cons ide red  a cause  of 
G S H  ins tab i l i ty .  I n  a n  a t t e m p t  to  con f i rm  th i s  p r e s u m p -  
t ion ,  s to red  b lood  23-38 d a y s  old  was  p r e i n c u b a t e d  w i t h  
adenos ine  (5 ~tM of a d e n o s i n e  pe r  m l  of b lood)  a t  37 ° 

The effect of adenosine on GSH instability 

Days of No adenosine Preincubation 
storage with adenosine 

A B A* B 

38 4.30 82.0% 4.50 14,8% 
38 4.16 81.5% 4.52 14.7% 
35 5.35 42.5 ~/o 5.67 8,1% 
~13 5.23 50.5% 5.23 16.2% 
23 6.13 66.2 % 6,38 5.4 % 

A: The GSH level in y.M per 1 g Hb in stored blood before (A) and 
after (A*) preineubation with adenosine. B: The decrease of GSH ill 
GSH stability test in % of the initial GSH value. 

6 A. SZEINBERG, B. RAMOT, C. SHEBA, A. ADAM, I. HALBRECHT, 
M. RIKOVER, S. WISHNIEVSKV, and E. RABAN, J. clin. Invest. 
37, 1436 (1958). 
G. B. THETL, CU. E. BRODINE, and P. D. DOOLAN, J. lab. elin. 
Med. 58, 736 (196t). 

s E. BEUTLER, J. lab. clin. Med. 49, 84 (1957). 
a A. SZE1NBERt~, C. SltEBA, and A. ADAM, Blood 13, 1043 (1958), 

10 A. KOaNBERG and B. L. HoaEcglsa, Methods in Euzymology 
(New York 1955), vol. 1, p. 722. 

zz L. VOL~K, J. PALEK, and R. PAPE2OV/,, in press. 
12 C. WAOENKNECH% Folia haemat. 78, 77 (1962). 
ts Doktorandenkollektiv des Physiologisch-Chemischen Institutes 

Berlin (1960/61), Folia haemat. 78, 352 (1962). 



422 Br~ves comnmnications - Kurze Mitteilungen EXPER1ENTIA gNU8 

for 3 h. Marked improvement of GSH stability was ob- 
served (Table). 

The significance of our observations must be further 
studied. The GSH instability in stored blood can be con- 
sidered a result of storage lesion of red cells. Its reversal 
after incubation with adenosine supports the view tha t  the 
ATP regeneration, which occurs in vivo in the stored red 
ceils after transfusion x*, improves greatly GSH stability. 

wurde beobachtet. Die Glutathioninstabili t~t kann durch 
Pr~inkubation mit Adenosin normalisiert werden. 

J. PALEK and VL. VOLEK 

First Medical Clinic, Charles University, 
Prague (Czechoslowakia), March t0, 7964, 

Zusammen[assung. Das Sinken der Glutathionstabilit~it 
und der Pentosenbildung nach Inkubation mit  Glucose 
und Glucose mit Methylenblau w~hrend der Blutlagerung 

14 B. W. GABRIO, C. A. FINCH, and F. M. HUENNEKENS, Blood 11, 
103 (1956). 

B e o b a c h t u n g e n  tiber das  A u f t r e t e n  y o n  
K e r a t o h y a l i n g r a n u l a  i m  Z e l l k e r n  

Das Oesophagusepithel der erwachsenen Rat te  ist bis 
zum Drtisenmagen verhornt. Bereits bei Neugeborenen 
finder sich im Bereich der Pars cardiaca des Magens eine 
Verhornung, die in den darauf folgenden Tagen oralwitrts 
fortschreitet und sich schon am 3. Tag post partum fiber 
den gesamten Oesophagus erstreckt (OEHMKE 1). 

Dieser zeitlich relativ gut verfolgbare Prozess gestat tet  
jeweils die verschiedenen Stadien der Verhornung zu er- 
fassen. Das Keratin derartiger Verhornungen wird in der 
Literatur  als ~soft keratin~ beschrieben. Der  Verhor- 
nungsprozess als solcher unterscheidet sich yon dem der 
Epidermis durch das Fehlen des charakteristischen Stra- 
tum lucidum. 

Der bereits verhornte Epithelverband gliedert sich in 
3 Zellgruppen: (1) Basale zylindrische Zellen (Gruppe I), 
die neben den iiblichen normalen elektronenmikrosko- 
pisch feststellbaren Zellstrukturen relativ reichlich Ribo- 
somen enthalten. (2) Die mittlere Zellage (Gruppe II) aus 
zunehmend sich abplattenden, an sich vSllig intakten 
Zellen bestehend, deren Ribosomengehalt  jedoch nach 
oben auffallend abnimmt (etwa 4-6 Zellagen). (3) Die 
obere Zellage (Gruppe III) ,  aus 4-5 Zelten bestehend, die 
dem Verhornungsprozess unterworfen sind. Auch bier 
lassen sich drei verschiedene Gruppen yon Zellen unter- 
scheiden, fiber die im Einzelnen hier nicht berichtet wird. 

Die zu beschreibenden Befunde wurden in den oberen 
ZeIlen der Gruppe I I  erhoben, in denen yon basal nach 
apikal gegen die Gruppe I I I  (verhornte Zellen) Vermehrt 
Keratohyalingranula auftreten. Diese finden sich nun 
ausser im Cytoplasma auch innerhalb der Zellkerne in 
Form kleiner runder, elektronenmikroskopisch sehr dich- 
ter Granula mit  einem Durchmesser yon etwa 0,1-0,3 /, 
(teilweise mehr). Ihre Oberfl~chen sind relativ scharf 
begrenzt und zeigen einen Hof, der etwa die gleiche 
Dichte wie das strukturierte Karyoplasma besitzt. Die in 
diesem Hof auftretenden Strukturen haben keine )khn- 
lichkeit mit  den cytoplasmatischen Ribosomen. Hin und 
wieder treten solche Granula (etwa 0,1 /~ gross) bereits in 
unmittelbarer Nghe oder sogar im Nucleolus selbst auf, 
yon dem sie sich dutch ihre wesentlich dichtere Struktur  
gut  unterscheiden lassen. 

Die im Cytoplasma als Keratohyalingranula eindeutig 
zu identifizierenden Gebilde besitzen elektronenoptisch 
die gteiche Strukturdichte. Ihre Gr6ssendurchmesser sind 
sehr verschieden, jedoch entsprechen die kleinsten den 
im Kern vorkommenden, die grSssten betragen etwa 2 # 

(gelegentlich mehr). Ausser durch die zum Teil sehr ver- 
schiedenen GrSssen unterscheiden sic sich von den intra- 
nuclearen durch einen Besatz yon Ribosomen, die sich in 
einer engen Randzone um die dichten, nunmehr meist 

Ooesophagusepithel Ratte, 3 Tage, oberflSchliche Zellen der Grupp e 
II und Armchnitt tier Gruppe IlI (siehe Text). Intranucleare und 
intraplasmafische Keratohyalingranula. Vergr6sserung: 25000fach 

(nachvergr6ssert). 

1 H.-J. OEHMKE, 59. Vers. Anat. Ges, Miinchen, im Druck (t963). 


