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Die katalytische Mutation der Ionen A3+ und
Mo0O,*- im H,0,-Zerfall

Im homogenen H,0,-Zerfall sind Ionen bis auf einige
Ausnahmen (Cu?*, Fe?+, Fe3t) wenig wirksam. Wenn sie
aber auf einem entsprechenden Trager die Funktion einer
prosthetischen Gruppe iibernehmen, so konnen sie eine
betrichtliche Aktivitdt erlangen, die im giinstigsten Fall
in den anorganischen Superfermenten? ihren Hohepunkt
erreicht. Talls man zwei verschiedene Ionen auf der
Tréageroberfliche auftrigt, so konnen sie sich in ihrer
Wirkung verstdrken oder abschwichen 2. Schliiesstich kann
die Reihenfolge, in welcher die beiden Ionen an die
Tréageroberfliche gelangen, von Bedeutung sein, wobei
die Bildung von verschieden aktiven Dreistoffkatalysa-
toren (isomeren Oberflichen-Komplexverbindungen) mog-
lich ist. Eine solche katalytische Mutation?® — eine struk-
turchemische Begriindung wurde bereits frither gegeben ¢~
trifft auch fiir die lonen A+ und MoOj}- zu, wenn diese
sich auf einem’Cd(OH),/Co(OH),-Mischtrédger befinden.
Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist das JIonenpaar
AP+ 4 MoO3- ohne Triger praktisch indifferent im H,0,-
Zerfall, und zwar unabhingig davon, ob man zuerst Al*+
oder MoOj}- in das Reaktionsmedium einfiihrt. Auf dem
genannten Mischtriger hingegen beobachtet man in gut
reproduzierbaren Versuchen Mutationserscheinungen:
Die Kombination Triger/Al**/MoQ}~ ist aktiver als die
Kombination Triger/MoOj-fAl%*. Letztere supprimiert
sogar den H,0,-Zerfall gegeniiber der Eigenwirkung des
Cd{OH),/Co(OH),-Tridgers; siehe hierzu die fiir eine

Die Tonen AP+ und MoO2~ (je 1 mg) im H,y0,-Zerfall bei 87° an
1t mg CA{OH),/Co{OH),-Mischtriger {Tr). Die Zahlenwerte geben
den Verbrauch an 6,1 #-KMnO, (in cm?) fiir je 10 em® Reaktions-

16sung
Zeit Tr Tr4 ARt Tr+ Moog“ MOO%‘-&- A+ H,0,
in min +Mo03- + Al3+ oder allein
umgekehrt
0 17,6 17,6 17,6 17,6 17,8

60 11,2 10,4 13,4 17,4 17,5
120 7,3 6,2 10,0 17,3 17,4
180 4,6 3,8 75 17,1 17,3
K108 74 8,7 4,7 - -
im
Mittel

Glutathione Instability in Stored Blood

It was claimed from indirect cvidence that the pentose
phosphate pathway and the stimulating action of some
reversible dyes on its activity decrease in red cells ageing
in vitro! and in stored blood #3, The diminution of pentose
phosphate pathway activity and the decrease of the dye
stimulating effect result in inadequate supply of NADPH,,
normally provided by the action of glucose-6-phosphate
dehydrogenase and 6-phosphogluconate dehydrogenase,
with subsequent fall of GSSG reduction in the NADPH,
dependent glutathione reductase reaction, and finally in
the drop of GSH in the glutathione stability test. Thesc
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Reaktion erster Ordnung berechneten Geschwindigkeits-
konstanten K, die gute Ubereinstimmung ergaben (Ta-
belle). — Den Cd(OH),/Co(OH),-Mischtriger gewinnt man
durch mechanisches Vermischen der Einzelbestandteile
im Mol. Verh. CdO:CoO=1:1. Zu diesem Zweck fillt man
Cd{OH), und Co(OH)}, gesondert® aus Cd({NO;),- resp.
Co{NO,),-Losung mit 2,3 Mol NaOH bei Raumtempera-
tur. Die sorgfiltig ausgewaschenen Gele werden an der
Luft getrocknet und durch Nylongaze (Porendurchmesser
0,12 mm) gesiebt. Der Gesamtwassergehalt des Kadmium-
hydroxyds betrug nunmehr 31,5%, der des Kobalt-
hydroxyds 27,5%,. Zur Priifung der katalytischen H,Op
Zersetzung befeuchtet man zundchst 10 mg des Misch-
trigers gegebenenfalls mit 1 cm® (NH,),Mo0,- und 1 cm®
AICL,-L8sung (1 mg Al**+ bzw. 1 mg MoOj~ enthaltend) in
dieser oder in der umgekehrten Reihenfolge. Sodann ver-
setzt.man den Mischkatalysator mit 150 cm® H,0,-Lésung
(0,3 prozentig) bei 37° und ldsst das Reaktionsgemisch
nach einmaligem griindlichem Umschwenken ohne Kon-
vektion bis zum Abschluss der Messungen bei 37° ruhig
stehen. In bestimmten Zeitabstdnden entnimmt man der
Ljsung 10 cm3-Proben und bestimmt die jeweils vorhan-
dene H,0,-Konzentration manganometrisch.

Swummary. The catalytic mutation of the ions A3+ and
MoO3- on the mixed carrier Cd(OH),/Co(OH)y(Tr) is
recognizable by the fact that the combination Tr+ A3+
+ MoO2- is more active in the decomposition of H,0,
than the combination Tr+ MoO}- -+ A3+,
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changes were reported in glucose~-6-phosphate dehydro-
genase deficiency?, and they are suggested as a cause of
GSH instability described in hypoglycemia®, due to the
lack of the substrate, and in the blood of new-born
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children, supposedly due to the same changes®, and in
Other disorders?. A’ detailed study in stored blood had
N0t up to this time been performed. Therefore, it was
Considered desirable to study the glutathione stability,
the activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase and
Pentose production after incubation with glucose and
Wwith glucose and methylene blue during blood storage.
Fresh venous blood was put in standard acid-citrate-
d_exfcrose solution {containing Na citrici 2.13 g, Acidi
Citrici 0.74, glucosae 2.0, aquae 100 ml per 450 ml blood)
3{1(.1 stored five weeks under standard blood storage con-
ditions at 2-4° in a refrigerator. In the fresh blood and
every week of blood storage, the samples were taken for
the glutathione stability test, carried out as described by
EUTLER®, with the addition of glucose according to
SzEINBERG?. Simultaneously, the glucose-6-phosphate de-

M GSH per 1g Hb
£

GSH decrease in%

01 10 20 30 40
Days of 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 9, of the initial GSH value., Four simultaneously stored
blood samples,

pHM/g Hb

b
22 29
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Fig. g, The pentose production after incubation of red cells with
Blucose ( y and with glucose and methylene blue (----). Ordinate:
WM of pentoses increase per g Hb during 38 h incubation at 37°. In
——), the incubation mixture contained 0.5 ml packed red cells,
U5 saline and ©.5 ml of Na, K isotonic phosphate buffer pH 7.4.
S-glucose 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
& concentration of 0.014 mg per ml of the mixture. Average values
of five observations.
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hydrogenase activity in red cells was determined accord-
ing to KORNBERG?!®, with some modifications, as pub-
lished in !}, and the production of pentose after the
incubation of red cells with glucose and with glucose and
methylene blue, as described in our previous communi-
cation!.

The results of GSH stability during blood storage are
summarized in Figure 1. The GSH content in stored
blood decreases, as reported previously??, and there is a
progressive fall in glutathione stability. Between 23-25
days the post-incubation level of GSH falls below the
level of 40 mg per 100 ml of packed red cells (3.6 uM per
1 g of haemoglobin}, which is considered as a critical level
of GSH stability ¢. The results of pentose production after
the incubation of the stored cells with glucose and with
glucose and methylene blue are demonstrated in Figure 2.
In the incubation mixture of glucose alone, the pentose
production increased during the first week of storage, sup-
posedly due to the increased NADPH, oxidation in
stored blood. Then the progressive fall is demonstrable.
In the incubation mixture of glucose and methylene blue,
the progressive drop of pentose production corresponds
to the decreased glutathione stability in red cells. The
determination of glucose-6-phosphate debydrogenase ac~
tivity in red cells during blood storage revealed that the
activity of this enzyme is not diminished. These results
confirm the observations of 13,

Since we performed the GSH stability test with suffi-
cient glucose supply, the decrease of hexokinase activity
in the cell, as a result of ATP fall during the blood storage,
with subsequent drop in pentose phosphate pathway ac-
tivity and of NADPH, supply, was considered a cause of
GSH instability. In an attempt to confirm this presump-
tion, stored blood 23-38 days old was preincubated with
adenosine (3 puM of adenosine per ml of blood) at 37°

The effect of adenosine on GSH instability

Days of No adenosine Preincubation
storage with adenosine

A B A* B
as 4.30 82.09% 4.50 14.8%
38 4.16 81.5% 4,52 14.7%
35 5.35 42.5% 5.67 8,1%
23 5.23 50.59%, 5.23 16,29,
23 6.13 66.2% 6.38 5.4%,

A: The GSH level in paf per 1 g Hb in stored blood before (A) and
after {A*) preincubation with adenosine. B: The decrease of GSH in
GSH stability test in 9 of the initial GSH value.
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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 that the
ATP regeneration, which occurs % vivo in the stored red
cells after transfusion?, improves greatly GSH stability.

Zusammenfassung. Das Sinken der Glutathionstabilitat
und der Pentosenbildung nach Inkubation mit Glucose
und Glucose mit Methylenblau wihrend der Blutlagerung
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wurde beobachtet. Die Glutathioninstabilitit kann durch
Priinkubation mit Adenosin normalisiert werden.

J. PaLEx and VL. VoLEK

Fivst Medical Clinic, Charles Unitversity,
Prague (Czechoslowakia), March 10, 71964.

14 B. W. Gasrio, C. A. Fincy, and F. M. Huexnekens, Blood 14,
103 {1956).

Beobachtungen tiber das Auftreten von
Keratohyalingranula im Zellkern

Das Oesophagusepithel der erwachsenen Ratte ist bis
zum Driisenmagen verhornt. Bereits bei Neugeborenen
findet sich im Bereich der Pars cardiaca des Magens eine
Verhornung, die in den darauf folgenden Tagen oralwiirts
fortschreitet und sich schon am 3. Tag post partum iiber
den gesamten Oesophagus erstreckt (OBHMKE?),

Dieser zeitlich relativ gut verfolgbare Prozess gestattet
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 von 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 1),
die neben den iiblichen normalen elektronenmikrosko-
pisch feststellbaren Zellstrukturen relativ reichlich Ribo-
somen enthalten. (2) Die mittlere Zellage (Gruppe 11} aus
zunehmend sich abplattenden, an sich véllig intakten
Zellen bestehend, deren Ribosomengehalt jedoch nach
oben auffallend abnimmt (etwa 4-6 Zellagen). (3) Die
obere Zellage (Gruppe I1I}, aus 4-5 Zellen bestehend, die
dem Verhornungsprozess unterworfen sind. Auch hier
lassen sich drei verschiedene Gruppen von Zellen unter-
scheiden, iiber die im Einzelnen hier nicht berichtet wird.

Die zu beschreibenden Befunde wurden in den oberen
Zellen der Gruppe II erhoben, in denen von basal nach
apikal gegen die Gruppe IiI (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 von etwa 0,1-0,3 u
(teilweise mehr). Thre Oberflichen 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 Ann-
lichkeit mit den cytoplasmatischen Ribosomen. Hin und
wieder treten solche Granula (etwa 0,1 u gross) bereits in
unmittelbarer Nihe oder sogar im Nucleolus selbst auf,
von dem sie sich durch ihre wesentlich dichtere Struktur
gut unterscheiden lassen.

Die im Cytoplasma als Keratohyalingranula eindeutig
zu identifizierenden Gebilde besitzen elektronenoptisch
die gleiche Strukturdichte. Ihre Gréssendurchmesser sind
sehr verschieden, jedoch entsprechen die kleinsten den
im Kern vorkommenden, die grissten betragen etwa 2 u

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

QOoesophagusepithel Ratte, 3 Tage, oberflichliche Zellen der Grupp®

11 und Anschnitt der Gruppe I11 (siche Text). Intranucleare um

intraplasmatische Keratohyalingranula. Vergrisserung: 25000 fach
(nachvergréssert).

1 H.-]. OzsMKE, 59. Vers. Anat. Ges, Miinchen, im Druck {19683).



