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271. Die Erfassung von Bestrahlungsprodukten mittels peroxydatisch
wirkender Fermente?)

von H. Aebi, R. Gressly, R. Oestreicher und A. Zuppinger
Dem Andenken an unsern Kollegen und Freund, Prof. W. Buser (t am 4. X. 1959), gewidmet.
(7. X. 59)

Die Wirkung ionisierender Strahlen kommt nach heutiger Auffassung dadurch
zustande, dass die primir gebildeten Bestrahlungsprodukte eine Reihe chemischer
Umsetzungen verursachen. Handelt es sich um wisserige Medien — was fiir lebende
Organismen zutrifft —, kommt es zunichst zur Bildung kurzlebiger Ionen und Radi-
kale. Nach WEi1ss2) ergeben sich zwischen diesen Partikeln zahireiche Reaktions-
moglichkeiten. Fiir die in der Folge auftretenden Strahlenwirkungen indirekter Art
wird unter anderem H,O, verantwortlich gemacht, welches durch Vereinigung von
2 H + O, oder durch Rekombination von OH-Radikalen gebildet wird. Von prak-
tischer Bedeutung ist dabei, dass Ionenausbeute und Ausmass der H,0,-Bildung
von der Strahlenqualitit (Ionisationsdichte), von der Zusammensetzung der Gas-
phase und von der Beschaffenheit des bestrahlten Systems abhingen. Die oxydie-
rende Wirkung von OH-Radikalen und H,0O, kann auf verschiedene Weise zur chemi-
schen Dosimetrie ionisierender Strahlen herangezogen werden. Am verbreitetsten
diirfte das «FrRiCKE-Dosimeter» sein, welches auf der Oxydation von Fet+ - Fet++
in saurer Losung beruht.

Es stellt sich in dieser Hinsicht die Frage, ob nicht auch enzymatische Reak-
tionen, welche die Ubertragung von H,0, und eventuell von Radikalen bewirken,
zum Nachweis oder sogar zur Messung derartiger Bestrahlungsprodukte herangezo-
gen werden kénnen. Hierfiir kommen in erster Linie Katalase und Peroxydase in
Frage. Beide Enzyme besitzen die Fihigkeit, bei gleichzeitiger Anwesenheit von
H,0, und einem geeigneten H-Donor peroxydatisch zu wirken. Dabei kommt es zur
Oxydation des H-Donors durch die aktive Enzym-H,0,-Zwischenverbindung (sog.
Komplex I). Da Leberkatalase und Meerrettichperoxydase relativ strahlenresistent
sind, steht einer Verwendung dieser Fermente — jedenfalls in dieser Hinsicht — nichts
entgegen. Wie aus den hier mitgeteilten Untersuchungen hervorgeht, kann ein solcher
Nachweis durch Zugabe eines geeigneten H-Donors zum System erreicht werden.
Durch Verwendung einer 4C-markierten Substanz oder eines Chromogens als H-
Donor ist es auf diese Weise moglich, geringe Mengen von peroxydatisch umgesetztem
Substrat zu erfassen. Derartige gekoppelte Oxydationsvorginge haben allerdings den
Nachteil, dass stets nur ein gewisser Prozentsatz des gebildeten H,0, peroxydatisch
umgesetzt wird. Dem steht der Vorteil gegentiber, dass das entstandene H,O, nicht

1) Uber einen Teil dieser Versuche ist anlisslich der 53. Tagung des schweizerischen Vereins
fiir Physiologie, physiologische Chemie und Pharmakologie vom 22, 11. 58 in Genf vorgetragen
worden; vgl. Helv. physiol. Acta 16, C 66 (1958).

%) J. WEiss, Nature 153, 748 (1944); Adv. in Catalysis 4, 343 (1952).
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angereichert, sondern sofort zur Bildung des «Indikatorproduktes» (14CO, bzw.
Chinonderivat) verbraucht wird.

Es sind in dieser Hinsicht untersucht worden:

1. Leberkatalase -+ 4C-Formiat (als H-Donor) = «Reagens». Reaktionsprodukt:
1CO, bzw. Bal‘CO,.

2. Meerrettichperoxydase + o-Dianisidin (als H-Donor) = «Reagens». Reaktions-
produkt: entspr. Chinon-Derivat.

Durch Variation verschiedener cxperimenteller Bedingungen ist zundchst ver-
sucht worden, die Bedeutung der einzelnen Faktoren abzukliren und cinc optimale
Ausbeute zu erreichen. Von Interesse ist vor allem die Tatsache, dass bei gleich-
bleibender Zusammensetzung des Systems und bestimmter Strahlenqualitit direkte
Proportionalitidt zwischen Dosis und Wirkung besteht. Schliesslich sind Experimente
mit Katalase-Inhibitoren sowie Konkurrenzversuche mit mehreren H-Donoren aus-
gefiihrt worden, um weitere Einblicke in dic recht komplexen Vorginge zu erhalten,
die sich bei der Rontgenbestrahlung dieser Modellsysteme abspielen.

Experimenteller Teil

1. Methodisches. — a) Bestimmung von H,0, mit Titansulfat. Diese Methode wurde vor
allem zu Vergleichszwecken hcrangezogen, z. B. zur Bestimmung der in den bestrahlten Ver-
suchsansitzen (ohne LEnzym) vorhandenen H,O,-Menge. Das Prinzip dieser von EGERTON3)
beschriebenen Methode ist folgendes: In Gegenwart von H,0, kommt es bei saurer Reaktion zur
Oxydation von Titan(II)-sulfat, wobei cin gelbes (TiO,,aq)t+-Ion gebildet wird. Dieses ldsst
sich photometrisch messen (z. B. mit Photometer < EPPENDORF»), Filter 436 my). Bei Verwendung
von 3 ml Analysenlésung und 1 ml Titansulfatreagens lassen sich 0,3 y/ml H,0, noch gut erfassen.
Zur Herstellung decs Reagens werden 200 mg Titan(II)-sulfat in 20 ml konz. H,SO, gecldst und
mit Aq. dest. auf 100 ml verdiinnt. Diese leicht blduliche Lésung geht nach Zusatz von einigen
Tropfen H,0, (stark verdiinnt!) in ein gerade erkennbares Gelb iiber.

b) Das Indikatorsystem Peroxydase und o-Dianisidin beruht in seiner Wirkungsweise darauf,
dass H,O, in Gegenwart von Peroxydase das Chromogen o-Dianisidin zu eincm braunen Farb-
stoff oxydiert. Dic Menge des entstandenen Farbstoffes wird im Photometer bei 436 my gemessen
und ist der vorhandcnen bzw. gebildeten H,O,-Menge proportional. Als Kontrolle dient ein un-
bestrahlter Ansatz bzw. ein Ansatz ohne Hy,O,. Zur Eichung der Messwerte werden einige Parallel-
ansitze mit bekannter H,0,-Konzentration im Versuch mitgefiihrt.

Reagenzien: Substrat- Puffergemisch. 1 ml 0,5-proz. Losung von o-Dianisidin (reinst, « FLUKA»)
in Aceton werden mit 150 ml m/15 Phosphatpuifer pH = 7,0 verdiinnt.

Enzymlosung. 0,1-proz. wisserige Losung von Meerrettich-Peroxydase (< BoEERINGER»). Die
Lichkurve wurde mit Perhydrol (<MERCK») erstellt.

Diec Zusammensetzung der Vervsuchsansdtze war, sofern nicht anders vermerkt, die folgende:

H,0,-Eichkurve: 5,0 ml o-Dianisidin-Puffergemisch; 0,5 ml Peroxydaselésung; 0,8 ml H,O,-
Loésung, enthaltend z. B. 0,1-5,0 pMol H,0,; 1,7 ml aq. dest. (ad. 8,0 ml).

Bestrahlungsversuche: 5,0 ml o-Dianisidin-Puffergemisch; 0,5 ml Peroxydaseldsung; 2,5 Aq.
dest. ad 8,0 ml.

In beiden Fillen gelangten kleine Kristallisierschalen mit Plexiglasdeckel zur Verwendung.
Zur Vornahme der photometrischen Bestimmung wurde ein aliquoter Teil des Ansatzes nach
Versuchsablauf in eine Kuvette von 10 mm Schichtdicke iibergefiihrt.

c) Das Indikalorsystem Kalalase und *C-Formiat (s. Tab. I). Wie friiher gezeigt worden ist,
wird Formiat bei Gegenwart einer geeigneten H,O,-Quelle durch Katalase peroxydatisch umge-
sctzt4)5). Bei Verwendung von M“C-Formiat (Radiochemical Centre Amersham) entsteht dabei

3) A. EGERTON, Analyt. chim. Acta 10, 422 (1954).
9 D. KEmwiN & E. I\, HARTREE, Biochem. J. 59, 293 (1945).
5) Eva Frer & H. AeB1, Helv. 41, 241 (1958).
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4CQ, als Reaktionsprodukt, welches durch Auffangen in Lauge und Uberfiihren in BaCO, be-
stimmt werden kann.

Zusammensetzung des Standardansatzes: 3,0 ml Phosphatpuffer, m/15, pH 6,8; 0,4 m
0,04-m. NaHCO4-Losung (als Carrier); 0,4 ml 0,2-m. Ldsung von 14C-Formiat; 0,4 ml Ldésung
von krist. Leberkatalase « BokHRINGER» (ca. 20 y/ml), 3,8 ml Aq. dest. (ad 8,0 ml).

Es wurden klcine Glasgefisse verwendet (Kristallisierschalen mit 4 cin Durchmesser und
2,5 cm Hoéhe), welche mit einem Plexiglasdeckel von 3 mm Dicke verschliessbar sind. Mit Hilfe
eines kurzen Plexiglasbiigels kann im Innern des Gefisses ein kleines Plastic-Nipfchen aufgehingt

Tabelle I. Oxydation von 1*C-Formiat zu 14CO4 durch RONTGEN-Strahlen bei Gegenwart und in
Abwesenheit von Katalase

Ex Ansatz Strahlen- Oxyd. enzymat.
NE " | ¥C-Formiat | Katalase dosis Formiat nicht enzym.
(80 uMol/A) (160 ¢/A) (r) (wMol) Formiatoxydat.
+ — 0,10
1 + * 4000 0,11 0,71
+ + 0,18
+ - 0,21
2 + * 9000 0,21 0,71
+ + 0,36
+ - 0,38
3 + * 15000 0,36 0,67
+ + 0,62
* = Hitze-inaktivierte Katalase

werden. Dieses wurde mit 0,3 ml 20-proz. NaOH beschickt. Gasphase: Luft. Zirka 15 Min. nach
erfolgtem Einfiillen und Verschliessen der Ansitze konnte mit der Bestrahlung begonnen werden.
Nach Versuchsende wurde zunichst eine pH-Kontrolle vorgenommen. Zu diecsem Zweck wurde
ein Tropfen des Ansatzes durch eine feine (verschliessbare) Offnung im Deckel entnommen.
Durch die gleiche Offnung erfolgte dann ein Zusatz von 1 ml 20-proz. Trichloressigsiureldsung.
Damit sollte jede weitere Reaktion abgestoppt und gleichzeitig eine moglichst vollstindige Aus-
treibung des gebildeten CO, aus dem angesiuerten Ansatz erreicht werden. Nach nochmaligem
Schiitteln der Ansitze wabrend 60 Min. erfolgte das Uberfiihren der Lauge aus dem Plastic-
ndpfchen in die vorberciteten ERLENMEYER-K&lbchen. Diese enthielten 2,0 ml 0,1-m. Nay,COyq,
0,5 ml 2-m. NH,Cl-Losung und ca. 10 ml aqua dest. Durch Zugabe von 1 ml 1,0-m. BaCl,-Losung
zur heissen Losung wurde das BaCO, ausgefillt und dieses sodann auf iibliche Weise zu BaCOj;-
Plittchen verarbeitet. Die Aktivitiat dieser Plittchen wurde im Helium-Durchflusszihler (Tra-
ceER-Las. Co.) gemessen; die resultierenden Aktivititen wurden hinsichtlich Nulleffekt und Selbst-
absorption korrigicrt. Die feuchte Verbrennung des 4C-Formiats ergab eine spezifische Aktivitat
von 2050 Counts/Min./uAq.

Dic Katalascfihigkeit der Enzym-Stammlésung wurde nach BoNNICHSEN, CHANCE &
THEORELL®) bestimmt. Zu Vergleichszwecken diente bei einer Reihe von Versuchen auch die
photometrische Methode von BErRGMEYER?). Bei allen iibrigen Aktivititsbestimmungen wurde
die Methode von FeinsTEINS) verwendet. Hinsichtlich technischer Einzelheiten sei auf ) ver-
wiesen. )

Zur Durchfilhrung der Bestrahlungen stand ein Picker-Therapiegerit zur Verfiigung.
Wahrend der Bestrahlung wurden die Proben zum Ausgleich von Feldinhomogenititen auf einem

% R. BonNICHSEN, B. CHANCE & H. THEORELL, Acta chem. scand. 1 685 (1947).
7) H. U. BERGMEYER, Biochem. Z. 327, 255 (1955).

) R. N. FEINSTEIN, ]. biol. Chemistry 180, 1197 (1949).

) R. GressLy, H. ERLENMEYER & H. AEsi, Helv. 42 ,204 (1959).

© ®



2534 HELVETICA CHIMICA ACTA

Plexiglasgestell rotierend bewegt. Bestrahlungsbedingungen: 250 kV; 15mA; 1,0 mm Al- +
0,25 mm Cu-Filter; Fokusabstand 26 cm; Dosimetrie mittels VicTorReeN-Kammer; mittlere
Dosisleistung ca. 300 r/Min.

2. Abhingigkeit der Formiatoxydatiom vom verschiedenen Versuchsbedingun-
gen., — Formiatkonzentration. Wird bei sonst gleichbleibender Versuchsanordnung die im
Ansatz vorhandene Formiatmenge variiert, so ergibt sich bis zu etwa 10 pMol/ml cine starke
Konzentrationsabhingigkeit der Formiatoxydation. Oberhalb dieses Wertes ist die bei einer be-
stimmten Strahlendosis resultierende Ausbeute an 4CO, von der Formiatkonzentration praktisch
unabhingig. Der Verlauf der in Fig. 1a dargestellten Sattigungskurve zeigt, dass eine Formiat-
konzentration von 10-millimolar (80 pMolf/Ansatz) als zweckmissig anzusehen ist. Der Kurven-
verlauf entspricht demjenigen, wie cr bei der Formiatoxydation durch Leberschnitte oder durch

Fig. 1a und 1b: Variation dey 14C-Formiat- bzw. EnzymRkonzentration in ronitgenbestrahlten Ansdtzen
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ohne Katalase (O) (40000)
Strahlendosis: 9000 r A = enzymatischer,
B = nicht-enzymatischer Anteil der Formiat-
oxydation

Strahlendosis: 6000 r

das System Katalase + Notatin+ Glucose zu beobachten ist1?)Ll). Bei allen wird der halbe Maxi-
malwert bei einer Konzentration von 1-2 pMol/ml Formiat tiberschritten. Diese formale Identitit
des Kurvenverlaufes spricht dafiir, dass dieser in allen drei Fillen durch denselben IFaktor, wahr-
scheinlich die Affinitidt zwischen Katalase und Formiat bestimmt wird.

Ingymmenge. Wird zur Ermittlung der optimalen Enzymmenge der Katalasczusatz variiert,
s0 crgibt sich gleichfalls eine Sattigungskurve. Wie aus Fig. 1b ersichtlich, zcigt dicse cinen etwas
flacheren Verlauf. 1iin Grenzwert scheint bei ciner Enzymmenge von iiber 20 y/ml erreicht zu
werden. Demzufolge ist diese Menge bei allen weiteren Versuchen beibehalten worden. Wie aus

10) H. Aenl, Eva Frey, R. KNAB & P. SIEGENTHALER, Helv. physiol. Acta 15, 150 (1957).
) H. Aes1 & Eva Frey, Helv. 41, 361 (1958).
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Fig. 1b weiter hervorgeht, wird selbst in Ansidtzen ohne Katalase 4C-Formiat in einem gewissen
Ausmass zu 4CO, oxydiert. Dies entspricht der von HarT1?) gemachten Beobachtung, dass
Ameisensidure in wisseriger Losung durch ionisierende Strahlen in CO, iibergefiihrt werden kann.
Dieser Grésse kommt somit der Charakter eines Leerwertes zu. Dass es sich bei der in Gegenwart
von Katalase erfolgenden zusitzlichen Formiatoxydation nicht um einen katalytischen Effekt
(z. B. Himinkatalyse) handelt, sondern um eine echte Fermentwirkung, geht aus den in Tab. 1
wiedergegebenen Versuchen hervor. Danach erhilt man in Ansitzen mit Hitze-inaktivierter
Katalase (15 Min. bei 90°) dieselbe 4CO,-Ausbeute wie in solchen ohne Enzymzusatz. Unter den
hier gewahlten Versuchsbedingungen betrigt das Verhiltnis zwischen dem enzymatischen (A)
und dem nicht-enzymatischen Anteil (B) der Formiatoxydation ca. 0,8:1,0. Diese an sich un-
giinstige Verhiltniszahl scheint von den Versuchsfaktoren nur wenig abhingig zu sein. Versuche,
den nicht-enzymatischen Anteil zu reduzieren, haben zu keinem verwertbaren Resultat gefiihrt.
Auch unbestrahlte Kontrollansitze weisen eine allerdings geringe Aktivitit auf. Somit setzt sich
die Totalmenge an oxydiertem Formiat bei Bestrahlung eines Standardansatzes, welcher aktive
Katalase enthilt, aus drei Anteilen zusammen: 1. einem enzymatischen Anteil, 2. einem nicht-
cnzymatischen Anteil und 3. einem (unbestrahlten) Reagenzienleerwert.

Fliissigkeitsvolumen. Beim Zustandekommen indirekter Strahlenwirkungen spieit der Ver-
diinnungseffekt eine besondere Rolle. Aus Versuchen mit variierter Fliissigkeitsmenge geht her-
vor, dass dies auch hier der Fall ist. So hat die Verdoppelung des Volumens bei gleicher Strahlen-
dosis nahezu eine Verdoppelung der #CO,-Bildung im Ansatz zur Folge, obgleich dabei Formiat-
und Enzym-Konzentration auf die Hilfte reduziert worden sind. Wird z. B. ein Standard-
Versuchsansatz (8 ml) mit 9000 r bestrahlt, so werden 0,34 pAq. Formiat oxydiert. Wenn das-
selbe System jedoch im halben Volumen (4 ml) bestrahlt wird, sinkt die Ausbeute auf 0,19 und
bei nochmaliger Reduktion des Volumens auf 2 ml gar auf 0,09 pAq. Formiat. Die Abhingigkeit
der 4CO,-Bildung vom Gesamtfliissigkeitsvolumen des Ansatzes erstreckt sich gleichermassen
auf dcn enzymatischen und den nicht-enzymatischen Anteil der Formiatoxydation. Wiirde die
Konzentration eine entscheidende Rolle spielen, so wire das Gegenteil zu erwarten. Auf Grund
dieses Ergebnisses sind alle Bestrahlungsversuche mit relativ grossen Fliissigkeitsvolumina
(8 ml/Ansatz) ausgefithrt worden.

Ahktuelle Reaktion. Nach CHANCE!®) zeigt die Katalase einen auffallend breiten Verlauf der
pH-Aktivititskurve, deren Optimum sich iiber einen Bereich von pH 4 bis pH 8 erstreckt. Inner-
halb dieses Intervalls (pH 4-7) lassen sich auch im Bestrahlungsversuch keine Unterschiede be-
ziiglich 1¥CO,-Ausbeute feststellen.

Temperatur und Aggregatzustand. In orientierenden Versuchen hat sich gezeigt, dass die
Formiatoxydation durch Strahleneinwirkung temperaturabhingig ist. Gefriert man die fertig
gemischten Ansitze vor Beginn der Bestrahlung und fihrt diese bei ciner Temperatur von ca.
—15° aus, so wird gleichfalls eine kleine, aber gut messbare Menge 14CO, gebildet. Der Prozent-
satz ist im Vergleich zu den unter Standardbedingungen (20°) resultierenden Ausbeute schwan-
kend, im Mittel 1/,—2/,. Die experimentelle Abklirung des Faktors Aggregatzustand wird unter
anderem dadurch erschwert, dass die Katalase beim Vorgang des Einfrierens bzw. Auftauens
cine Aktivititseinbusse erleidet und sie zudem im gefrorenen Ansatz anscheinend inhomogen
verteilt ist.

3. Einfluss der Strahlendosis. — System Kalalase-Formiat. Bei Bestrahlung eines
Standardansatzes mit einer belicbigen r-Dosis resultiert eine bestimmte, reproduzierbare Menge
von MCO,, z. B. bei 6000 r (250 kV, 15,0 mA, 0,25 Cu+1,0 Al) 0,25 y.}'\q. Wird die Strahlendosis
variiert, ergibt sich, dass die gebildete 14CO,-Menge der Dosis direkt proportional ist. Wic Fig. 2a
zeigt, trifft dies fiir den ganzen experimentellen Bereich zu, und zwar fiir die enzymatische und
die nicht-enzymatische Komponente der Formiatoxydation. Aus den in Fig.2a dargestellten
Dosis-Wirkungskurven lassen sich folgende Ausbeuten errechnen: a) 0,42 uMol total oxydiertes
uC.Formiat pro 104r und b) 0,23 uMol nicht-enzymatisch oxydiertes Formiat pro 104r. Aus diesen
Zahlen geht hervor, dass der prozentuale Anteil an oxydiertem Formiat bezogen auf die im An-
satz vorhandene Gesamtmenge (80 uMol) recht klein ist. Er betrigt bei ciner Dosis von 1000 r
ca. 1%/, und bei 10%r ca. 5%,,. Bei diesen Experimenten ist 14C-Formiat von mittlerer spezifischer

12y E. J. Harrt, J. physic. Chemistry 56, 594 (1952).
13) B. CHANCE, ]. biol. Chemistry 194, 471 (1952).
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Aktivitit verwendet worden. Wir haben daher — um Messproben von geniigend hoher Aktivitdt
zu erhalten — meist mit Strahlcndosen von ca. 6000 r gearbeitet.

Es sei hier noch auf die Frage der Stabilitit der Katalase in verdiinnter Losung, bestrahlt und
unbestrahlt, eingegangen. Vergleichende Aktivititsbestimmungen nach FEINSTEINS) in aliquoten
Teilen unbestrahlter Kontrollansitze haben ergeben, dass cs unter den gewdhlten Versuchsbedin-
gungen mit der Zcit zu einer Abnahme der Katalascaktivitit kommt. Diese Aktivititsabnahme
betrigt z. B. nach 1 Std. 16%,. Vergleicht man zum gleichen Zeitpunkt die Katalaseaktivitit
bestrahlter Ansiitze mit derjenigen unbestrahlter Kontrollen von gleicher Zusammensetzung, ist
z. B. bei einer Dosis von 10000 r ein weiterer Aktivititsabfall von 259%, zu beobachten.

Fig. 2a und 2b: Dosis-Wirkungskurven fiir das System Kalalase-13C-Formiat (Fig. 2a) und fiir
das System Pevoxydase-Dianisidin (Fig. 2b)
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* pMot co, F
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02 | o
0 2000 4000 6000 8000 T
0 5 10 5 10 Strahendosis
Strahtendosis
Fig. 2a Fig. 2b
Ordinate: 1#CO,-Bildung in nAq./Ansatz Ordinate: Extinktion (E 436 my) Abszisse:
Abszisse: Strahlendosis in r Rontgendosis in r
& Ansitze mit: ¥C-Formiat+ aktive Katalase e Ansidtze mit: o-Dianisidin 4 Peroxydase
o Ansitze mit: C-Formiat+ Hitze- O Ansitze mit: o-Dianisidin ohne Iinzym-
inaktivierte Katalase zusatz

O Ansitzemit: “C-Formiat ohne Enzymzusatz

System Peroxydase-Dianisidin. Da dieses System in der klinischen Chemie bereits routine-
missig Verwendung findet, ist auf eine Untersuchung der cinzelnen Versuchsfaktoren verzichtet
worden. Dic hier gewadhlten Konzentrationsverhiltnissc entsprechen etwa denen, wie sie zur
enzymatischen Glucose-Bestimmung!4) gebraucht werden. Wird eine Serie von Parallelansitzen,
enthaltend Peroxydase und Dianisidin, unter sonst gleichen Bedingungen verschieden lang be-
strahlt, so resultiert auch hier direktc Proportionalitit zwischen applizierter Strahlendosis und
Extinktion. Wie aus Tab. II hervorgeht, betrigt die bei 436 myp gemesscne Extinktions-
zunahme pro 1000 r im Mittel AE = 0,036. Hinsichtlich Blindwert ergibt sich hier insofern ein
anderes Verhalten, als o-Dianisidin-L.ésung bei Abwesenheit von Peroxydase nach Bestrahlung
kcine feststellbare Extinktionszunahme zeigt (vgl. Fig. 2b). Wird hingegen Hitze-inaktivierte
Peroxydasc zugesctzt, so kommt es im Bestrahlungsversuch gleichfalls zu einer Oxydation von
o-Dianisidin. Auch hier resultiert direkte Proportionalitit zwischen Dosis und Wirkung. Die

14) J. D. TELLER, Abstr. Amer. Chem. Soc. 130th Meeting 69 C (1956); A. HugGETT & D. A.
NixoN, Biochem. J. 66, 12 (1957).
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Umsitze betragen 60-809, im Vergleich zu den Ansitzen mit aktivem Enzym. Um einc Vor-
stellung von der Grossenordnung der zur Oxydation erforderlichen H,0,-Mcnge zu erhalten, ist
die bei der Bestrahlung gemessene Oxydation von o-Dianisidin mit derjenigen verglichen worden,
wie sic nach H,0,-Zusatz beobachtet werden kann. Eiuc derartige H,0,-Eichkurve verliuft im
Bereich von 0,01 bis 0,5 uMol H,0,/Ansatz praktisch lincar. Dabei ist pro 0,1 uMol H,0O, eine
Extinktionszunahme von AE = 0,11 zu beobachten.

Tabelle 11. Oxydation von o-Dianisidin durch RONTGEN-Straklen bei Gegenwart und
Abwesenhett von Peroxydase

Dasis Ansatz: Extinktion (E 436 my) uMol H,0,
© Peroxydase
(0,5 mgjAns,)| Ablesung Differcnz | AE[1000 r |Umrechnung| A/1000 r
- 0,008 —
0 * 0,016 - — — —
+ 0,016 —
— 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000
2000 * 0,060 0,044 0,022 0,042 0,021
+ 0,093 0,077 0,038 0,074 0,037
— 0,012 0,004 0,001 0,004 0,001
8000 * 0,180 0,164 0,021 0,156 0,020
+ 0,293 0,277 0,034 0,266 0,033
* = Hitze-inaktivierte Peroxydase (30 Min. bei 100°) .

4. Beeinflussung der Formiatoxydation durch Effektoren. — Um wecitcren Auf-
schluss tiber die Art der Strahlenwirkung auf das System Katalase-Formiat zu erhalten, sind
verschiedene Inhibitoren bzw. Effektoren auf ihre Wirkung gegeniiber dem enzymatischen und
nicht-enzymatischen Anteil der Formiatoxydation gepriift worden.

Wirkung von Na-Azid. Als einer der stirksten Katalase-Inhibitoren bewirkt Azid auch hier
eine Einschrinkung der Formiatoxydation. Wie aus Fig. 3a ersichtlich, geniigt bereits eine Azid-
konzentration von 10~4-m., um den enzymatischen Anteil der 1¥CO,-Bildung aus Formiat prak-
tisch vollstindig zu unterdriicken. Misst man die verbleibende Katalaseaktivitit nach FEINSTEINS),
s0 crgibt sich ein gleichsinniges Verhalten. Obwohl ¢s sich beim enzymatischen Anteil der durch
Strahleneinwirkung bedingten Formiatoxydation um den Ausdruck ciner peroxydatischen Akti-
vitit dieses Fermentes handelt, zeigen die I;,~Werte eine recht gute Ubercinstimmung mit der
Azidwirkung auf die H,0,-Spaltung. Der Ij-Wert betrigt im Bestrahlungsversuch 1,2:107%-m.
und im Aktivititstest nach FEINSTEIN®) Iy = 2,1-10~%-m. Der nicht-enzymatische Anteil der
Formiatoxydation wird durch die hier verwendeten Azidmengen nicht beeinflusst.

Beeinflussung durch Athanol. Wie in Fig. 3b dargestellt, bewirkt auch Athanol eine Hemmung
der 1CO,-Bildung. Im Gegensatz zur Azidwirkung erstreckt sich diese auf beide Komponenten
der Formiatoxydation. Der enzymatische Anteil wird indessen weit stirker gehemmt. Bereits
bei einer Athanolkonzentration von 0,5-1,09 ist eine enzymatische Oxydation nicht mehr sicher
nachweisbar, wihrend der nicht-enzymatische Anteil nur auf rund die Hilfte reduziert wird. Da
cine Athanolkonzentration von 1% auf die H,0,-spaltende Wirkung der Katalase ohne Einfluss
ist1%), kommt eine unspezifische Fermentinaktivierung hierfiir nicht in Frage. Vielmehr diirfte
Athylalkohol als weitercr méglicher H-Donor dem 4C-Formiat gegeniiber als Konkurrent auf-
treten,

Thiolverbindungen. Im Hinblick auf die Bedeutung verschiedener SH-Verbindungen als
Strahlenschutzsubstanzen sind einige dieser Stoffe auf ihre Effektorenwirkung im System
Katalase-Formiat getestet worden. Die Wirkung von Cystein und von Cysteamin auf den enzy-
matischen und den nicht-enzymatischen Anteil der Formiatoxydation ist verschieden. Die Mes-
sung des enzymatischen Anteiles kann deshalb keine Auskunft iiber das wihrend der Bestrahlung

15) R. GREsSLY, Med. Diss. Universitit Bern 1959,
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Yig. 3a und 3b: Effekt von Na-Azid (Fig. 3a) und Athanol (Fig. 3b) auf die YCO,-Bildung im
System Katalase-Formiat
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Ordinate: links: wAq.MCO,/Ansatz
rechts: verbleibende Katalase-Aktivitit in 9, (bestimmt nach FEINSTEIN$))
Abszisse: Effektorenkonzentration
o Komplettes System Katalase + 4C-Formiat
O Ansitze ohne Enzym
+ Katalase-Aktivitat
Strahlendosis: 6000 r

Tabelle IIL. Einfluss von Cysiecamin auf die Formiatoxydation im System Katalase-1*C-Formaiat

UCQ,-Bildung in pAq./Ansatz
Cysteamin- bestrahlt (8000 r) unbestrahlt
zusatz
mg/Ansatz | mit aktiver ohne mit aktiver ohne
Katalase Katalase Katalase Katalase

- 0,33 0,18 0,04 0,03
1 0,60 0,08 0,60 0,03
10 1,14 0,03 1,04 0,03
20 1,08 0,02 1,12 0,02
40 0,38 0,03 0,43 0,02

produzierte H,O, geben, weil bei der Thioloxydation selbst Peroxyd gebildet wird. Dass dieses fiir
gekoppelte Oxydationsvorginge, z. B. zur Formiatoxydation verwendet werden kann, ist frither
gezeigt worden!l). In Bestitigung diescr Befunde bewirken bereits geringe Thiolzusitze in be-
strahlten Proben eine starke Erhéhung der 4CO,-Bildung. Von Interesse ist dagegen, dass dic
Formiatoxydation im Bestrahlungsversuch bereits bei sehr geringen Thiolkonzentrationen ein
Maximum durchliuft und bei fortschreitender Erhohung der Thiolkonzentration eine graduelle
Abnahme der Formiatoxydation zu beobachten ist. Betrachtet man dagegen das Verhalten des
nicht-enzymatischen Anteiles (Ansitze ohne aktive Katalase), so kommt es bereits bei Thiol-
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konzentrationen von 1 bis 2 uMol/ml zu einer starken Abnahme der 4CO,-Bildung aus Formiat
(vgl. Tab. III). Sie betrigt beil,6 uMol/m] Cystein noch die Hilfte des Ausgangswertes und nihert
sich asymptotisch einem Mindestwert, der grdssenordnungsmissig dem Reagenzien-Leerwert ent-
spricht. Auf das unterschiedliche Verhalten, welches die getesteten Thiolverbindungen in dieser
Hinsicht zeigen, soll an anderer Stelle eingetreten werden. '

Diskussion

Peroxydase stellt zusammen mit dem Chromogen o-Dianisidin ein Indikator-
system dar, welches sich zum Nachweis kleiner Mengen von H,0, eignet. Es findet
speziell in der klinisch-chemischen Analyse zum Nachweis von Stoffen Verwendung,
welche in Gegenwart eines Hilfs-Fermentes (Notatin) H,O, bilden (z. B. enzymati-
sche Glucosebestimmung, vgl. 14)). Wie aus diesen Experimenten hervorgeht, kann
dieses Ferment bei zweckmissiger Versuchsanordnung auch zur Erfassung von Be-
strahlungsprodukten eingesetzt werden. Von den beiden hier gepriiften Indikator-
systemen diirfte das System Peroxydase-o-Dianisidin eher Aussicht auf praktische
Verwendung haben, einerseits wegen der einfacheren Messbarkeit des Oxydations-
bzw. Bestrahlungsproduktes im optischen Test, andererseits weil bei Abwesenheit des
Enzyms nur ein relativ geringer Blindwert resultiert. Besonders dann, wenn wesent-
lich empfindlichere Chromogene zur Verfiigung stehen, diirfte die Sichtbarkeit des
bei der Strahleneinwirkung gebildeten Produkts in der Praxis von Vorteil sein.

Das Indikatorsystem Katalase-Formiat ist an sich fiir dosimetrische Zwecke weit
weniger geeignet. Demgegeniiber sind aber die damit ausgefiihrten Experimente fiir
die Deutung der Wirkungsweise dieses Fermentes von Interesse. Es kann zwar nicht
mit Sicherheit gesagt werden, in welchem Verhiltnis das bei der Bestrahlung ge-
bildete H,0, entweder von der Katalase sofort in H,O und O, gespalten oder zur ge-
koppelten Oxydation des Formiats verwendet wird. Da es auch nicht angingig er-
scheint, die beim System Notatin-Katalase-Formiat gemachten Beobachtungen
(vgl. %) zu iibertragen, ist es zurzeit nicht méglich, Aussagen iiber die Natur der
enzymatischen und nicht-enzymatischen Komponente der Formiatoxydation zu
machen. Wenn auch die Bildung von H,0, bei Bestrahlung wisseriger Losungen er-
wiesen ist, so muss der in Gegenwart von aktiver Katalase beobachtete Mehrumsatz
an Formiat nicht unbedingt auf peroxydatisch umgesetztes HyO, zuriickzufithren
sein. Auf Grund der von GEORGE!®) vertretenen Anschauungen iiber die Wirkungs-
weise der Katalase ist auch eine enzymatische Beschleunigung des Umsatzes freier
OH-Radikale denkbar.

Die hier gegebenen Daten sind zunichst lediglich als relative Vergleichswerte
anzusehen. Es konnen daher nur grob angeniherte Angaben iiber die JTonenausbeute
der in dieser Arbeit untersuchten strahlenchemischen Umsetzungen gemacht werden.
Extrapoliert man die gemessenen Umsitze an oxydiertem o-Dianisidin bzw. Formiat
auf 1000 r und 11, so ergeben sich die folgenden Quotienten: a) System Peroxydase-
Dianisidin 3,1 uAq. H,0,; b) System Katalase-Formiat total 5,2 wAq. HyO, (wovon
2,9 uAq. nicht-enzymatisch). Bei Verwendung eines Umrechnungsfaktors von 0,34
(vgl. LEA?)) ergibt sich als Mass fiir die Ionenausbeute ein Quotient M/N von 1,1 im
Falle der Oxydation von o-Dianisidin und von 1,8 bei der Formiatoxydation. Diese
Tonenausbeuten fiir die H,0,-Bildung durch konventionelle RONTGEN-Strahlen ent-

18) P. GEORGE, Biochem. J. 43, 287 (1948).
17} D. E. LEA, Actions of Radiations on Living Cells (1946).
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sprechen gréssenordnungsmissig denjenigen, wie sie in andcren Systemen (z. B.
reines Wasser + O,) beobachtet worden sind (vgl. 18)).

Abschliessend sei auf den biologischen Aspekt der mit Katalase ausgefiihrten
Experimente cingegangen. Bekanntlich ist die Katalase neben ihrer H,O,-spaltenden
Wirkung befihigt, unter Verwendung von H,0, auch gekoppelte Oxydationen aus-
zufithren. Den Anschauungen von THEORELL und CHANCE folgend, neigt man sogar
dazu, in dieser peroxydaseartigen Wirkung die Hauptrolle der Organkatalasen zu
erblicken. Hierzu wird das erforderliche H,0, teils von Flavinenzymen (z. B. Xan-
thinoxydase, D-Aminosiureoxydase) und von oxydierten Thiolverbindungen ge-
liefert19). Von WARBURG ef 4l.19) ist die Auffassung vertreten worden, dass die Wir-
kung von RONTGEN-Strahlen auf die Glykolyse von Zellkulturen als ausschliesslicher
H,0,-Effekt zu betrachten ist und dass die Strahlenempfindlichkeit eines Gewebes
vor allem durch den Katalasegehalt bestimmt wird. Wenn man nun die bei der Be-
strahlung wisseriger Medien und Gewebe gebildeten H,0,-Mengen mit denen ver-
gleicht, wie sie bei peroxydatischen Umsetzungen z. B. in der Leber verbraucht wer-
den, dann ergibt sich, dass zur Stiitzung der obenerwidhnten Hypothese weitere
Annahmen erforderlich wiren (z. B. verschiedene Lokalisation des «normalerweise»
und des bei der Bestrahlung gebildeten H,0,). Dic peroxydatischen Umsetzungen,
die sich 4 vitro auch mit strahlengebildetem H,0O, (oder Partikeln mit gleicher Wir-
kung) ausfithren lassen, zeigen jedenfalls, dass auch in strahlenbiologischer Hinsicht
nicht nur die katalatische, sondern auch die peroxydatische Aktivitit dieses Fer-
mentes von Bedeutung ist.

Die Ausfithrung dieser Untersuchungen erfolgte mit Mitteln der Kommission fiir Atom-

wissenschaft, welcher hiermit bestens gedankt sei. Frl. S. BaiLLobs danken wir fiir wertvolle tech-
nische Mitarbeit.

SUMMARY

1. For the detection of H,0, formed by X-rays in aqueous solution two enzyme
systems have been used: a) liver-catalase and 14C labelled formate, 24CO, being the
reaction product; b} horseradish-peroxidase and o-dianisidine, the oxidation of which
can be followed colorimetrically.

2. Liver-catalase and horseradish-peroxidase are resistent enough to yield amounts
of reaction products directly proportional to the X-ray dose up to 15000 r.

3. The influence of experimental conditions and of inhibitors on the enzymatic
component in radiation induced formate oxidation has been investigated and is dis-
cussed in view of the biological role of catalase.
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