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271. Die Erfassung von Bestrahlungsprodukten mittels peroxydatisch 

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), gewidmct. 

(7. x. 59) 

wirkender Fermentel) 

Die Wirkung ionisierender Strahlen kommt nach heutiger Auffassung dadurch 
zustande, dass die primar gebildeten Bestrahlungsprodukte eine Reihe chemischer 
Umsetzungen verursachen. Handelt es sich um wasserige Medien - was fur lebende 
Organismen zutrifft -, kommt es zunachst zur Bildung kurzlebiger Ionen und Radi- 
kale. Nach WEISS~) ergeben sich zwischen diesen Partikeln zahlreiche Reaktions- 
moglichkeiten. Fur die in der Folge auftretenden Strahlenwirkungen indirekter Art 
wird unter anderem H,O, verantwortlich gemacht, welches durch Vereinigung von 
2 H + 0, oder durch Rekombination von OH-Kadikalen gebildet wird. Von prak- 
tischer Bedeutung ist dabei, dass Ionenausbeute und Ausmass der H,O,-Bildung 
von der Strahlenqualitat (Ionisationsdichte), von der Zusammensetzung der Gas- 
phase und von der Beschaffenheit des bestrahlten Systems abhangen. Die oxydie- 
rende Wirkung von OH-Radikalen und H,O, kann auf verschiedene Weise zur chemi- 
schen Dosimetrie ionisierender Strahlen herangezogen werden. Am verbreitetsten 
durfte das ({FRIcKE-Dosimeter)) sein, welches auf der Oxydation von Fe++ -+ Fe+++ 
in saurer Losung beruht. 

Es stellt sich in dieser Hinsicht die Frage, ob nicht auch enzymatische Reak- 
tionen, welche die Obcrtragung von H,O, und eventuell von Radikalen bewirken, 
zum Nachweis oder sogar zur Messung derartiger Bestrahlungsprodukte herangezo- 
gen werden konnen. Hierfur kommen in erster Linie Katalase und Peroxydase in 
Frage. Beide Enzyme besitzen die Fahigkeit, bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
H,O, und einem geeigneten H-Donor peroxydatisch zu wirken. Dabei kommt es zur 
Oxydation des H-Donors durch die aktive Enzym-H,O,-Zwischenvcrbindung (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 werdcn. 
Durch Venvendung einer 14C-markierten Substanz oder eines Chromogens als H- 
Donor ist es auf diese Weise moglich, geringe Mengen von peroxydatisch umgesetztem 
Substrat zu erfassen. Derartige gekoppelte Oxydationsvorgange haben allerdings den 
Nachteil, dass stets nur ein gewisser Prozentsatz des gebildeten H,O, peroxydatisch 
umgesetzt wird. Dcm steht der Vorteil gegenuber, dass das entstandcne H,O, nicht 

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

2, J. TVEISS, Nature 153, 748 (1944) ; Adv. in Catalysis 4, 343 (1952). 
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angereichert, sondern sofort zur Bildung des (( Indikatorproduktes )) (14C0, bzw. 
Chinonderivat) verbraucht wird. 

Es sincl in clicscr Hinsicht untersucht worden : 
1. Lebcrkatalase -k 14C-Formiat (als H-Donor) = ct Reagcns )). Reaktionsprodukt : 

14C0, bzw. Ba14C0,. 
2. Meerrettichperoxydase + o-Dianisidin (als H-Donor) = (1 Reagens R. Reaktions- 

produkt : cntspr. Chinon-Derivat. 
Durch Variation verschicdcncr cxpcrimentcllcr Bcdingungen ist zunachst ver- 

suclit worden, die Bedeutung der einzelnen Falctoren abzuklaren und cine optimale 
Alusbeute zu erreichen. Von Interesse ist vor allem die Tatsache, dass bei gleich- 
bleibender Zusammensetzung des Systems und bestimmter Strahlenqualitat direkte 
Proportionalitat zwischen Dosis und Wirkung besteht. Schliesslich sind Expcrimente 
mit Katalase-Inhibitoren sowie Konkurrenzversuche rnit mehreren H-Donoren aus- 
gefiihrt worden, um weitere Einblickc in die recht komplexen Vorgange zu erhalten, 
die sich bei der Rontgenbestrahlung dieser Modellsysteme abspielen. 

Experimenteller Teil 
1. Methodisches. - a) Bestzmmung von H,O, mi l  Titansulfat. Diese Methodc w-urdc vor 

allem zu Vergleichszwecken hcrangezogcn, z. 13. zur 13cstimmung dcr in den bestrahlten Ver- 
suchsansatzen (ohne Enzym) vorhandenen H,O,-Mengc. Das Prinzip diescr von EGERTON~) 
beschriebenen Methode ist folgendes: In Gegenwart von H,O, kommt es bei saurcr Reaktion zur 
Oxydation von Titan(I1)-sulfat, wobei cin gelbes (TiO,, aq)*-Ion gcbildet wird. Dieses l i s t  
sich photometrisch messen (z. R. mit Photometer KEPPENDORF)~), Filter 436 mp). Bei Vcrwendung 
von 3 ml Analysenlosung und 1 ml Titansulfatreagens lasscn sich 0,3 y/ml H,O, noch gut erfassen. 
Zur Herstellung dcs Rcagens werden 200 mg Titan(I1)-sulfat in 20 ml konz. H,S04 gclost und 
mit Xq. dest. auf 100 ml verdiinnt. Diese leicht blauliche Lijsung geht nach Zusatz von einigen 
Tropfen H,O, (stark verdiinnt!) in ein geradc erkennbares Gelb iiber. 

b) D a s  Indilratorsystem Peroxydase u n d  o-Dianisidin bcruht in seiner Wirkungsweise darauf, 
dass H,O, in Gegenwart von Pcroxydase das Chromogcn o-Dianisidin zu cincm braunen Farb- 
stoff oxydicrt. T)ic Mcnge des entstandenen Farbstoffes wird im Photometer bei 436 mp gemessen 
und ist der vorhandcncn bzw. gebildeten H,O,-Menge proportional. Als Kontrolle dient ein un- 
bcstrahlter Ansatz bzw. ein Ansatz ohne H,O,. Zur Eichung der Messwerte werden einige Parallel- 
ansatze mit bekannter H,O,-Konzentration im Versuch mitgefiihrt. 

Reagenzien: Substrat-Puffergemisch. 1 ml 0.5-proz. Losung von o-Diaukidin (reinst, ~FLUKAII) 
in Aceton werden rnit 150 ml m/15 Phosphatpuffer pI-1 = 7,O verdiinnt. 

Enzymliisung. 0,l-proz. wiisscrige L6sung von Meerrettich-Peroxydase (((BOEHRINGERII). Die 
Eichkurve wurdc rnit I’erhydrol (NMERCK~I) crstellt. 

Die Zusammensettung der Versuchsansatze war, sofcrn nicht anders vcrmcrkt, dic folgcndc : 
H,O,-Eichkurve: 5,O ml o-Dianisidin-Puffergemisch; 0,5 ml Peroxydaselosung; 0.8 ml H,O,- 

Losung, enthaltcnd z. B. 0,l-5.0 pMol H,O,; 1,7 ml aq. dest. (ad. 8,0 ml). 
Bcstrahlungsversuche : 5,O ml o-Dianisidin-Puffcrgcmisch; 0,5 ml Peroxydasclosung; 2,5 Aq. 

dest. ad 8,O ml. 
In bciden Fallen gelangten kleine Kristallisierschalen mit Plexiglasdeckel zur Verwendung. 

Zur Vornahnie der photometrischen Bestimmung wurde ein aliquoter Teil des Ansatzes nach 
Versuchsablauf in eine Kuvcttc von 10 mm Schichtdicke iibergefiihrt. 

c) Das Indikatorsystem Katalase u n d  14C-Formiat (s. Tab. I). \Vie friiher gezeigt worden ist, 
wird Formiat bci Gegenwart einer geeigneten H,O,-Quelle durch Katalase peroxydatisch umge- 
s c t ~ t ~ ) ~ ) .  Rci Vcrwendung von 14C-Formiat (Radiochemical Centre Amersham) entsteht dabei 

s, A. EGBRTON,  h a l y t .  chim. Acta 10, 422 (1954). 
4) D. ISEILIN & 1.3. 17. HARTREE, Uiochcm. J. 59, 293 (1945). 
6 )  EVA FKEI 6: H. AEBI, Helv. 41, 241 (1958). 
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14C02 als Reaktionsprodukt, welchcs durch Auffangen in Laugc und Uberfiihrcn in BaCO, br- 
stimmt werden kann. 

Zusammensetzung des Standardansatzes : 3,O ml Phosphatpuffer, m/15, p H  6 3 ;  0,4 in 

0.04-m. NaHC0,-Losung (als Carrier) ; 0,4 ml 0,2-m. Llisung von 14C-Formiat; 0,4 ml Losung 
\on krist. Lebcrkatalase aRoxHRINGERs (ca. 20 y/ml), 3,8 ml Aq. dest. (ad 8,0 ml). 

Es wurden klcinc Glasgefasse verwendct (Kristallisierschalcn mit 4 cm Dnrchrnesser und 
2.5 cm Hohe), welchc mit eincm Plexiglasdeckel von 3 mm Dicke verschliessbar sind. Mit Hilfe 
eines kurzcn Plexiglasbugels kann im Innern des Gefasses ein kleines Plastic-NPpfchen aufgchangt 

Tabcllc I. Oxydation von l4C-Formiat zu 14C02 durch RONTGEN-Stvahlen bpi Gegenwavt uxd I n  

.4 bwesenheit von Ir'atalase 

Exp. 
N ~ .  

. h Y d t Z  Strahlen- Oxyd. enzymat. 
14C-Formiat Katalase dosis Formiat nicht cnzym. 
(80 pMol/A) (160 y/A) (r) (pbtol) Forniiatoxydat. 

1 
+ 
+ 

2 + 
+ 
+ 

3 + 
+ 

werdcn. Dieses wurde init 0.3 ml 20-proz. NaOH beschickt. Gasphase: Luft. Zirka 15 Min. nach 
erfolgtem Einfiillen und Verschlicssen der Ansatze konnte mit der Bestrahlung bcgonnen wcrden. 
Nach Versuchsende xvurde zunachst eine pH-Kontrolle vorgenommen. Zu diescm Zweck wurde 
cin Tropfen des Ansatzes durch eine feine (verschliessbare) Offnung im Dcckel entnommen. 
Durch die gleiche Offnung erfolgte dann ein Zusatz von 1 ml 20-proz. Triclilorcssigs~urel~sung. 
Damit sollte jcdc weitere Rcaktion abgestoppt und glcichzeitig eine moglichst vollstandige Aus- 
treibung des gebildeten CO, aus dem angesauerten Ansatz erreicht werden. Nach nochmaligem 
Schiitteln der Ansatze waihrend 60 hlin. crfolgte das ubcrfiihren der Lauge aus dcm Plastic- 
napfchen in die vorberciteten ERLENMEYER-I<olbChen. Diese enthielten 2,0 ml 0,l-m. Ka,CO,, 
0,5 ml 2-in. NH,Cl-Losung und ca. 10 ml aqua dest. Durch Zugabe von 1 ml1,O-m. BaC1,-Liisung 
zur heissen Lijsung wurde das BaCO, ausgefallt und dieses sodann auf iibliche Weise zu BaC0,- 
Plattchcn verarbeitet. Die .4ktivitat diescr Plattchen wurde im Helium-Durchflusszahlcr (TRA- 
CER-LAB. Co.) gernessen; die rcsultierenden Aktivitaten wurden hinsichtlich Nulleffekt und Sclbst- 
absorption korrigicrt. Die feuchte Verbrennung des l4C-Formiats ergab eine spezifische hktivitat 
von 2050 Counts/Min./pxq. 

Die Katalascfahigkeit der Enzym-Stammlosung wurde nach BONNICHSEN, CH.4NCE & 
THE OR ELL^) bestimmt. Zu Vergleichszwecken diente bei einer Reihe von Versuchen auch die 
photometrische Methodc von BERGMEYER?). Bei allen iibrigen Aktivitatsbestimmungcn wurde 
die Methode von FEINSTEIN~) verwendet. Hinsichtlich technischer Einzelheiten sei auf 9, vcr- 
wiesen. 

Zur Durchfiihrung der Bestrahlungen stand ein PICKER-Therapiegerat zur Verfugung. 
Wahrend der Bestrahlung wurden die Proben zum Ausgleich von Fcldinhomogenitaten auf einem 

0,10 
4 000 0,11 0,71 

+ 0,18 

- 0,21 

+ 0,36 

- 0,38 

+ 0,62 

* 9 000 0,21 0,71 

* 1.5 000 0,36 0,67 

6, R. BONNICHSEN, B. CHANCE & H. THEORELL, Acta chem. scand. 1 ,685 (1947). 
') H. U. BERGMEYER, Biochem. Z. 327, 255 (1955). 
8)  R. N. FEINSTEIN, J. biol. Chemistry 180, 1197 (1949). 
9, R. GRESSLY, H. ERLENMEYER & H. AEBI, Helv. 42 ,204 (1959). 
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Plcxiglasgestell rotierend bcwcgt. Bestrahlungsbedingungen: 250 kV; 15 mA; 1,0 mm Al- + 
0,25 mm Cu-Filter ; 'I'okusabstand Zh cm ; Dosimetrie mittels VICTOREEN-Kammer; mittlcre 
Dosisleistung ca. 300 rlMin. 

2. AbhPngigkeit der Formiatoxydation von verschiedenen Versuchsbedingun- 
gen. - Formiutkonzentrution. Wird bei sonst gleichbleibender Versuchsanordnung die im 
Ansatz vorhandene l'ormiatmenge variiert, so ergibt sich bis zu etwa 10 pMol/ml cine starkc 
Konzentrationsabhlngigkeit der Formiatoxydation. Oberhalb dieses Wertes ist die bei einer be- 
stimmten Strahlendosis resultierende Ausbeute an 14C0, von der Formiatkonzentration praktisch 
unabhangig. Der Verlauf der in Fig. 1 a dargestellten Sattigungskurve zeigt, dass eine Formiat- 
honzentration von 10-millimolar (80 yMol/Ansatz) als zweckmassig anzusehen ist. Der Kurven- 
verlauf entspricht dcmjenigen, wie cr bei der Formiatoxydation durch Leberschnitte oder durch 

Fig. 1 a und 1 b: Variation der 14C-Formiat- bzw. Bnzymkonzentration in  rontgenbestrahlten Ansatzen 

I ,'W 
2.5 5 XI 20 7 

[UC-Formcat] 

I 

. .  
5 10 20 40 

[Kalalasr] 

liig. 1 a Fig. l b .  
Ordinate : WO,-13ildung, in pAq./Ansatz 
Xbszisse : Formiatkonzentration in pMol/ml 
.4ns&tze mit krist. 1,ebcrkatala.w (0) bzw. katalase vom Rind; Katalase-Fahigkeit 

Strahlendosis : 9000 r 

Ordinate: 14C0,-Bildung in yAq./Ansatz 
Abszisse : Katalasemenge in y/ml (Leber- 

ohnc Katalase (0) (40 000) 
A = enzymatischer, 
R = nicht-enzymatischer Anteil der Formiat- 

Strahlendosis: GOO0 r 
oxydation 

&as Systcm Katalasc+ Notatin+ Glucose zu beobachten istlO)ll). Bei allen wird der halbe Maxi- 
malwcrt hei ciner Konzentration von 1-2 pMol/ml Formiat iibcrschrittcn. Dicsc formalc Jdcntitat 
ties Kurvenverlaufes spricht dafiir, dass dieser in allcn drei Fallen durch denselben Faktor, wahr- 
sclieinlicli die -4ffinitat zwischen Katalase und Formiat bcstimmt wird. 

Ilnzymmcnge. Wird zur Ermittlung der optimalen Enzymmenge der Katalasczusatz variicrt, 
so crgibt sich gleichfalls eine Sattigungskurve. Wie aus Fig. 1 b crsichtlich, zcigt rlicsc cincn etwas 
Ilacheren Verlauf. Kin Grcnzwcrt schcint bei cincr Enzymmenge von iiber 20 y/ml erreicht zu 
wc:rdcn. I>cmznfolge ist diese Menge hei allen weiteren Vcrsuchcn bcibchaltcn worclcn. Wic aus 

1") H. A E H I ,  EVA FREY, R. KNAB & P. SIEGENTIIALER, Helv. physiol. i\cta 15, 150 (1957). 
H. A m r  LY: Eva FREY. Helv. 41, 361 (1958). 
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Fig. 1 b weiter hervorgeht, wird selbst in Ansatzen ohne Katalase 14C-Formiat in einem gewissen 
Ausmass zu 14C0, oxydiert. Dies entspricht der von HAR+) gemachten Beobachtung, dass 
Ameisensaure in wasseriger Losung durch ionisierende Strahlen in CO, iibergefiihrt werden kann. 
Dieser Gr6sse kommt somit der Charakter eines Leerwertes zu. Dass es sich bei der in Gegenwart 
von Katalase erfolgenden zusatzlichen Formiatoxydation nicht um einen katalytischen Effekt 
(z. B. Haminkatalyse) handelt, sondern um eine echte Fermentwirkung, geht aus den in Tab. 1 
wiedergegebenen Versuchen hervor. Danach erhalt man in Ansatzen mit Hitze-inaktivierter 
Katalase (15 Min. bei 90") dieselbe 14C0,-Ausbeute wie in solchen ohne Enzymzusatz. Unter den 
hier gewiihlten Versuchsbedingungen betragt das Verhaltnis zwischen dem enzymatischen (A) 
und dem nicht-enzymatischen Anteil (B) der Formiatoxydation ca. 0.8:l.O. Diese an sich un- 
giinstige Verhaltniszahl scheint von den Versuchsfaktoren nur wenig abhangig zu sein. Versuche, 
den nicht-enzymatischen Anteil zu reduzieren, haben zu keinem verwertbaren Resultat gefuhrt. 
Auch unbestrahlte Kontrollansatze weisen eine allerdings geringe Aktivitat auf. Somit setzt sich 
die Totalmenge an oxydiertem Formiat bei Bestrahlung eines Standardansatzes, welcher aktive 
Katalase enthalt, aus drei Anteilen zusammen: 1. einem enzymatischen Anteil, 2. einem nicht- 
cnzymatischen Anteil und 3. einem (unbestrahlten) Reagenzienleerwert. 

Fliissigkeitsvolumen. Beim Zustandekommen indirekter Strahlenwirkungen spielt der Ver- 
dunnungseffekt eine besondere Rolle. Aus Versuchen rnit variierter Flussigkeitsmenge geht her- 
vor, dass dies auch hier der Fall ist. So hat die Verdoppelung des Volumens bei gleicher Strahlen- 
dosis nahezu eine Verdoppelung der l%O,-Bildung im Ansatz zur Folge, obgleich dabei Formiat- 
und Enzym-Konzentration auf die Halfte reduziert worden sind. Wird z. €4. 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 -4usbeute auf 0,19 und 
bei nochmaliger Reduktion des Volumens auf 2 ml gar auf 0,09 pAq. Formiat. Die Abhangigkeit 
dcr 14C0,-Bildung vom Gesamtfliissigkeitsvolumen des Ansatzes erstreckt sich gleichermassen 
auf den enzymatischen und den nicht-enzymatischen Anteil der Formiatoxydation. Wurde die 
Konzentration eine entscheidende Rolle spielen, so w5re das Gegenteil zu erwarten. Auf Grund 
tlieses Ergebnisses sind alle Bestrahlungsversuche rnit relativ grossen Flussigkeitsvolumina 
(8 ml/Ansatz) ausgcfiihrt worden. 

Aktuelle Reahtion. Nach CHANCE'*) zeigt die Katalase einen auffallend breiten Verlauf der 
pH-Aktivitatskurve, deren Optimum sich iiber einen Bereich von p H  4 bis pH 8 erstreckt. Inner- 
halb dieses Intervalls (pH 4-7) lassen sich auch im Bestrahlungsversuch keine Unterschiede be- 
ziiglich WO,-Ausbeute feststellen. 

Tem#eratur und Aggregatzustand. In orientierenden Versuchen hat sich gezeigt, dass die 
Formiatoxydation durch Strahleneinwirkung temperaturabhangig ist. Gefriert man die fertig 
gemischten Ansatze vor Beginn der Bestrahlung und fuhrt diese bei einer Temperatur von ca. 
- 15" aus, so wird gleichfalls cine kleine, aber gut messbare Menge 14c0, gebildet. Der F'rozent- 
satz ist im Vergleich zu den unter Standardbedingungen (20") resultierenden Ausbeute schwan- 
kend, im Mittel 1/82/a. Die experimentelle A b k l b n g  des Faktors Aggregatzustand wird unter 
anderem dadurch erschwert, dass die Katalase beim Vorgang des Einfrierens bzw. Auftauens 
cine Aktivitatseinbusse erleidet und sie zudem im gefrorenen Ansatz anscheinend inhomogen 
verteilt ist. 

3. Einflu~e der Strahlendosio. - System Katalase-Formiat. Bei Bestrahlung eines 
Standardansatzes mit einer beliebigen r-Dosis resultiert eine bestimmte, reproduzierbare Menge 
von WO,, z. B. bei 6000 r (250 kV, 15,O mA, 0,25 Cu+ 1,0 Al) 0,25 pAq. Wird die Strahlendosis 
variiert, ergibt sich, class die gebildete WO,-Menge der Dosis direkt proportional ist. Wic Fig. 2a 
zcigt, trifft dies fur den ganzen experimentellen Bereich zu, und zwar fur die enzymatische und 
die nicht-enzymatische Komponente der Formiatoxydation. Aus den in Fig. 2 a dargestellten 
Dosis-Wirkungskurven lassen sich folgcnde Ausbeuten errechnen : a) 0,42 phtol total oxydiertes 
W-Formiat pro lO4r und b) 0,23 G o 1  nicht-cnzymatisch 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 pMol) recht klein ist. E r  betragt bei cincr Dosis von 1000 r 
ca. lo/", und bei 104 r ca. 5 O / , , .  Bei diesen Experimentcn ist 1%-Formiat von mittlercr spczifischcr 

12) E. J. HART, J. physic. Chemistry 56, 594 (1952). 
la) B. CHANCE, J. biol. Chemistry 194, 471 (1952). 
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Aktivitat verwendet worden. Wir habcn dahcr - uni Messproben von geniigcnd hoher Aktivitat 
zu erhalten - Ineist mit Strahlcndoscn von ca. 6000 r gearbeitet. 

Es sei hicr noch auf dic Fragc dcr Stahilitat der Katalase in verdiinnter Losung, bestrahlt uncl 
unbcstrahlt, eingegangen. Vergleichende Aktivitatsbestimmungen nach FEINSTEIN 8) in aliquoten 
Tcilcn unhestrahlter Kontrollansatze haben ergchen, dass cs untcr dcn gcwahltcn Versuchsbediii- 
gungen mit tlcr Zcit zu einer Abnahme der Katalascaktivitat kommt. Diese Aktivitatsabnahnie 
betragt z. B. iiach 1 Std. 160/,. Vergleicht man zum gleichcn Zeitpunkt die Katalaseaktivitat 
bestrahlter Ansatze mit derjenigen unbcstrahlter Kontrollen von gleicher Zusanimensetzung. ist 
z. B. bei einer Dosis von 10000 r ein weiterer Aktivitatsabfall von 25% zu beobachten. 

Fig. 2a  nnd 2 b: Dosis-~~~rkungsku~ve)a fur das System KatalaseJ4C-Formiat (Fig. 2a)  ziiad tiir 
das System Peroxydase-Dianisidin (Fig. 2 b) 

0 6  

I 

0 5 10 
Slrahlenriosis 

Fig. 2a 
Ordinate: 14C0,-Bildung in @q./Ansatz 
,\bszisse : Strahlendosis in r 
0 Ansatze mit: W-Formiat f aktive Katalase 
0 Ansatze mit: 1%-Formiatf Hitze- 

inaktivierte Katalase 
0 Ansatzcmit : 14C-Formiat ohne Enzymzusatz 

6 20’00 4600 6000 sdw r 
Straidendosis 

Fig. 2 b 
Ordinate : Extinktion (E 436 mp) Abszisse: 

Rontgendosis in r 
Ansltze mit : o-Dianisidin f Peroxydase 

0 hnsgtze mit : o-Dianisidin ohne I k z y m -  
zusatz 

System Peuox~da.~e-Dianisidin. D a  dieses Systcm in der klinischen Chemie bereits routine- 
m&sig Verwendung findet, ist auf eine Untersuchung dcr cinzelnen Versuchsfaktoren verzichtet 
worden. Die hier gewahlten KonzentrationsverhAltnissc entsprechen etwa denen, wie sie zur 
enzymatischcn Glucose-Bestimniu~ig~~) gcbraucht werden. Wird einc Sene \-on Parallelansatzen, 
enthaltend Peroxydase und Dianisidin, unter sonst gleichen Bediugungeu verschieden lang bc- 
strahlt, so resultiert auch hier direktc Proportionalitat zwischen applizierter Strahlendosis und 
Extinktion. \Vie aus Tab. I1 hervorgeht, betragt die bei 436 mp gcmesscne Extinktions- 
zunahme pro 1000 r im Mittel A E = 0,036. Hinsichtlich Blindwert ergibt sich hicr insofern ein 
anderes Verhalten, als o-Dianisidin-Msung bei Abwesenheit von Peroxydase nach Bestrahlung 
kcinc fcststellbare Extinktionszunahme zeigt (vgl. Fig. 2 b). Wird hingegen Hitze-inaktivierte 
Peroxydase zugcsctzt, so kommt es im Bestrahlungsversuch gleichfalls zu einer Oxydation von 
o-Dianisidin. iluch hier resultiert direkte Proportionalitat 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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Umsatzc betragen 60-80% im Vcrgleich zu den Ansatzen mit aktivem Enzym. Urn einc Vor- 
stellung von der Grossenordnung der zur Oxydation erforderlichen H,O,-Mcnge zu erhalten. ist 
die bei der Bestrahlung gemessene Oxydation von o-Uianisidin mit dcrjenigen verglichen worden, 
wie sic nach H,O,-Zusatz bcobachtet werden kann. Einc derartige HzOz-Eichkurvc verlauft im 
Bereich von 0.01 bis 0.5 pMol H,O,/Ansatz praktisch lincar. Dabei ist pro 0.1 @I01 H,O, eine 
Estinktionszunahme von A E  = 0.11 zu beobachten. 

Ansatz : 
Peroxydase 

Extinktion (E 436 mp) 

(r) (0,5 mg/Ans.) Ablesung 1 Differcnz I d E / l O O O  r 

0,008 - 
0,016 - - 
0.016 - 

0,008 0,000 0,000 
0,060 0,044 0,022 
0,093 0,077 0,038 

0.012 0,004 0,001 
* 0,180 0,164 0,021 
+ 0,293 0,277 0,034 

I I 

8000 

-- 

pMol H,O, 

Umrechnung I 4/10CJO r 

0,000 
0,042 0,021 
0,074 0,037 

0,004 0,001 
0,156 0,020 
0,266 0,033 

* = Hitze-inaktivierte Peroxydase (30 Min. bei looo) 

4. Beeinflussung der Formiatoxydation durch Effektoren. - Um mciteren Auf- 
schluss iiber die Art der Strahlenwirkung auf das System Katalase-Formiat zu erhalten, sind 
\:erschiedene Inhibitoren bzw. Effektoren auf ihre Wirkung gegeniiber dcm enzymatischen nnd 
nicht-enzymatischen Anteil der Formiatoxydation gepriift worden. 

Wirkung von Nu-Azid. Als einer der starksten Katalase-Inhibitoren bcwirkt Azid aucti liicr 
eine Einschrankung der Formiatoxydation. Wie aus Fig. 3 a ersichtlich, geniigt bereits cine Azid- 
konzentration von 104-m., um den enzymatischen Anteil der 14C0,-Bildung aus Formiat prak- 
tischvollstandig zu unterdriicken. Misst man die verbleibende Katalaseaktivitat nach FEINSTXIN~) , 
so crgibt sich ein gleichsinniges Verhalten. Obwohl es sich beim enzymatischen Anteil der durcli 
Strahleneinwirkung bedingten Formiatoxydation um den Ausdruck ciner peroxydatischcn Akti- 
vitat dieses Fermentes handelt, zeigen die I,-Werte cine recht gute ubereinstimmung mit dcr 
Azidwirkung auf die H,O,-Spaltung. Der I,-Wert betragt im Bestrahlungsversuch 1,2. 104-m. 
und im Aktivitatstest nach FEINSTEIN~) I,, = 2,l -104-m. Der nicht-enzymatische Anteil der 
Formiatoxydation wird durch die hier verwendeten Azidmengen nicht beeinflusst. 

Beeinflussung durch bthanol. Wie in Fig. 3 b  dargestellt, bewirkt auch Athanol cine Hemmung 
der 14C0,-Bildung. Im Gcgensatz zur Azidwirkung erstreckt sich diese auf beide Komponentcn 
der Formiatoxydation. Der enzymatische Anteil wird indessen weit starker gehemmt. Bereits 
bei einer &hanolkonzentration von 0,5-1,0% ist eine enzymatische Oxydation nicht mehr sicher 
nachweisbar, wahrend dcr nicht-enzymatische Anteil nur auf rund die Halfte reduziert wird. Da 
eine &hanolkonzentration von 1% auf die H,O,-spaltende Wirkung der Katalase ohne Einfluss 
ist's), kommt eine unspezifische Fermentinaktivierung hierfur nicht in Frage. Vielmehr diirftc 
:ithylalkohol als weitercr moglicher H-Donor dem W-Formiat gegeniiber als Konkurrent auf- 
treten. 

ThioZverbindungen. 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 wlhrend der Bestrahlung 

16) R. GRESSLY, Med. Diss. Universitiit Bern 1959. 
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Vig. 3 a  und 3b: Effekt von Na-Azid (F ig .  3 a )  und Athanol (Fig. 3b)  auf die 14C0,-Bildung i m  
System Katalase-Formiat 

Restaktivitat Restaktivitat 

INE io-7 io-6 i(r5 ic 
log [Na-Aztd] 

Fig. 3 a  

loo% 
0.2 

50 '/o 

0.1 

0 % 

-m 
I 

OHNE 901 OJ 1.0 
log [Aelhanod 

Fig. 3 h  
Ordinate: links: &kq. 14C0,/Ansatz 

Abszisse : Effektorenkonzentration 
rechts : verbleibende Katalase-AktivitZt in yo (bestimmt nach FEINSTEIN 8 ) )  

Komplettes System Katalase + 14C-Formiat 0 

0 Ansatze ohne Enzym 
+ Katalase-hktivitat 
Strahlendosis : 6000 r 

Tabclle 111 

100 'I. 

50 -1. 

0 o/. 

01. 

Einfluss von Cysteamin auf die Formiatoxydation im System Kata la~e-~~C-Formiat  

Cysteamin- 
zusatz 

mg/Ansatz 

- 
1 

10 
20 
40 

1PC02-Bildung in &./Ansatz 

bestrahlt (8000 r) 1 unbestrahlt 

mit aktiver 
Katalase 

ohne 1 mit aktiver I ohne 
Katalase Katalase Katalase 

0,33 
0.60 
1,14 
1.08 
0,3X 

0.02 L 0.02 

produzicrtc H,O, goben, weil bci der Thioloxydation selbst Peroxyd gobildet wircl. lhss  clieses fiir 
gckoppclte OxytlatioIisvorg~uge, z .  H. zur Formiatoxyclation verwendet werden kann, ist friihcr 
gczcigt wordenll). In Bestatigung diescr Befunde bewirken bereits geringe Thiolzusatec in br- 
strahlten Proben eine starke Erhohung der "CO,-Bildung. Von Intercssc ist dagegen, class dic 
Formiatoxydation in1 Bestrahlungsversuch bereits bei sehr geringen Thiolkonzentrationen ein 
Maximum durchlluft und bei fortschreitender Erhijhung der Thiolkonzentration einc graduelle 
.Abnahmc der Formiatoxydation zu beobachten ist. Betrachtet man dagegen das Vcrhaltcn des 
nicht-enzymatischeii Antcilcs (Ansatze ohne aktive Katalase), so kommt es bereits bei Thiol- 
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konzentrationen von 1 his 2 yMol/ml zu einer starken Abnahme der 14C0,-13ildung aus Formiat 
(vg1. Tab. 111). Sie betragt bei 1.6 pMol/ml Cystein noch die Halfte des Ausgangswertes und niihert 
sich asymptotisch einem Mindestwert, der grossenordnungsmassig dem Reagenzien-Leenvert ent- 
spricht. Auf das unterschiedliche Verhalten, welches die getesteten Thiolvcrbindungen in dieser 
Hinsicht zeigen, sol1 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,O, 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 zweckmassiger Versuchsanordnung auch zur Erfassung von Be- 
strahlungsprodukten eingesetzt werden. Von den beiden hier gepriiften Indikator- 
systemen durfte 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, durfte die Sichtbarkeit des 
bei der Strahleneinwirkung gebildeten Produkts in der Praxis von Vorteil sein. 

Das Indikatorsystem Katalase-Formiat ist an sich fur dosimetrische Zwecke weit 
weniger geeignet. Demgegenuber sind aber die damit ausgefuhrten Experimente fur 
die Deutung der Wirkungsweise dieses Fermentes von Interesse. Es kann zwar nicht 
mit Sicherheit gesagt werden, in welchem Verhaltnis das bei der Bestrahlung ge- 
bildete H202 entweder von der Katalase sofort in H,O und 0, gespalten oder zur ge- 
koppelten Oxydation des Formiats venvendet wird. Da es auch nicht angangig er- 
scheint, die beim System Notatin-Katalase-Formiat gemachten Beobachtungen 
(vgl. 6 ) )  zu ubertragen, ist es zurzeit nicht moglich, Aussagen uber die Natur der 
enzymatischen und nicht-enzymatischen Komponente der Formiatoxydation zu 
machen. Wenn auch die Bildung von H,O, bei Bestrahlung wasseriger Losungen er- 
wiesen ist, so muss der in Gegenwart von aktiver Katalase beobachtete Mehrumsatz 
an Formiat nicht unbedingt auf peroxydatisch umgesetztes H,O, zuruckzufiihren 
sein. Auf Grund der von  GEORGE^^) vertretenen Anschauungen iiber die Wirkungs- 
weise der Katalase ist auch eine enzymatische Beschleunigung des Umsatzes frcicr 
OH-Radikale denkbar. 

Die hier gegebenen Daten sind zunachst lediglich als relative Vergleichswerte 
anzusehen. Es konnen daher nur grob angenaherte Angaben uber die Ionenausbeute 
der in dieser Arbeit untersuchten strahlenchemischen Umsetzungen gemacht werden. 
Extrapoliert man die gemessenen Urnsatze an oxydiertem o-Dianisidin bzw. Formiat 
auf 1000 r und 1 1, so ergebcn sich die folgenden Quoticnten: a) System Peroxydase- 
Dianisidin 3, l  @q. H,O,; b) System Katalase-Formiat total 5,2 $q. H,O, (wovon 
2,9 pAq. nicht-enzymatisch). Bei Verwendung eines Umrechnungsfaktors von 0,34 
(vgl.  LEA^')) ergibt sich als Mass fur die Ionenausbeute ein Quotient M/N von 1,1 im 
Falle der Oxydation von o-Dianisidin und von 1,8 bei der Formiatoxydation. Diese 
lonenausbeuten fur die H,O,-Bildung durch konventionellc ROKTGEN-Strahlen ent- 

16) P. GEORGE, Biochem. J. 43, 287 (1948). 
17) D. E. LEA, .4ctions of Radiations on Living Cells (1946). 
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sprcchen grossenordnungsmassig denjenigen, wie sie in andcren Systcmen (z. 23. 
reines Wasser + 0,) beobachtet worden sind (vgl. lS)). 

Abschliessend sei auf den biologischen Aspekt der rnit Katalase ausgefuhrten 
Experimcnte cingcgangen. Bekanntlich ist die Katalase neben ihrer H,O,-spaltenden 
Wirkung befiihigt, unter Verwendung von H,O, auch gekoppelte Oxydationen aus- 
zufiihren. Den Anschauungen von THEORELL und CHANCE folgend, neigt man sogar 
dazu, in dicser peroxydaseartigen Wirkung die Hauptrolle der Organkatalasen zu 
crblicken. Hicrzu wird das erforderliche H202 teils von Flavinenzymen (z. B. Xan- 
thinoxydase, u-Aminosaureoxydase) und von oxydierten Thiolvcrbindungen ge- 
liefertlo). Von WARRURG et aZ.lg) ist die Auffassung vertreten worden, dass die Wir- 
kung von RONTGEN-Strahlen auf die Glykolyse von Zellkulturen als ausschliesslicher 
H,O,-Effekt zu betrachten ist und dass die Strahlenempfindlichkeit eincs Gewebel; 
vor allem durch den Katalasegehalt bestimmt wird. Wenn man nun die bei der Be- 
strahlung wasseriger Medien und Gewebe gebildeten H,O,-Mengen mit denen ver- 
gleicht, wie sie bei peroxydatischen Umsetzungen z. B. in der Leber verbraucht wer- 
den, dann ergibt sich, dass zur Stutzung der obcnerwiihnten Hypothese weitere 
,4nnahmen erforderlich waren (z. B. verschiedene Lokalisation des ct normalerweisc u 
und des bci der Bestrahlung gebildeten H,O,). Die peroxydatischen Umsetzungen, 
die sich in vitro auch mit strahlengebildetem H,O, (oder Partikeln mit gleicher Wir- 
kung) ausfiihren lassen, zeigen jedenfalls, dass auch in strahlenbiologischer Hinsicht 
nicht nur die katalatische, sondern auch die perosydatische Aktivitat dieses Fer- 
mentes von Bcdeutung ist. 

Die Ausfuhrung dieser Untersuchungen erfolgte rnit Mitteln dcr Kommission fiiv Atorn- 
wissenschuft, welcher hiermit bestcns gedankt sri. Frl. S. BAILLODS danken wir fur wertvolle tech- 
xiische Mitarbeit. 

SIJMMi\RI' 

1. For the detection of H,O, formed by X-rays in aqueous solution two enzyme 
systems have been used: a) liver-catalase and 14C labelled formate, l*CO, 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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16) M. EBERT in BACQ & ALEXANDER, Radiobiology Symposium, LiSge 1954. 
la)  0. WARBURG, W. SCHRODER, H. GEWITZ & W. VBLKER. Naturwissenschaften 45, 192 
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