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ou aprés irradiation a une séparation du fer. Celle-ci s’effectue selon le mode opéra-
toire donné a la page 1569.

Nous remercions le FoNDs NATIONAL SUISSE, COMMISSION POUR LA SCIENCE ATOMIQUE,
grice auquel nous avons pu entreprendre ce travail.

SUMMARY

The authors describe a method for the radiochemical assay of cobalt based on
the formation of cobalt 60m after activation with thermal neutrons; the conditions
of irradiation, the method for determination of loss during separation, also the
influence of manganese 56 and of iron on this estimation, are given in detail.
Following the procedure indicated it is possible to estimate as little as 0,07 ug of
cobalt with an accuracy of £ 79,. For a single analysis the time required is 46,5
min., for ten analyses approximately 2 h.
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194. Wirkungsmechanismus der Inaktivierung Kkrist. Leber-Alkohol-
dehydrogenase durch RONTGEN-Strahlen

von A. Temperli, H. Aebi und A. Zuppinger
(18. VIIL. 61)

Auf die besondere Strahlenempfindlichkeit von Enzymen mit freien, funktionell
wichtigen SH-Gruppen ist von BARRON et al.1) hingewiesen worden. Nach der Auf-
fassung von BARRON besteht das Wesen dieses Inaktivierungsvorganges in einer Oxy-
dation dieser Gruppen zu Disulfiden. Reaktivierungsversuche mit reduziertem Gluta-
thion (z. B. an Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrogenase, Hexokinase aus Hefe) be-
stiatigen diese Annahme, sofern nur niedrige Strahlendosen angewandt werden. Die
einzelnen bisher untersuchten Thiol-Enzyme zeigen indessen hinsichtlich Strahlen-
empfindlichkeit und Reaktivierbarkeit ein unterschiedliches Verhalten (vgl. DALE?),
LANGE ¢t al.8)). Wahrend tiber Hefe-Alkoholdehydrogenase mehrere Untersuchungen
vorliegen (BARRON ef al.%), LANGE ef al.?), PAULY & RaAJEWSKY??), ist dies bei dem
entsprechenden Enzym aus Leber nicht der Fall. Wir haben daher die Strahlen-
inaktivierung von reiner Leber-Alkoholdehydrogenase sowie die Wirkung verschie-
dener Effektoren auf Enzymaktivitat und Gehalt an freien SH-Gruppen untersucht.
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1. Methodik. —a) Bestimmung dev Enzymaktivititen : Die Aktivitit der Leber-Alkoholdehydro-
genase wurde im optischen Test nach BoNNICHSEN?®) bestimmt. Als Mass diente die Extinktions-
zunahme wahrend der ersten Minute unmittelbar nach Zugabe des Enzyms zum Reaktions-
gemisch. Die Messungen erfolgten mit dem EppENDORF-Photometer bei 366 my und bei 20°. Die
pro Bestimmungsansatz & 3 ml verwendete Proteinmenge betrug ca. 40 y. — Die Bestimmung
der Katalaseaktivitit erfolgte titrimetrisch nach der Methode von FEINsTEINS). Bei der ver-
wendeten Katalase (aus Leber) und Peroxydase (aus Meerrettich) handelt ¢s sich um «BOEHRIN-
GERy»-Priparate.

b) Amnalytische Methoden: Protein wurde nach einer modifizierten Methode von FoLin?) be-
stimmt, wobei kristallisiertes Bovinalbumin (ArRMoUR) als Standard diente. Die Bestimmung der
freien SH-Gruppen geschah optisch nach der von BovEer#®) beschriebenen Methode mit Hilfe
von p-Chlormercuribenzoat (PCMB) durch Messung der Extinktion bei 250 my im BECKMAN-
DU-Spektrophotometer. Als Standard diente reines, im Vakuum getrocknetes reduziertes Gluta-
thion (¢ BOEHRINGER»). Der Gehalt der p-Chlormercuribenzoat-Losungen wurde durch Messung
der Extinktion bei 232 mg und unter Beniitzung des molaren Extinktionskoeffizienten E,, =
1,69 x 10% ermittelt.

c) Vorbehandlung der Enzymlésung durch Dialyse: Leber-Alkoholdehydrogenase (vom Pferd)
wurde als kristalline Suspension von der Firma « BoEHRINGER» bezogen. Da diese als Stabilisator
ca. 10% Athanol enthielt, war es notwendig, das Enzym durch Dialyse von diesem Stoff zu be-
freien. Ein allfalliger Einfluss des Stabilisators auf die strahleninduzierte Wirkung solite dadurch
ausgeschaltet werden. Eine bestimmte Menge Enzymsuspension, ca. 1700 ¢ Protein enthaltend,
wurde in 5,0 ml Phosphatpuffer (10~2M, pH 7,2) bei Zimmertemperatur gelést und anschlies-
send wihrend 18-20 Std. in der Kilte (3—-5°) gegen 1,5-2,0 1 Puffer in Cellulose-Schlduchen (Vis-
xkING) dialysiert. Die Schliuche wurden durch Waschen mit 5 x 10~3m Komplexon III in 10~%m
Phosphatpuffer (pH 7,2) und anschliessendes intensives Spiilen mit dest. Wasser vorbehandelt.
Nach erfolgter Dialyse wurde die Enzymlosung durch Zugabe von Puffer auf einen Proteingehalt
von ca. 100 y/ml verdiinnt.

d) Bestrahlung und Dosimetvie: Samtliche Bestrahlungsexperimente wurden bei Zimmertem-
peratur mit einem Therapie-Pendelgerdt (Modell MULLER-TU 1) ausgefiihrt. Dic Dosisleistung
betrug bei 250 kV und 13 mA 380-420 r/min. Die Strahlung wurde durch 2,0 mm Al und 0,35 mm
Cu gefiltert. Zum Ausgleich der Feldinhomogenititen wurden die Ansitze (meist 8-12 je Serie)
unter der Réhre rotierend bewegt. Das Volumen der Bestrahlungsansitze betrug in allen Fillen
1,0 ml, die Schichtdicke ca. 5 mm. Die Dosimetrie erfolgte mit der VicroreEN-Kammer. Vor und
nach der Bestrahlung wurden die Versuchsansidtze immer in Eis aufbewahrt. Gasphase: Luft.

2. Beziehungen zwischen Strahleninaktivierung und SH-Oxydation. -
Figur 1 zeigt die Inaktivierung einer verdiinnten Lsung von Leber-Alkoholdehydro-
genase. Daraus geht hervor, dass die Restaktivitit mit steigender Strahlendosis ex-
ponentiell abfillt. Gleichzeitig kommt es zu einer Abnahme an freien SH-Gruppen in
etwa gleichem Ausmass. Es ist daraus ersichtlich, dass eine Restaktivitit von 379,
unter den hier gewdhlten Bedingungen bei ca. 5000 r erreicht wird ; eine entsprechende
Abnahme der freien SH ist bei ca. 6500 r zu beobachten. Aus dem in Fig.1 gegebenen
Kurvenverlauf ldsst sich ein G-Wert (Anzahl inaktivierte Alkoholdehydrogenase-
Molekeln/100 eV} von 0,20 bzw. eine Ionenausbeute von 0,066 errechnen. Die Strah-
lenempfindlichkeit hdngt indessen, wie RoBINSON?) gezeigt hat, stark von der Sub-
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8) P. D. BoVER, J. Amer. chem. Soc. 76, 4331 (1954).

%) T. RoBINSON, Abstracts of papers presented at the Meeting of the American Chemical Society
(Div. of Biolog. Chemistry), Boston, April 1959.
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strat- und Coenzymkonzentration im Medium ab. So ist nach Bestrahlung mit 10000 r
in undialysierten Proben eine Restaktivitdt von ca. 409, in 18 Std. dialysierten da-
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Fig. 1. Dosis-Wirkungskurve fiir die Strahleninaktivierung von Leber-Alkoholdehydrogenase.
Ordinate: links: Restaktivitit in Prozent der unbestrahlten Kontrolle; rechts: titrierbare SH-
Gruppen.
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Fig. 2. Inaktivierung von Leber-Alkoholdehydvogenase durch RONTGEN-Strahlen in Abhingigkeit

von dev EnzymRonzentration.
Abszisse: Relative Enzymkonzentration bzw. Verdiinnungsgrad (Konz.1l = 80y krist. Leber-
ADH/ml).
Ordinate: links: Restaktivitit in der bestrahlten Lésung in Prozent der unbestrahlten Kontrolle;
rechts: spezifische Inaktivierungsdosis (D == Zur Erzielung einer Restaktivitit von 379, erforder-
liche Strahlendosis; C = Relative Proteinkonzentration).

Die Unterscheidung zwischen direkter und indirekter Wirkung geschieht zweck-
missigerweise im « Verdiinnungsexperimenty». Dabei wird der Effekt einer konstanten
Rontgendosis auf eine Reihe von Ansdtzen mit variierter Enzymkonzentration unter-
sucht. Aus Fig. 2 geht hervor, dass mit zunehmender Verdiinnung des Enzyms die
prozentuale Restaktivitit exponentiell abnimmt, d.h. der Inaktivierungseffekt ist
umso grosser, je starker die Verdiinnung. Handelt es sich um einen indirekten Bestrah-
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lungseffekt, dann muss die spezifische Inaktivierungsdosis konstant sein (DALE?)).
Wie Fig. 2 zeigt, ist diese Forderung im vorliegenden Falle erfiillt. Wie PauLy &
RAJEWSKY %) gezeigt haben, besteht im Falle der Hefe-Alkoholdchydrogenase um-
gekehrte Proportionalitit zwischen Enzymkonzentration und dem sog. «empfind-
lichen Bereich», was fiir das Vorliegen einer indirekten Strahlenwirkung spricht.

3. Abdeckungs- und Reaktivierungsversuche. — Dieser Befund (vgl. Fig. 1)
scheint zunichst die oben erwdhnte Theorie von BARRON zu stiitzen, wonach die In-
aktivierung der SH-Enzyme iiber eine Oxydation der SH-Gruppen zu Disulfiden
verlduft. Sofern BArRrON’s Hypothese zutrifft, sollte es prinzipiell moglich sein, durch
Anwendung geeigneter Reduktionsmittel (z.B. reduziertes Glutathion, NaBH,) die
bei der Strahleneinwirkung gebildeten Disulfidbriicken aufzuspalten und damit eine
véllige oder partielle Reaktivierung der Enzymaktivitit zu erreichen. Solche Experi-
mente wurden unter den verschiedensten Bedingungen durchgefiihrt und zeitigten
stets ein negatives Ergebnis. Aus diesen Versuchen geht hervor, dass sich mit 2500
bis 10000 r bestrahlte Leber-Alkoholdehydrogenase nicht mehr reaktivieren ldsst.
Ein Zusatz von 6 X 10-3-6 x 10—2M red. Glutathion ist ohne Einfluss auf die Rest-
aktivitit. Die Inaktivierung ist somit nicht einfach auf eine Oxydation der freien
SH-Gruppen zu S-S zuriickzufithren. Es miissen daher folgende beiden Moglichkeiten
erwogen werden:

a) Das angewandte Reduktionsmittel ist unter den herrschenden experimentellen
Bedingungen wirkungslos, d.h. nicht in der Lage, die gebildeten S-S-Gruppen reduk-
tiv zu spalten.

b) Das Reduktionsmittel bewirkt zwar eine Reduktion der S-S-Gruppen zu SH.
Die Bestrahlung hat jedoch gleichzeitig eine Proteindenaturierung zur Folge.

Um abzuklidren, welche der beiden Méglichkeiten zutrifft, haben wir folgende Mo-
dellversuche ausgefithrt: Wird Alkoholdehydrogenase mit H,0, versetzt, sinkt die
Restaktivitit auf ca. 359%,; gleichzeitig kommt es zu einer Abnahme an freien SH-
Gruppen (gemessen als Extinktionsabnahme bei 250 mu) von ca. 40%,. Durch ge-
eignete Behandlung des Enzyms mit dem Reduktionsmittel NaBH, kann eine teil-

Tab. I. Einfluss von H,0, auf Enzymaktivitdl wnd freie SH-Gruppen von
krist. Leber-Alkoholdehydvogenase.
Versuchsbedingungen: Endkonzentration an H,0,: 0,38 m; Dauer der Vorinkubierung 15 min (0°).
Disulfidreduktion durch Na-Borhydrid 15 min nach erfolgtem H,0,-Zusatz.

Svst ADH-Aktivitit Freie SH

ystem (AEgg¢/min - 10%) (Eggo + 10%)
ADH. . . . . . .. .. 52 94
ADH +H,0, . . . . .. 18 54
ADH + H,0, + NaBH,. . (5) 80
ADH + NaBH, . . . . . (36) -

weise Reduktion der gebildeten S-S-Gruppen erreicht werden. Dabei steigt der SH-
Gehalt auf ca. 859, des Ausgangs-Wertes an, wogegen die Enzymaktivitat noch weiter
abfillt (vgl. Tab. I). Dass kein Parallelismus zwischen Aktivititseinbusse und SH-
Oxydation zu bestehen braucht, geht ebenfalls aus «Abdeckungsexperimenten» her-

19) 'W. M. DatEg, L. H. GRay & W. J. MErReDITH, Phil. Trans. 242 4, 33 (1949).
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vor. Das Resultat eines derartigen Versuches ist in Tabelle II wiedergegeben. Wird
Alkoholdehydrogenase mit p-Chlormercuribenzoat versetzt, tritt eine Aktivititsab-
nahme auf, welche in erster Linie auf eine Abdeckung der freien SH-Gruppen mit dem
Reagens zuriickzufiihren ist. Durch Zugabe von reduziertem Glutathion (30 min, 20°)
gelingt eine partielle Reaktivierung einer derart vorbehandelten (unbestrahlten) En-
zymlosung. Im bestrahlten Ansatz ist dagegen infolge der geringen Restaktivitit
kein deutlicher Effekt zu beobachten.

Tab. I1. Reaktivierbarkeit der Alkoholdehydrogenase-Aktivitdt durch veduzievies Glutathion (GSH)
nach vorgingiger Abdeckung der freien SH-Gruppen mit p-Chlormercuribenzoat (PCM B).
Versuchsbedingungen: 0,008 gMol/ml PCMB, nach 30 min (20°) Reaktivierung mit 50 xMol/ml

GSH.
ADH-Aktivitit in AE g min - 108
System unbestrahlte nach Bestrahlung
Ansitze mit 5000 r
ADH. . . . . . . . .. 49 26
ADH + PCMB . . . . . : 7 2
ADH + PCMB + GSH . . 20 5

4. Beeinflussung der Strahlenempfindlichkeit durch Thiole. — Bekannt-
lich sind Thiolverbindungen zu den wirksamsten Strahlenschutzstoffen zu zihlen
(vgl. 11)). Wie dies bereits an einer Reihe anderer Fermente gezeigt worden ist, kann
auch die Leber-Alkoholdehydrogenase-Aktivitit durch Glutathionzusatz geschiitzt
werden (vgl. Fig. 3). Um die Aktivitit des Enzyms auf 379, des Ausgangswertes zu
reduzieren (= Dy,-Wert) bedarf es in Gegenwart einer Glutathionkonzentration von
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Fig. 3. Schutzwirkung von veduzievtem Glutathion auf die Strahleninaktivierung von
krist. Leber-Alkoholdehydrogenase.

Abszisse: Molare Endkonzentration an GSH.
Ordinate: ADH-Aktivitit in AE,./min - 103, Enzymkonzentration in den Ansitzen ca. 80 y/ml.

11y A, HErvE & Z. M. Bacg, C. r. Séances Soc. biol. 743, 881 (1949); H. M. Partr, E. B. TYREE,
R. L. StTrRAUBE & D: E. SmitH, Science 770, 213 (1949).
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10-5M einer Dosis von ca. 12500 1, bei einer solchen von 10—4M sogar 26000 r. Dem-
gegeniiber betrigt der Dg,-Wert fiir die entsprechenden Kontrollen (ohne Glutathion)
ca. 5000 r. Im hier verwendeten Konzentrationsbereich beeinflusst Glutathion die im
optischen Test bestimmte Alkoholdehydrogenase-Aktivitit nicht. Die Untersuchung
weiterer Thiolverbindungen wird dadurch erschwert, dass diese die Alkoholdehydro-
genase-Bestimmung an sich stéren (z.B. 10-3M Cysteamin, Cystamin).

5. Hydroperoxydasen als Effektoren der Alkoholdehydrogenase-Strahlen-
inaktivierung. — Befinden sich ausser der Leber-Alkoholdehydrogenase weitere,
inerte Proteine in Lésung, so tiben diese gleichfalls eine gewisse Schutzwirkung
aus. Dieser Effekt diirfte darauf zuriickzufithren sein, dass auch Proteinmolekeln
mit den primiren Bestrahlungsprodukten reagieren kdénnen. Wie aus Tabelle III
hervorgeht, ist eine derartige Schutzwirkung nach Zugabe von Human-Serumalbu-
min (95-proz.; Schweiz. Rotes Kreuz) schon bei einer Konzentration von 40 y/ml
deutlich vorhanden. Wiahrend sich hitzeinaktivierte Hydroperoxydasen gleich ver-
halten, resultiert auf Zusatz von aktivem Enzym eine gegenteilige Wirkung. Tab. III
zeigt, dass ein Zusatz von aktiver Katalase bzw. Peroxydase eine Verstirkung der
Strahleninaktivierung von Alkoholdehydrogenase verursacht. Dieser Effekt lisst sich
indessen nur in einem bestimmten Konzentrationsbereich beobachten. Wahrend die
Erfassbarkeitsgrenze bei einigen y/mlliegt, wird diese Sensibilisierungserscheinung bei
hoheren Konzentrationen (iiber ca. 40 y/ml) in zunehmendem Masse durch die oben
beschriebene unspezifische Schutzwirkung verdeckt. Entsprechend dieser biphasischen
Konzentrationsabhingigkeit resultieren Q-Werte, welche teils < 1 (= Verstidrkung),
teils > 1 (= Abschwichung) sind. Dass fiir dieses Verhalten das aktive Enzym
erforderlich ist, geht aus Versuchen mit hitzeinaktivierter Katalase hervor, Diese ver-
hilt sich gleich wie Serumalbumin (Q-Wert stets > 1).

6. Wirkung von H,0,-Zusiitzen auf die Alkoholdehydrogenase-Akti-
vitit. — Da bei der Radiolyse des Wassers u.a. Hy0, gebildet wird, sind auch Versuche

100 | Restaktivitdt in°/s 100

80 | 80 3

20 | 20

0,066 0,20 0.8 0,66 M 1 5 15 30 6C min
[H207] Zeit

Fig. 4. Inaktivierung von Leber-Alkoholdehydrogenase durch HyOy-Zusatz.
Links: Einfluss der zugesetzten H,0,-Mengc auf die nach 15 min und bei einer Inkubierungs-
temperatur von 0° verbleibende Restaktivitit. Rechts: Abhingigkeit der Restaktivitit von der
Inkubierungsdauer (0,2m H,0,).
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Tab. II1. Die Wivkung von Hydyopevoxydasew und Pyoteinen auf die Sivahleninaktivierung der
Leber-Alkoholdehydrogenase.

Zusammensetzung der Ansitze: 0,8 ml gepufferte Leber-ADH-Lésung (enthaltend ca. 80 y Protein)
+ 0,2 ml Effektorenlésung.

ADH-Aktivitit
- in - 103 i
System K;I;flog‘gsa (AE4,/min - 10%) Wl(rilfi:ng
krist. Leber-ADH Effektors b nach Effektors
+ Effektor unbestrahlte B hi
(y/ml) Kontrolle e§tra ung | (Q-Wert*))
mit 5000 r
0 60 35 -
. 2,5 58 28 0,8
lirlzt' Catal 10 59 23 0.7
eberkatalase 40 58 36 1.1
160 58 41 1,2
0 59 35 -
krist. 2,5 59 45 1,2
Leberkatalase; 10 59 42 1,2
hitzeinaktiviert 40 59 44 1,3
160 59 55 1,6
. 0 45 24 —
Meerrettich-
Peroxydase 10 45 16 0.6
40 45 20 0,8
0 60 37 -
. 2,5 61 40 1,1
1;““' Albumi 10 63 43 1,1
erum-Albumin 40 63 52 1.3
160 63 57 1,5
+ 0= Restaktivitit des bestrahlten Enzyms mit Effektor
Restaktivitat des bestrahlten Enzyms ohne Effektor

mit direkt zugesetztem, bzw. enzymatisch gebildetem H,O, ausgefiihrt worden. Zur
Inaktivierung von Leber-Alkoholdehydrogenase sind relativ hohe H,0,-Konzentra-
tionen erforderlich. In Fig.4 ist rechts der Einfluss der Einwirkungsdauer auf Rest-
aktivitdt und links die Wirkung verschiedener H,0,-Zusitze dargestellt. Es lasst
sich hieraus eine dem D,,-Wert entsprechende H,0,-Konzentration von ca. 0,3™
entnehmen. Vergleichshalber sei erwihnt, dass zur Strahleninaktivierung von Alkohol-
dehydrogenase im gleichen Ausmass ca. 5000 r erforderlich sind. Nimmt man {iir die
konventionelle RONTGEN-Bestrahlung einen G, g -Wert von ca. 4 an, entspriche
dies einer H,O,-Anhdufung im katalasefreien Ansatz von ca. 10~5M. Durch Notatin
und Glucosezusatz im Ansatz selbst erzeugtes H,O, ist ohne Einfluss auf die Alkohol-
dehydrogenase-Aktivitit.

Die inaktivierende Wirkung von direkt zugesetztem H,0, erfihrt in Gegenwart
von Fe?t eine Verstarkung (vgl. Tab. IV). Bei der Interpretation dieses Befundes ist
zu beriicksichtigen, dass H,0, und Fe?* zusammen (= FENTON’s Reagens) als ein
OH-Radikale lieferndes System angesehen werden. In diesem Zusammenhang ist zu
erwihnen, dass Fe?t (0,17 uAq./ml; als FeSO, zugesetzt) im Bestrahlungsversuch
eine Abschwichung der Strahlenwirkung auf die Alkoholdehydrogenase-Aktivitit
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Tab. IV. Vergleich der Wivkungen von enzymatisch gebildetem und divekt zugefiigtem Hy0, auf

Leber-Alkoholdehydrogenase, in Abwesenheit und Gegenwart von FeSO, (FENTON-Reagens). Kon-

zentration der Zusitze: 0,8 mg Notatin, 6 mg Glucose bzw. 10 uMol H,0,, 0,09 Mol FeSO, pro
Ansatz a 1 ml

ADH-Aktivitit in (4Eyge/min - 103)
System gemessener relativer Effekt
Wert (Kontrolle = 1009%,)
ADH. . . . . . . . .. .. 58 -
ADH + (Notatin + Glucose). . . 56 - 4%)
ADH +H,05 . « - - =« . . . 41 299,
ADH +FeSO4. .+ . o .+ . . . 57 - 2%)
ADH + H,0, + FeSO, . . . . . 33 —439,

bewirkt. Da Versuche dieser Art aus methodischen Griinden bei neutraler Reaktion
ausgefithrt werden miissen (Oxydation, Ausfillung!), kann indessen nicht ohne
weiteres entschieden werden, worauf dieser Effekt zuriickzufiihren ist.

Diskussion

Die gleichzeitige Verfolgung von Enzymaktivitit und SH-Oxydation stiitzt zu-
nichst die von DALE?) vertretene Auffassung, wonach der Inaktivierungsvorgang
durch Bestrahlung nicht allein durch eine Thiol-Oxydation erklirt werden kann. Ein
gewisser Parallelismus ist zwar gelegentlich festzustellen. Gegenbeispiele (z.B. die
hier mitgeteilten Reaktivierungsversuche) zeigen, dass sich diese beiden Eigenschaf-
ten im Falle der Leber-Alkoholdehydrogenase recht divergent verhalten konnen.
Dies ist z.B. auch bei den Versuchen von Romant & TappeL12) der Fall, welche Hefe-
Alkoholdehydrogenase unter anaeroben Bedingungen bestrahlt haben. Im gleichen
Sinne darf wohl die von uns beobachtete Abnahme der Léslichkeit von bestrahlter
Leber-Alkoholdehydrogenase sowie die Erhohung der UV.-Absorption in der Region
von 240-280 my interpretiert werden. Es wird daher die Auffassung vertreten, dass
die Inaktivierung von Leber-Alkoholdehydrogenase durch RONTGEN-Strahlen zwar
mit einer (z. T. reversiblen) SH-Oxydation einhergeht, dass es aber gleichzeitig zu
einer (irreversiblen) Denaturierung des Enzymproteins kommt.

Die Strahlenempfindlichkeit von Leber- und Hefe-Alkoholdehydrogenase hingt
stark von den Versuchsbedingungen, speziell der Zusammensetzung des Ansatzes ab.
Dies erklirt, weshalb die in der Literatur zu findenden Angaben stark differieren.
So haben z.B. LANGE ¢t al.®) auf Grund ihrer Versuche mit Hefe-Alkoholdehydrogenase
einen G-Wert von 0,06 (bzw. Ionenausbeute 0,02) erhalten, wihrend sie fiir die Ver-
suche von BARRON & JoHNsON4) einen solchen von 1,5 errechnet haben. Fiir die Leber-
Alkoholdehydrogenase lisst sich nach den Daten von RoBiNsoN & PHILLIPS!3) ein
G-Wert von 0,05 errechnen, wogegen auf Grund der eigenen Untersuchungen ein sol-
cher von 0,2, d. h. eine 4mal grossere Strahlenempfindlichkeit resultiert. Im Hinblick
auf die von RoBinsoN?) %) beobachtete Effektorenwirkung von Alkoholen, Puffer-
ionen u. a. ist in unseren Versuchen eine moglichst volistindige Entfernung unkon-
trollierbarer Faktoren angestrebt worden. Der obige Autor hat keine diesbeziiglichen
Angaben gemacht, weshalb die Moglichkeit besteht, dass die in seinen Versuchen beob-

13} R. J. Romant & A. L. TappiL, Arch. Biochemistry Biophysics 79, 323 (1959).
13) T. RoBINsON & A. W, PuiLLips, Biochem. biophys. Acta 42, 290 (1960).
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achtete grossere Strahlenresistenz durch schiitzende Begleitstoffe (Athanol als Stabi-
lisatorzusatz!) bedingt worden ist.

Nachden vorliegenden Untersuchungen ist es unwahrscheinlich, dass die Inaktivie-
rung der Leber-Alkoholdehydrogenase durch RONTGEN-Strahlen auf das dabei ent-
stehende H,0, zuriickzufiihren ist. Jedenfalls sind bei direktem Zusatz H,0,-Mengen
erforderlich, welche um einen Faktor von 10% grésser sind als das bei der Strahlen-
einwirkung in wisseriger Losung entstehende H,0,. Wie erwihnt, werden durch 50001
ca. 10-5M chemisch fassbares H,O, gebildet, wogegen dquivalente Inaktivierungs-
effekte erst bei Zusitzen von 0,1-0,5M H,0, auftreten. Die Experimente mit FENTON-
Reagens weisen gleichfalls darauf hin, dass die Inaktivierung in erster Linie durch
Radikale (z.B. OH -) bedingt sein diirfte.

Die Zugabe von inertem Protein oder inaktivierten Peroxydasen bewirkt einen
Schutzeffekt, der je nach Konzentration recht ausgeprégt sein kann. Diese Erschei-
nung ldsst sich darauf zuriickfithren, dass auch das zugesetzte Protein mit den Be-
strahlungsprodukten reagiert. Diese Schutzwirkung ist ihrerseits ein Ausdruck fiir
die indirekte Strahlenwirkung. Es ist bekannt, dass Katalase als H,0, zerlegendes
Ferment in allen denjenigen Systemen strahlenschiitzend wirkt, in denen es bei der
Strahleneinwirkung zu einer Anhiufung von H,0, iiber einen bestimmten Grenzwert
kommt. Wird diese Konzentration aus irgendeinem Grunde nicht erreicht, so entfallt
verstandlicherweise jegliche Schutzwirkung. Dies ist z. B. dann der Fall, wenn in
Gegenwart eines geeigneten H-Donors das gebildete H,0, fortlaufend peroxydatisch
umgesetzt wird. Diese Doppelrolle der Katalase lisst es somit als verstindlich erschei-
nen, dass diece je nach Zusammensetzung des bestrahlten Systems entweder H,O4-zer-
legend, d. h. strahlenschiitzend, oder peroxydatisch im Sinne einer Verstarkung der
Strahlenwirkung wirkt.

Esist denkbar, dass sich der in geringer Menge bildende Katalase-H,0,-Komplex I
peroxydatisch mit den oxydablen Gruppen der Alkoholdehydrogenase-Molekel direkt
oder indirekt umsetzt. Fiir diese Annahme spricht der Befund, dass die Oxydation
verschiedener niedermolekularer Thiolverbindungen durch Katalase katalytisch
(nicht enzymatisch!) beschleunigt wird (Boer1 & BoNNICHSEN), AEBI & FrEeI1)),
Diese Versuche bestatigen den frither erhobenen Befund, wonach die Katalase unter
bestimmten Voraussetzungen die Strahlen-chemische Ausbeute zu erhéhen vermag
(vgl. AEBI ef al%%)). Eine Verallgemeinerung der diesem Enzym zugeschriebenen
Strahlen-Schutzwirkung ist daher nicht statthaft.

Die Ausfithrung dieser Arbeit erfolgte mit Unterstiitzung der KoMMISSION FUUR ATOMWISSEN-
sCHAFT des ScHWEIz. NATIONALFONDS, wofiir bestens gedankt sei.

SUMMARY

1. Radiation induced inactivation of horse liver alcohol-dehydrogenase in dilute
aqueous solution has been investigated (G-value ~ 0.2).

2. Whereas the enzyme can be protected by the addition of reduced glutathion as
well as by inert proteins, its sensitivity towards X-rays can be increased by addition
of small amounts of catalase.

14) E, Boer! & R. K. BoNNICHSEN, Acta chem. scand. 6, 968 (1952).
15) H. AEBI & Eva FrE1, Helv. 47, 361 (1958).
18) H. AEBI1, R. GREssLY, R. OESTREICHER & A. ZUPPINGER, Helv. 42, 2531 (1959).
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3. In radiation induced inactivation there is a parallelism between the propor-
tion of lost activity and thiol oxidation. After inactivation a partial regeneration of
free SH-groups can be achieved, but this regeneration does not restore enzymatic
activity. It is suggested that radiation induced inactivation is due to denaturation
rather than SH-oxidation only.

Medizinisch-chemisches Institut und Réntgeninstitut
der Universitidt Bern

195, Contribution a I’étude du systéme quinaire
Cat+ NHf—H*—NO;—PO;"~—H,0
XX. La polytherme de saturation du systéme ternaire
Cat+—NH{—NO;—H,0 de 0° a 75°
par R. Flatt, G. Brunisholz et R. Muhlethaler
(19. VIIL. 61)

Lors d’une étude de solubilité se rapportant au systéme quaternaire Cat+-NH,+-
H+-NO,—H,0%?), I'isotherme de saturation du systéme ternaire Cat+-NH,+-NO,;—
H,0 a été établie pour 25°. A cette température, le diagramme de solubilité se com-
pose de 4 courbes de saturation représentant des solutions saturées respectivement
des phases solides suivantes:

Ca(NO,),,4H,0; 5Ca(NOy),, NH,NO,, 10H,0; Ca(NOy),, NH,NO,;,3H,0; NH,NO;.

Nous avons étudié ce méme systéme a d’autres températures dans le but de pou-
voir construire la polytherme du systéeme ternaire Cat+-NH,*-NO;—H,0. Nos ex-
périences concernent essentiellement les isothermes de saturation pour 0°, 50° et 75°.
En outre, nous avons fait un certain nombre d’essais de saturation a des températures
intermédiaires afin de nous orienter sur la position de quelques points invariants de
la polytherme.

Au cours de notre étude, nous avons constaté que les composés suivants peuvent
apparaitre entre 0° et 75° comme phases solides stables enéquilibre avec des solutions

saturées: Ca(NOy),, 4H,0 (symbole Ca¥)
Ca(NO,),, 3H,0 ( » Ca3)
Ca(NOy), anhydre ( » Caf)
NH,NO, ( » NH,%
5Ca(NO,),, NH,NO,;,10H,0 ( » D5.1.10)
Ca(NO,),, NH,NO,,3H,0 ( » D1.1.3)
Ca(NOy)y, NH,NO4(x) ( » D1.1.9)

Outre les trois nitrates de calcium Ca?, Ca® et Ca® on connait le nitrate de calcium
dihydraté Ca(NOy),,2H,0. On peut préparer ce composé en faisant cristalliser le ni-
trate de calcium a température ordinaire (25°) dans I’acide nitrique a env. 50%,. Dans
le systéme binaire Ca(NO,),—H,0, le sel Ca(NOy),, 2H,O ne peut se former qu’en

1) P. Frirz, thése, Berne 1946.
?) R. Frarr & P. Frirz, Helv. 33, 2045 (1950).





