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SUMMARY 

The solvent effects of acetone and benzene in the proton resonance spectra of 
substituted benzene molecules can be divided into contributions from the individual 
substituents. These additive contributions are measured. There are departures from 
additivity in ortho-disubstituted benzene. The solvent effects thus measured can be 
used to predict solvent effects in mono- and polysubstituted benzene as long as there 
is negligible interaction between the substituents. 

Solvent effects of acetone and benzene in m- and @-position of substituted benzene 
are proportional to HAMMETT-Parameters of the protons in question. In  addition 
acetone solvent effects can be explained qualitatively by an inhomogenous electro- 
static reactionfield. Physikalisches Institut der 

Universitat Base1 

68. Die Abhangigkeit der strahleninduzierten Formiatoxydation im 
System (Katala~eJ~C-Formiat) von verschiedenen Milieufaktorenl) 

von H. Aebi und J. P. Heiniger 

(16. I. 62) 

Ameisensaure wird aerob durch ionisierende Strahlen zu CO, oxydiert, und zwar - 
je nach Versuchsbedingungen - in einer Ausbeute von G+COp = 2,5 - 3,8  HART^)). 
Durch Zugabe kleiner Mengen von krist. Leber-Katalase gelingt es, die Strahlen- 
ausbeute (bei pH 63)  auf einen G-Wert von G+co, = 5-6 zu erhohen. In Gegenwart 
dieses Enzyms setzt sich strahlengebildetes H,O,, das sich sonst anhaufen oder 
andenveitig reagieren wurde, peroxydatisch mit (zusatzlichen) Ameisensauremengen 
urn. Wie in einer friiheren Arbeit gezeigt worden ist, ergibt sich bei Verwendung von 
%-Formiat, ein fur strahlenchemische Zwecke venvendbares Indikator-Systems). 
Sofern Enzym und H-Donor (= Ameisensaure) in Konzentrationen zugesetzt werden, 
die dem Sattigungswert nahekommen, dann besteht -- jedenfalls bis zu 20000 r - 
direkte Proportionalitat zwischen Strahlendosis und gebildeter l4CO2-Menge. 

Beim 14C02, das bei Bestrahlung des Systems Katalase f 14C-Formiat gebildet 
wird, muss auf Grund obiger Feststellungen zwischen einem nicht-enzymatisch und 
einem enzymatisch gebildeten Anteil unterschieden werden. Im Hinblick auf die 
praktische Anwendung, sowie auf die Interpretation ist nun von Interesse, in welchem 
Ausmass die Bildung beider Komponenten durch Milieufaktoren beeinflusst wird. 
Diese Frage sol1 fur die folgenden Faktoren zu beantworten versucht werden: a) Art 
der Gasphase (Oz, N,, N,O), b) pH-Abhangigkeit, c) Einfluss der Temperatur und 
d) Effekte von Seiten inerter Zusatze, wie z. B. Proteine und Elektrolyte. Die gleich- 
falls untersuchten Deuterium-Isotopieeffekte sind zusammen mit den Versuchen in 
verschiedener Gasphase geeignet, weitere Anhaltspunkte iiber den Reaktionsmecha- 

1) uber  einen Teil der hier publizierten Versuche wurde anlasslich eines Symposiums iiber 

2) E. J. HART, J. Amer. chem. SOC. 76, 4312 (1954). 
3, H. AEBI, R. GRESSLY, R. OESTREICHER & A. ZUPPINGER, Helv. 42,2531 (1959). 

wRadiation effects and milieu, am 29. 5. 61 in Montrcux berichtet. 
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nismus dieser Umsetzung(en) zu liefern. Von strahlenchemischem Interesse sind 
anderseits die rnit verschiedenen Strahlenquellen, variierter Dosisleistung und mit 
kleinen Strahlendosen ausgefiihrten Experimente. Wie aus diesen methodischen 
Untersuchungen hervorgeht, hangt die von einer bestimmten Strahlendosis gebildete 
14C02-Menge von zahlreichen Milieuf aktoren ab. Dabei werden enzymabhangige und 
nicht enzymatische Formiatoxydation oft recht unterschiedlich beeinflusst. 

Der als Nachteil zu bewertenden Milieuabhangigkeit des Systems Katalase-14C- 
Formiat steht als Vorteil der Befund entgegen, dass sich dieses Verfahren zum Ab- 
fangen von strahlengebildetem sowie metabolisch entstandenem H,O, in biologischen 
Objekten (z. B. Organhomogenate, Gewebsschnitte) sehr wohl eignet. Dabei erstreckt 
sich die Anwendbarkeit dieses Systems auf alle Objekte, in denen die Indikator- 
Reaktion - gleich wie in Losung - durch das Angebot an H,O, oder aquivalenter Pro- 
dukte begrenzt wird4). Es stellt sich nun die Frage, unter welchen Voraussetzungen 
ein Vergleich zwischen Vorghgen in einer definierten Losung als Model1 und denen 
in der lebenden Zelle iiberhaupt erlaubt ist. Zur Beantwortung gehort im vorliegen- 
den Fall u. a. die Kenntnis derjenigen Einfliisse auf die 14C0,-Bildung, mit denen 
in der Zelle zu rechnen ist. Sie abzuschatzen ist der Zweck dieser Modellversuche. 

Experimenteller Teil 
1. Methodisches. - a) Versuchsanordnung (Standard-Ansatz). Wir folgten dem friiher aus- 

fiihrlich beschriebenen Verfahren (vgl. ,)). Die Zusammensetzung des Standard-Ansatzes war, 
sofern nicht anders angegeben, die folgende : 
3,O ml ~ / 1 5  Phosphatpuffer p H  6,8; 
0,4 ml 0 , 0 4 ~  NaHC0,-Losung als Trager; 
0,4 ml 0,2 M-LoSUng von 1%-Formiat (bezogen von Radiochemical Centre Amersham; verdunnt 

0,4 ml Losung von krist. Leberkatalase (~BOEHRINGER w), enthaltend 400 y/ml; 
3,8 ml aq. dest. (ad 8,O ml). 

Zudem enthielt das Plastiknapfchen, welches im Innern der zylindrischen Glasgefasse an 
einem Plexiglasbiigel aufgehangt war, 0,3 ml 20-proz. NaOH zur Absorption des gebildeten 
14C0,. Das Procedere betrcffend quantitative Austreibung der gebildeten “CO, mittels 20-proz. 
Trichloressigsaure sowie Hcrstellung der messfertigen BaC0,-Plattchcn entsprach gleichfalls der 
friiher angegebenen Beschreibung. Zur Messung der 1%-Aktivitat stand ein fensterloser Durch- 
flusszahler (FH 407/516) zur Verfiigung. 

b) Versuche ilz verschiedener Gasphase. Diese Experimente wurden nicht wie iiblich in den 
zylindrischen Glasgefassen mit Plexiglasdeckel ausgefiihrt, sondern in weithalsigen 25-ml- 
Rundkolbchen (Pyrex-Glas) mit Schliff. Dabei musste eine gewisse Streuung hinsichtlich Wand- 
dicke in Kauf genommen werden. Die Gefasse enthielten im Innern des Halses eine Haltevorrich- 
tung zur Befestigung von Laugen-Napfchen. Um ein wiederholtes Evakuieren und Begasen zu 
ermoglichen, wurde den Kolbchen ein Schliffkegel mit Hahn und gebogenem Rohransatz auf- 
gesetzt. Kolbchen und Napfchen wurden mit denselben Mengen der oben beschriebenen (ent- 
gasten) Lijsungen beschickt. Die vorbereiteten Gefasse wurden vor der Bestrahlung je lOmal 
auf ein Vakuum von ca. 0,7 Torr evakuiert und sodann rnit dem entsprechenden Gas gefullt. 
Das verwendete N,-Gas (CARBA AG; 99,99%) und N,O-Gas (CARBA AG.; Reinheit nach Pharm. 
Helv. V.) wurde zur Gewahrleistung anaerober Redingungen vor dem Einfiillen durch 2 Wasch- 
flaschen enthaltend 15-proz. Pyrogallol in 50-proz. NaOH geleitet. 

c) Versuche w i t  Deuterio-Formiat bzw. schwerem Wasser. Fur den Vergleich zwischen 
H14COONa und D14COONa stand ein nach dem Verfahren von RACHELE & AEBI~)  dargestelltes 
Praparat rnit echter, intramolekularer Doppeletikettierung zur Verfiigung (D-14COONa). Die 
spezifische Aktivitat war 6500 counts/min/pAq. 

4, F. PORTWICH & H. AEBI, Helv. physiol. pharmacol. Acta 78, 312 (1960). 
6, J. R. RACHELE & H. AEBI, Arch. Biochemistry Biophysics 87, 63 (1959). 

auf spezifische Aktivitat von 2900 C/min/p As.) ; 
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Um die Effekte in H,O rnit denen in moglichst reinem D,O (99,8 At.-%) vergleichen zu kBn- 
nen, mussten alle Zusatze zum Losungsmittel in fester, moglichst wasserfreier Form erfolgen. Dies 
liess sich im Falle des 14CC-Formiats, des Phosphatpuffers und NaHCO, ohne weiteres realisieren. 
Als Katalasepraparat wurde die aquivalente Menge eines lyophilisierten Kohlehydrat-Enzym- 
gemisches (tcaperaser der Firma P.E.V.Y. A., Barcelona) verwendet (1,6 mg pro Ansatz). 

d) Bestrahlungsbedingungen und StrahlenqueRen6). Fur die Durchfiihrung der Bestrahlungs- 
versuche mit konventionellen Rontgenstrahlen stand ein Stabilivolt-Therapiegerat (M~LLER- 
TUT-Rohre) des Rontgeninstituts der Universitat, Inselspital Bern, zur Verfugung. Betriebs- 
bedingungen fur 100-kV-Bestrahlung: 13 mA, Filterung mit 2 mm Al, Dosisleistung ca. 150 r/min; 
Betriebsbedingungen fur 250-kV-Restrahlung: 13 mA, Filter: 0,35 mm Cu und 2 mm Al, Dosis- 
leistung ca. 400 r/min. 

Die Bestrahlungen rnit 1,25 MeV erfolgten rnit dem 6oCo-Gerat der Clinique Beaulieu, GenBve; 
Dosisleistung ca. 30 r/min. 

Bei den Versuchen rnit dem 30-MeV-Betatron, Model1 B.B.C. (Rontgeninstitut der Univer- 
sitat, Inselspital Bern) musste - als Ausnahme - rnit horizontalem Strahleneinfall gearbeitet 
tverden. Es wurden deshalb hier nicht Glasgefasse, sondern zylindrische Behalter aus Plexiglas 
(d = 42 mm), mit einer Wanddicke von 0,20 mm verwendet. Zur Herabsetzung der Streustrah- 
lung befanden sich die Ansatze auf einem ca. 10 cm hohen Gestell aus Polyvinylchlorid. Die 
Dosisleistung war ca. 400 r/min. Die Bestimmung der Dosisleistung erfolgte konventionell mit- 
tels VrcToREEN-Kammer. Zur Eichung der verschiedenen Versuchsanordnungen diente in allen 
Fallen die strahlenchemische FeII-Oxydation (@ FRICKE-Dosimetriea), wobei das gebildete Fe"' 
nach EGERTON?) bestimmt wurde. Zum Ausgleich von Feldinhomogenitaten wurden alle Bestrah- 
lungsansatze (6 pro Serie) wie iiblich rotierend bewegt. 

2. Vergleich der l4CO2-Ausbeute in O,, N ,  und N,O-Phase. Wie aus den in Tabelle 1 wieder- 
gegebenen Versuchen hcrvorgeht, ist das Ausmass der strahleninduzierten Formiatoxydation 
stark von der Art der Gasphase abhangig. Vergleicht man die l4COz-Bildung in 0, und in N,, SO 

Tabelle 1. Eilzfluss dcr Gasphase auf die strahleninduzierte Formiatoxydation 
Die angefuhrten Resultate bedeuten pMol gebildetes l4C0,/Ansatz zu 8 ml und stellen die Mittel- 

Versuchsreihe relativer Ef f ekt 

1 Wirkung 1 WirkGTin 

= 100% = 100% 

95% 75 % 
- - 115% 

(ca. 10000 r) r) ~ a t a l a s e  

0,38 
0.36 - 

0.33 0.24 - - 
0.48 0.36 150% - 
- 0,445 - 185% 
- 0,52 117% 144% 

Gasphase 

stellt man fest, dass Katalase unter aeroben Bedingungen stark steigert, anaerob dagegen eher 
hemmt : Der enzymatische Anteil der Formiatoxydation ist somit 0,-abhangig, der nicht-enzy- 
matische Anteil dagegen nicht. Die Differenz zwischen 14CO,-Bildung in 0, und in &-Phase 
(ca. 15%), wie sie sich ohne Enzymzusatz ergibt, stimmt mit den von HART,) gegebenen Daten 
iiber die C0,-Bildung in bestrahlten, verdiinnten Ameisensaurelosungen iiberein. Beim t'rber- 
gang von Luft auf anaerobe Verhaltnissc sinkt G+ H,O, auf 0 ab, wogegen G+co, um 1040% an- 
steigt. Die geringgradige Abnahme der 14C02-Bildung in N,-Phase, welche durch Katalasezusatz 

6 )  Den Herren Prof. A. ZUPPINGER (Rontgeninstitut der Universitat, Inselspital Bern) und Dr. 
PH. SARASIN (Clinique Beaulieu, Genkve) sei fur die Zurverfugungsstellung der Bestrahlungs- 
anlagen hiermit bestens gedankt. 

') A. C. EGERTON, A. J. EVERETT, G. J. MINKOFF, S. RUDRAKANCHANA & K. C. SALOOJA, Ana- 
lyt. chim. Acta 70, 422 (1954). 
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bewirkt wird, ist in ahnlichem Ausmass auch nach Zugabe inerter Proteine (Serumalbumin) zu 
beobachten. Es diirfte sich somit - wenigstens zum Teil - um einen unspezifischen Proteineffekt 
handeln. 

Ersetzt man den Sauerstoff durch N,O, wird bei sonst unveranderten Versuchsbedingungen 
wesentlich mehr 14C02 gebildet. Katalase bewirkt auch hier einen Mehrumsatz: er ist indessen 
wesentlich kleiner (+ 17% in N,O: + 50% in 02). In  Gegenwart von N,O ist die 14C0,-Mengc, 
welche im System Katalase 14C-Formiat durch eine bestimmte Strahlendosis gebildet wird, am 
grossten: Der entsprechende G+cO,-Wert, der in 0, im Mittel 5,2 betragt, steigt in N,O-Phase 
auf 7 bis 8 an. 

3. Abhiingigkeit vom PH. Das Ergebnis einer Reihe bei verschiedenen pH ausgefiihrter Ex- 
perimente ist in Fig. 1 dargestellt. Zum Zwecke der direkten Vergleichbarkeit sind alle Werte 
auf das Ausmass der 14C0,-Bildung bei pH = 6,8 ohne Katalasezusatz bezogen worden. Da bei 

*I. *I, 
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Fig. 1. pH-Abhiingigkeit der 14C0,-Bildztng in bestrahlten Ansatzen enthaltend Katalase und 14C- 
Ameisensaure bzw. l4C-Formiat 

Ordinate links: Prozentuale 14C0,-Bildung; Ansatze von pH 6,s ohne Katalase = 100%. Ordinate 
rechts: Durch Katalasezusatz bewirkter Mehrumsatz an 14C02; Effekt bei p H  6 3  = 100% 

0 

o Ansatze ohne Katalase. 
Ansatze mit Katalase (20 y/ml). 

pH-Aktivitatskurve der Katalase (Skala rechts !) Bestimmung mittels Perborat-Methode 
von R. N. FEINSTEIN bei pH 6,s nachvorinkubierung der Ansatze beim betreffenden pH. 

den verwendeten Phosphat-, Pyrophosphat- und Acetat-Puffergemischen keine spezifischen 
Anioneneffekte auftreten, geben die eingezeichneten Kurven ein direktes Bild von der pH- 
Abhangigkeit der beiden Anteile der strahleninduzierten Formiatoxydation. Nicht-enzymatisch 
gebildetes CO, findet sich iiber den gesamten untersuchten pH-Bereich, seineMenge ist im schwach 
sauren und im alkalischen pH-Bereich etwas grosser als bei pH 6,8. Die gleichzeitige Unter- 
suchung der Enzymstabilitat erlaubt weitere Aussagen iibcr Verlauf und Begrenzung des enzy- 
matisch gebildeten Anteils. Im sauren pH-Bereich verlaufen die Kurven fur die katalatischc 
Aktivitat (Perboratspaltungl) und diejenige, welche die Wirkung auf die 14CO,-Bildung im Bc- 
strahlungsversuch wiedergibt, vollig parallel. Im alkalischen Bereich verhalten sich dagegen die 
Wirkungen hinsichtlich H,O,-Spaltung und Formiatoxydation ganz verschieden. Wahrend die 
H,Oa-zerlegende Wirkung der Katalase unter den im Bestrahlungsexperiment herrschenden 
Bedingungen bis gegen pH 10 vollig erhalten bleibt, nimmt der Effekt auf die Formiatoxydation 
oberhalb pH 7 stetig ab und verschwindet bei pH 9 praktisch vollstandig. Bei der Interpretation 
dieser scheinbaren Diskrepanz wird zu beriicksichtigen sein, dass nur die freie Saure mit dem 
Katalase-H,O,-Komplex in Reaktion tritt und dass die entsprechende Sattigungskurve bei pH 7 
erst in einem Konzentrationsbereich von oberhalb 10 ,uM/ml Formiat (- pMol/ml freie 
Ameisensaure) abzuflachen beginnt. 

------- 
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l*CO,-Bildung 
aus 

"C-Formiat 
in ,LA Mol/Ansatz 

0,22 
0,38 
0,125 
0,31 
0,08 
0,26 
0,05 
0,20 

4. Einftuss inerter Zusatze. Die 14C0,-Bildung im Standard-System kann durch eine Reihe 
von Zusatzen beeinflusst werden. Die in dieser Hinsicht vor allem interessierende Wirkung inerter 
Proteine ist am Beispiel von gereinigtem Human-Serumalbumin (Schweiz. Rotes Kreuz, Bern) 
untersucht worden. Wie zu erwarten. hat die Gegenwart grosserer Mengen dieses Proteins eine 
Verminderung der gesamten 14COz-Ausbeute zur Folge. Das Ausmass der Formiatoxydation 
nimmt mit steigender Eiweisskonzentration stetig ab, und zwar ohne Katalasezusatz prozentual 
starker (Tab. 2). Berechnet man nun den Mehrumsatz an 14C02, der durch die Gegenwart der 
Katalase verursacht wird, dann stellt man fest, dass der enzymatische Anteil der Formiatoxyda- 
tion durch Proteinkonzentrationen bis zu 10% praktisch kaum beeinflusst wird (vgl. letzte Ko- 
lonne in Tabelle 2). Der nicht-enzymatische Anteif wird demgegeniiber bereits durch ca. 3% 
Serumalbumin auf den halben Betrag herabgesetzt. 

Da natives Sernmalbumin eine freie SH-Gruppe pro Molekel enthalt, die m6glichenveise am 
Zustandekommen dieses Effektes beteiligt ist, haben wir auch eine Reihe vonThiolen und Disul- 
fiden auf ihre Wirkung hin getestet. Wie enviihnt (vgl. $), S. 2537 unten!) kommt bei diesen Sub- 
stauzen ohnehin nur die Untersuchung der nichtenzymatischen Komponente in Frage. Diese 
wird durch Zusatze (2 ,uMol/ml) in folgender Weise beeinflusst (14C02-Bildung des Kontroll- 

Tabelle 2. Effekt eines Zusatzes uon Human-Sevumalbumin auf die stvahleninduzierte Formiat- 

Relativer Effekt Mehrumsatz 
Wirkung ohne Wirkung in Ggenwart 
Eiweiss-Zusatz ohne Katalase KatalaSe 

= 100% = 100% (dp Mol/Ansatz: 

- - - 
- 173% 0.16 

- - 57 % 
82 % 246 yo 0,185 
36 % 
68 % 320% 0,18 
23% 

- - 

- - 
53% 400% 0,15 

5 

10 

+ 
+ 
+ 

- 

- 

ansatzes = 1OOyo) : Cysteamin und Cysteamin-N-Acetat 26%, Cystein 31%, AET 34%, Thio- 
glycolsaure 52%, Apresolin (~ICIBA,) 68%, Cystamin und Cystamin-NN-Diacetat 7574, Cystein- 
saure 100%. Die weitgehende Unterdruckung der nicht-enzymatischen 14C0,-Bildung aus lac- 
Formiat durch Proteine und Thiole diirfte als Ausdruck einer Konkurrenz um die primaren Be- 
strahlungsprodukte zu bewerten sein. 

Tabelle 3. Deuterium- Isotopieeffekte bei der stvahkninduzierten Fovmiatoxydation 
Strahlendosis ca. 15000 r ;  250 kV. Mittelwerte aus je 3 Experimenten 

Katalase 
20 y / d )  

Art 
des H-Donors 

bzw. 
(Losungsmittel) 

Mehrumsatz 
aus Ansatz mit Wirkung ohne in Gegenwart 

14C-Formiat HCOO-(H,O) Katalasezusatz von Katalase 
in p Mol/Ansatz = looryo = 100% (LIP Mol/Ansatz) 

14C0,-Bildung Relativer Effekt 

HCOO- (H,O) 

DCOO- (H20) 

HCOO- (H,O) 

HCOO- (D,O) 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 

- 

- 

- 

0.39 - - - 
0.62 - 159% 0,23 
0,36 92 % 

170% 0,25 0,61 98% 
0.34 ._ 
0,575 - 168% 0,235 
0.37 108% - - 
0,66 115% 178% 0,29 

- - 

- - 
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Im Gegensatz zu Proteinen und niedermolekularen SIT-Verbindungen beeinflussen Elektro- 
lyte und (inerte) Anelektrolyte die 14C0,-Bildung kaum. NaCl in einer Konzentration von 0.1- 
l~ ist ohne sicheren Effekt, bei solchen von 2 - 3 ~  (= 15-20mal isotonisch!) ist hingegen ein Mehr- 
umsatz von ca. 20% zu beobachten. Wesentlich wirksamer sind Schwermetalle, speziell FeII- 
Ionen. So bewirken 0,2 pMol/ml FeIISO, eine Verdoppelung der WO,-Bildung in Abwesenheit 
von Katalase, wahrend der enzymabhangige Anteil gar nicht beeinflusst wird. Eisen(II1)-sulfat 
in gleicher Konzentration ist ohne sicher fassbaren Effekt (+ 5%). Harnstoff ist bis 1 0 - 2 ~  ohne 
Effekt und bewirkt erst in hoher Konzentration (0,2M = 30mal Konzentration im Blut) eine 
Verminderung um ca. 10%. 

5. Temperaturabhangigkeit. Bei der Untersuchung des Systems Katala~e-~~C-Formiat in 
gefrorenem Zustand besteht eine Schwierigkeit darin, dass die Ausbeute an l*CO, von der Ge- 
schwindigkeit des Einfrierens (und Auftauens) a b h a g t .  So ergeben sich bei langsamem Einfrieren 
mittels Eiskochsalzgemisch Werte, die im Vergleich zu rasch eingefrorenen Proben (Aceton- 
Trockeneis), ca. 25% geringer sind (Temperatur der Proben wahrend der Bestrahlung je - 3"). 
Aus Tabelle 4 ist ersichtlich, dass die 14C02-Ausbeuten bei - 3" und + 3" kaum differieren, sofern 
rasch eingefroren wird. Im Ubrigen geht aus diesen Daten hervor, dass die nicht-enzymatische 
Oxydation nur sehr wenig, die enzymatische dagegen eher stark temperaturabhangig ist. Das 
durch letztere gebildete "CO, rnacht unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen bei 20" 
73%, bei -40' dagegen nur noch 5% des nicht-enzymatisch gebildeten WO, aus. 

TabeIIe 4. Temperaturabhiingigkeat der stvahieninduzierten Formiatoxydation 
Strahlendosis ca. 8000 r ;  250 kV. Die bei - 3" und - 40' bestrahlten Proben wurden in Aceton-CO, 

14C0,-Bildung Ansatz : 
Katalase Tempe- 

ratur 
(20 y/ml) 

Relativer Effekt 
I 

- - 40" 
+ + 20" - 
+ 

- 3" 
+ 

+ 3" 
+ + 20" - 
+ 

- 

- 

rasch eingefroren 

- 
aus 14C-Formiat 
in ,IA Mol/Ansatz 

Wirkung 
ohne Katalasezusat 

Ausbeute bei 20' 
= looyo 

= 100% 

0,19 
0,20 
0.20 
0,32 
0,20 
0,25 

0,27 
0,22 
0,38 

0,215 

- 
105% 

160% 

125% 

125 yo 

173% 

- 

- 

- 

- 

6. Deuterium-lsotopieeffekt. Wird H1*COONa durch DWOONa ersetzt, so kommt es zu einer 
nur geringgradigen Abnahme der 14C0,-Bildung. Wie aus Tabelle 3 ersichtlich, betrifft diese Dif- 
ferenz vor allem die nicht-enzymatische Komponente. Der Befund, wonach bei der enzyma- 
tischen Komponente der Umsetzung kein Isotopie-Effekt besteht, passt zur Interpretation 
friiherer Unter~uchungen~,~) .  Ein solcher ist namlich nur dann zu erwarten, wenn die peroxyda- 
tische Formiatoxydation durch die Katalase-Konzentration und nicht (wie hier) durch das 
H20,-Angebot begrenzt wird. 

Verfolgt man die strahleninduzierte Formiatoxydation in D,O, so resultiert eine deutliche 
Erhohung der 14C0,-Ausbeute, welche fur den nicht-enzymatischen Anteil + 9% und fur den 
katalaseabhangigen + 24% ausmacht (vgl. Tab. 3) ; ein Befund, der mit den bei der Radiolyse 
von D,O gefundenen erhohten Umsatzen in Einklang steht, z. B. G+H$O~ (in Luft) 1,17 bzw. 
G+D,o, (in Luft) 1,24 = +6X1O). 

EVA FREI C H. AEBI, Helv. 47, 241 (1958). 
s, H. AEBI, Experientia Suppl. 8, 40 (1960). 

lo) H. A. MAHLMAN & J. W. BOYLE, J. Amer. chem. SOC. 80, 773 (1958). 
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Fig. 3. Einfluss der Bestrahlungsart auJ die l4CO2-Ausbeute zm System Katala~e-~~C-Formiut 
Ordinate: G-Wert (p Mol 14C0,/1000 r/l) 

0 

o Ansatze ohne Katalase 
Ansatze mit Katalase (20 y/ml) 

Zur Standardisierung dienten die folgenden Eisenwerte (nach MINDER et aZ.11)) : G(FeII+ FeIII) 
fur 100 kV = 15.0, fur 250 kV = 15,5, fur 1,26 MeV = 16,O und fur 31 MeV = 16,3. Korrektur 

der 1,26-MeV-Werte (Dosis-Leistung 30 rlmin!) gemass Daten in Fig. 2. 

11) W. MINDER, H. J. MAURER & c. E. BUCHHEIM, KoNTGEN-FOrtSChritte 92,206 (1960) ; W. MIN- 
DER, Trans. IX. Int. Congress of Radiology, 1381 (1960). 
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Die Gegeniiberstellung der rnit verschiedencn Strahlenquellen erzielten Resultate lasst eine 
Abhangigkeit der 14COz-Ausbeute vom Energiegehalt der Strahlung erkennen. Die in Fig. 3 
wiedergegebenen Resultate fur Rontgcnstrahlen, 6UCo-Bestrahlung und Betatron zeigcn, in wel- 
chem Ausmass die Formiatoxydation von der Strahlenqualitat abhangt. Die Kurve fur die nicht 
enzymatische 14C0,-Bildung steigt erst deutlich und flacht dann ab, analog dem Eisenwert 
(FRICKE-Dosimetrie), jedoch etwas steiler verlaufend. Der enzymatische Anteil der Formia- 
toxydation zeigt keine sichere Abhangigkeit. Wahrend der durchschnittliche Mehrumsatz bei 100 
und 250 kV etwa gleich ist (dG = 2,16 bzw. 2,25), ist er bei 1.26 MeV am grassten (2,59). bei 
30 MeV dagegen kleiner (1.92). Gesamthaft ergibt sich daher im Standard-Ansatz bei 1,26 MeV 
die grosste Ausbeute (Mittel G+co, = 5,8) ; dies selbst nach Vornahmc einer entsprechenden 
Korrektur fur die geringere Dosisleistung (vgl. Methodik). Setzt man dagegen die katalase- 
abhangige 14C0,-Bildung in Beziehung zur nicht-enzymatischen, ergeben sich als Folge der un- 
gleichen Abhangigkeit beider Komponenten folgende Verhaltniszahlen : Der relative Mehrumsatz 
in Gegenwart von Katalase betragt bei 100 kV + 94%, bei 250 kV + 77%, bei 1,26 MeV + 82% 
und bei 30 MeV +60%. Der durch Katalase-Zusatz erzielbare Effekt zeigt somit mit steigender 
Harte der Strahlung abnehmende Tendenz. 

Um Aufschluss uber die Empfindlichkeit des Systems gegenuber kleinen Strahlendosen zu 
erhalten, sind Experimente mit I4C-Formiat von hoherer spezifischer Aktivitat ausgefiihrt worden 
(2.0 * lo4 counts/min/p Aq.). Auf diese Weise lassen sich noch 14C02-Mengen erfassen, wie sie bei 
Bestrahlung mit 50 r im Ansatz gebildet werden (vgl. Ein durch Katalase erzielbarer Mehr- 
umsatz tritt dabei erst oberhalb 100 r auf. In Anbetracht dessen, dass strahlengebildetes H,O, 
hierzu offenbar in einer Mindestkonzentration vorhanden sein muss, sei erwahnt, dass diese Dosis 
bei Annahme eines Wertes fur G+H,o, von 3 einer H,O,-Konzentration von 3 ~ 1 0 - ~  molar ent- 
spricht. 

Diskussion 
Der Mechanismus der Formiatoxydation, wie sie sich bei der Bestrahlung (ohne 

Enzymzusatz) in verdunnter, w&sriger Losung abspielt, ist von HART , 9 1 3 )  eingehend 
untersucht worden. Danach stellen die gemessenen Umsatze die Resultante einer Reihe 
miteinander im Gleichgewicht bzw. in Konkurrenz stehender Reaktionen dar. Im 
wesentlichen folgt die Oxydation der Ameisensaure der Brutto-Gleichung : HCOOH 
+ 0, + H,O, + CO,, wobei jedoch die anaerobe Spaltung in H, und CO, selbst durch 
1 0 - , ~  0, (Luft) nicht vollig unterdruckt wird. Wie aus der in Tab. 5 gegebenen uber- 
sicht zu entnehmen ist, verlauft die Oxydation via - COOH-Radikale in 2 Stufen. 
Dabei reagieren HCOOH und - COOH auf verschiedenartige Weise rnit den bei der 
Radiolyse des Wassers gebildeten Produkten, speziell rnit H -, OH - und H0,-Radi- 
kalen, sowie rnit H,O,. Die wechselseitige Konkurrenz aller gelosten Stoffe um die 
Radikale macht verstandlich, weshalb Proteine und Thiolverbindungen als typische 
Radikalfanger den nicht-enzymatischen Anteil der 14C0,-Bildung stark herabzu- 
setzen vermogen. Anderseits hat die Gegenwart von Stoffen, welche Ruckreaktionen 
unterdrucken und damit das Gleichgewicht zugunsten der Vorwartsreaktionen ver- 
schieben, eine Erhohung der nicht-enzymatischen 14C0,-Bildung zur Folge (z. 13. 
Fe”-Ionen, N,O als Gasphase). 

Da die H,O,-bildenden Reaktionen unter aeroben Bedingungen die H,O,-ver- 
brauchenden ubenviegen, wird bei Abwesenheit von Katalase H,O, angehauft. Durch 
Zusatz geringer Katalasemengen wird dies verhindert, indem H,O, durch dieses En- 
zym entweder (katalatisch) in H,O & -$02 zerlegt wird, oder sich d s  Katalase- 

l2) T. J. HARDWICK & W. S. GUENTNER, J. physic, Chemistry 63, 896 (1959). 
l8) A. J. SWALLOW; Radiation Chemistry of Organic Compounds (S. 113-116), Pergamon Press, 

N. Y. 1960; E. J. HART, J.  Amer. chem. SOC. 73, 68 (1951) : 74, 4174 (19.52) ; 76, 4198 (1954); 
J. physic. Chemistry 56, 594 (1952). 
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H,O,-Komplex mit Ameisensiiure peroxydatisch umsetzt. Dieser Mehrumsatz stellt 
gleichsam die enzymatische Komponente der strahlenbedingten Formiatoxydation 
dar. Eine Trennung der l*CO,-Bildung in 2 Anteile ist theoretisch nur dann gerecht- 
fertigt, wenn sich das H,O, unabhangig von den zu seiner Bildung fuhrenden Radikal- 
reaktionen weiter umsetzt. Es ist indessen moglich, dass das Bestehen dieser Abfang- 
reaktion eine Verschiebung weiterer Gleichgewichte, an denen H,O, beteiligt ist, nach 

Tahelle 5. ubersicht Uber die bei Bestrahlung von Ameisensauve bzw. Formiat (und Katalase) 
in  Betracht kommenden Umsetzungen 

H20--H + OH ( H 2 0  - 1/2H2+’/2H202) H +OH - H 2 0  

(OH+ OH---- 

0COOH + OZ-HO, + C 0 2  
*COOH + m - H , O  + C02+Ot 
*COOH + *COOH-HCOOH + CO2 
* C O O H  + H 0 2  -m + C O ,  

-2H20 + C 0 2 + c  
_ _ - _ - - - _ _ _ _  -z 2H20+0, +g 

- 
3-C 

2 
3 
4 
5 
6 

7 
8 
9 
10 

11 
12 
13 

14 

15 
16 - 

sich zieht (z. B. Konkurrenz zwischen den Reaktionen 2 & 4, oder 7 & 9). Fur prak- 
tische Zwecke erscheint die getrennte Betrachtung des durch Subtraktion errech- 
neten tenzymatischen Anteils B jedenfalls angezeigt. Die Grosse des durch Katalase- 
zusatz erreichten Mehrumsatzes an 14C0, entspricht zwar nicht ganz der Gesamt- 
menge an strahlengebildetem H,O,, weil nach Reaktion 16 (evtl. auch 4, 9 und 12) 
reagierendes H,O, nicht erfasst wird. Je nach Methodik werden bei 250-kV-Bestrah- 
lung und 20 y Katalase/ml nur 50-80y0 des H,O, nach Reaktion 15 umgesetzt 
(vgl. a)). Der hier fur 250-kV-Bestrahlung im Mittel gefundene G-Wert fur den enzy- 
matischen Anteil der 14C0,-Bildung (A  G = 2,Z) macht vergleichsweise 71% des 
theoretischen Wertes (GfHtO, total) von 3,l aus. 

Dass der enzymatische Anteil tatsachlich auf der Produktion von H,O, beruht, 
geht aus der Notwendigkeit der Gegenwart von aktivem Enzym, sowie aus der 0,- 
Abhangigkeit hervor. Da in N,-Atmosphare die Reaktionen 3, 11 & 14 ausfallen, 
wird kein H,O, mehr gebildet; somit entfallen auch die Reaktionen 15 & 16. Der 
nicht-enzymatische Anteil lauft im gesamten pH-Bereich in etwa gleicher Ausbeute 
und nach demselben Mechanismus ab; der enzymatische Anteil wird dagegen im 
sauren Bereich durch die pH-Aktivitats- bzw. Stabilitatskurve der Katalase und im 
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alkalischen Bereich durch die H-Donor-Konzentration (= freie Ameisensaure) be- 
grenzt. Von praktischer Bedeutung ist schliesslich der Befund, dass die enzymatische 
Komponente von der Proteinkonzentration im Milieu nahezu unabhangig ist. In 
bestrahlten Objekten biologischer Herkunft diirfte daher das aus 14C-Formiat gebil- 
dete 14C0, zum uberwiegenden Teil auf enzymatisch umgesetztes H,O, zuriickzu- 
fuhren sein. Dies ist deshalb fur die in der Zelle herrschenden Bedingungen anzuneh- 
men, weil die bei der Radiolyse des Wassers entstehenden Radikale vor allem mit 
den in grosser Oberzahl vorhandenen Cytoplasmabestandteilen reagieren und sich 
daher nur zum kleinsten Teil mit 14C-Formiat umsetzen. Dagegen ist das gleichzeitig 
entstandene H,O, infolge seiner grosseren Stabilitat bzw. Reichweite sehr wohl in 
der Lage, zu den Katalasemolekeln hin zu gelangen und sich dort zum ubenviegenden 
Teil rnit HCOOH peroxydatisch umzusetzen. Auf die sich hierbei ergebenden Fragen 
ist bereits im Rahmen einer Untersuchung uber die metabolische H,O,-Bildung ein- 
gegangen worden 4). 

Von den Faktoren, welche die Strahlenausbeute beeinflussen, interessiert vor allem 
der Befund, dass es in N,O-Phase zu einer betrachtlichen Steigerung der 14C02- 
Bildung kommt. Obgleich keine Angaben uber die Art der fur diesen Effekt verant- 
wortlichen Umsetzungen gemacht werden konnen, ist man versucht, eine Parallele 
zu den von DAINTON 14) mitgeteilten Beobachtungen zu ziehen. Danach wale diese 
Wirkung auf die Umsetzung von H-Radikalen rnit N,O, gemass Reaktion 5 zuruck- 
zufuhren. Es ist wahrscheinlich, dass diese Abfangreaktion andere Umsetzungsarten 
der H-Radikale (inkl. Ruckreaktion) unterdruckt und dafur eine aquivalente Menge 
OH-Radikale liefert. Dass es auch in N,O zur Bildung von H,O, kommt (durch Re- 
kombination uberschiissiger OH ?), geht aus dem Vorhandensein eines enzymab- 
hangigen Anteils der 14C0,-Bildung hervor. Damit ist aber auch die Moglichkeit ge- 
geben, dass sich die COOH-Radikale neben Reaktion 13 auch nach Reaktion 12 
weiter umsetzen. Ob die COOH-Radikale nicht auch rnit N,O direkt zu reagieren 
vermogen, bleibt abzuklaren. Denkbar ware z. B. die Umsetzung : N,O -k COOH + 
CO, + N, + OH.. Gesamthaft bewirkt dieser veranderte Reaktionsablauf in N,O eine 
Erhohung der 14C0,-Ausbeute gegenuber Luft bzw. 0, um + 85 bzw. + 44%. Der 
mit Katalasezusatz in N,O bestimmte G+,,;Wert von 7-8 durfte eher zu niedrig 
sein, da die enzymatische uberfuhrung des strahlengebildeten H,O, in I4CO, ver- 
mutlich auch in N,O nicht quantitativ verlauft. Der durch Katalase erzielte Mehr- 
umsatz an 14C0, bzw. H,O, ist in N,O etwa halb so gross wie in 0,. WZhrend das in 
Gegenwart von 0, gebildete H,O, vor allem vica Reaktionen 3 und 6 entstehen wird, 
kommen in N,O hiefur eigentlich nur Reaktionen 5 und 10 in Frage. Ob das bei der 
FRIcKE-Dosimetrie zu beobachtende gleiche Verhiiltnis der Ausbeuten (GFeS+ in 
N,O - 8, in 0, - 16)14) mehr als nur eine zahlenmassige Analogie bedeutet, sei 
dahingestellt. 

Das als 14CO,-Mehrumsatz erfasste strahlengebildete H,O, zeigt, im Gegensatz zur 
nicht-enzymatischen Formiatoxydation, praktisch keine Abhangigkeit vom Energie- 
gehalt der Strahlung (100 kV - 30 MeV; vgl. Fig. 3). Die enzymatische Komponente 
verschwindet erst, wenn z. B. Strahlen ohne ionisierende Wirkung (UV.-Bestrahlung 
mit Hg-Lamp) zur Anwendung gelangen. Eine geringgradige Abhangigkeit beider 

1") F. S .  DAINTON & D. B. PETERSON, Nature 786, 878 (1960). 
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Komponenten besteht hingegen von der Dosisleistung, und zwar in etwa gleichem 
Ausmass, wie dies aus den Versuchen Nr. 4-7 und 17-20 in Tabelle 1 von  HART^) 
hervorgeht. Das Bestehen eines Zeitfaktors weist daraufhin, dass sich je nach Bil- 
dungsrate bzw. stationarer Konzentration an primaren Reaktionsprodukten das 
Gleichgewicht zwischen den verschiedenen sekundaren Umsetzungen etwas verschiebt. 
Schliesslich stellt sich die Frage, weshalb ein 14C02-Mehrumsatz in Gegenwart von 
Katalase erst bei Dosen ab 100 r, d.h. bei einer H,O,-Anhaufung von ca. 3-10-'~, 
feststellbar ist. Dies ist vermutlich auf die Resultantennatur dieses Effektes zuriick- 
zufiihren, indem bei kleineren Dosen die unspezifische Hemmwirkung als Protein 
(wie sie bei den Versuchen in N, zum Ausdruck kommt) iiber die Wirkung als Peroxy- 
dase uberwiegt. 

Die Ausfiihrung dieser Untersuchungen erfolgte mit Untcrstiitzung der KOMMISSION FUR 

ATOMWISSENSCHAFT des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS. Den Herren Prof. W. MINDER (Bern) 
und Prof. F. S. DAINTON (Leeds) danken wir fur wertvolle Ratschlage. 

SUMMARY 
1. Radiation induced 14C-formate oxidation has been studied under a variety of 

experimental conditions. Since the l4C0,-yield can be increased by traces of catalase, 
an enzymatic and a non-enzymatic component may be distinguished. 

2. Either component of l4COZ-formation is influenced by temperature, pH, gas- 
phase, effectors and irradiation techniques in a different manner. 

3. Highest yields are observed in N,O-phase (G+,oZ = 7-8). Whereas an increas- 
ing effect of catalase is observed in 0, and N,O, there is none in N,. A small but 
distinct dose-rate dependency exists between 35 and 400 r/min (250 kV X-rays). 

Medizinisch-chemisches Institut 
der Universitat Bern 

69. Stoffwechselprodukte von Actinomyceten 

Ferrioxamin G 
von W. Keller-Schierlein und V. Prelog 

(16. I.  62) 

34. Mitteilungl) 

Bei der Herstellung grosserer Mengen von Ferrioxamin B wurde eine Neben- 
iraktion erhalten, die sich papierchromatographisch ahnlich dem reinen Ferrioxamin 
B verhielt, sich aber bei nochmaliger Ionenaustauscher-Chromatographie2) in zwei 
Komponenten auftrennen liess. Die schwerer eluierbare davon erwies sich tatsachlich 
als identisch mit Ferrioxamin B, die leichter eluierbare stellte dagegen ein bisher 
nicht beschriebenes Sideramin3) dar, das wir Ferrioxamin G benannten. Dieses unter 
1) 33. Mitt.: Helv. 45, 138 (1962). 
2) H. BICKEL. R. BOSSHARDT, E. GAUMANN, P. REUSSER, E. VISCHER, W. VOSER, A. WETT- 

3) H. BICKEL, E. GIUMANN, TN. KELLER-SCHIERLEIN, V. PRELOG, E. VISCHER, A. WETTSTEIN 
STEIN & H. ZAHNER. Helv. 43, 2118 (1960). 

62 H. ZHHNER, Experientia 76, 129 (1960). 




