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SUMMARY

A short review is given on published rotatory dispersion data of 60 trivalent
chromium and cobalt coordination compounds. Own measurements are reported
on 16 compounds. The most important facts of theory and interpretation are
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24. Methimoglobinbildung durch RONTGEN-Bestrahlung in Himolysat
und intakten Erythrocyten von verschiedenem Katalasegehalt

von J.P.Heiniger und H. Aebi
(4. XII. 62)

Bei Einwirkung ionisierender Strahlen auf verdiinnte Lésungen von Oxyhimo-
globin entsteht Methdmoglobin')2). Dabei kommt es nicht nur zu einem Valenz-
wechsel des Eisens (Fel! - Fe'), sondern auch zur Oxydation verschiedener Grup-
pen in der Globinkomponente (z. B. —-SH)?3). Neben Methimoglobin werden auch
noch andere Produkte (z. B. Choleglobin) in allerdings wesentlich geringerem Um-
fang gebildet4). Die grosse biologische Bedeutung der Himine und deren leichte
spektrophotometrische Bestimmbarkeit haben es mit sich gebracht, dass Lésungen
von Blutfarbstoff (= Himolysat) und Suspensionen intakter roter Blutzellen ein
bevorzugtes Objekt fiir strahlenbiologische Modellversuche darstellen. Die meist
als Mass genommene Methimoglobinbildung hdngt a) von der Konzentration der
Losung (bzw. Suspension), b) von der Art der Verteilung (Himolysat oder intakte
Zellen), c) von der Gegenwart strahlenschiitzend wirkender Enzyme (Katalase, evtl.
Glutathion-peroxydase) sowie d) einer Reihe weiterer Versuchsfaktoren ab.

Das Ziel dieser Untersuchungen besteht darin, den Einfluss der unter b} und c)
erwihnten Faktoren, d.h. Art der Verteilung und Schutzwirkung der Katalase,
auf die strahleninduzierte Methimoglobinbildung zu analysieren. Zu diesem Zweck
sind Hamolysatproben und Suspensionen intakter Erythrocyten in verschiedenen
Versuchsanordnungen vergleichend untersucht worden. Da nach WARBURG ef al.?) das
Ausmass der Methdmoglobinbildung bei gegebener Strahlendosis vor allem vom
Katalasegehalt abhingt, haben wir fiir diese Experimente einerseits rote Blutzellen
von relativ hohem und anderseits solche von extrem geringem Katalasegehalt aus-
gewihlt. Wihrend frither bei Vergleichen dieser Art z. B. Rattenblut und Enten-
blut verwendet wurde®)€), sind unsere Versuche fast durchwegs mit Erythrocyten

1} H. Fricke & B. W. PETERSON, Amer. J. Roentgenology 77, 611 (1927}); H. Laser, Nature
774, 753 (1954); 776, 361 (1955).
E. S. G. BarroN & Pu. Jounson, Radiat. Research 5, 290 (1956).
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3) A. Kajrra, A. Hasumoro, T. Orazakl & K. Kaziro, J. Biochemistry 49, 538 (1961).
)
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K. Kaziro, G. Kixkucui, T. Ocawa & M. Yamapa, J. Biochemistry 40, 205 (1953).
O. WaARBURG, W. SCHRODER & H. W. GATTUNG, Z. Naturforsch. 75b, 163 (1960).
6) K. Kaziro, G. KikucHi, H. NAKAMURA & M. YosHIDA, Chem. Ber. 85, 886 (1952).
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vom Menschen ausgefithrt worden. Dies ist dadurch mdéglich geworden, dass kiirzlich
2 Familien mit «Akatalasie», einem seltenen Enzym-Defekt, auch in der Schweiz
beobachtet worden sind7).

Die vorliegenden Ergebnisse8) bestidtigen zunichst die von WARBURG?) gemachte
Beobachtung bzw. Voraussage, wonach sich Strahlenempfindlichkeit und Katalase-
gehalt roter Blutzellen entgegengesetzt verhalten. So ist z. B. die strahleninduzierte
Mecthidmoglobinbildung in akatalatischen Blutzellen gegeniiber der Norm um ein
Vielfaches erhoht. Die Methdmoglobinbildung ist in diesem Sonderfall durch das
bei der Bestrahilung entstandene Hy,O, vollig erkldrbar, Dazu passt auch, dass sie
bereits durch kleinste Zusiitze von krist. Katalase praktisch vollig unterdriickt
werden kann. Versuche an Hamolysat mit und ohne Katalasezusatz, in verschiedener
Gasphase (O,, N o» Ny0O) und in Gegenwart von Effektoren mit «Scavenger»-Wirkung
(Thiole; Azid) ergeben indessen hinreichend Anhaltspunkte dafiir, dass eine generelle
Erkidrung der beobachteten Effckte durch H,O,-Bildung allein nicht moglich ist
und dass daher die «H,0,-Hypothese» einer weiter gefassten Formulierung bedarf.

Experimenteller Teil

1. Methodik. — a) Blutproben . Das mittels Venenpunktion entnommenc Blut wurde mit Hepa-
rin ungerinnbar gemacht und die Erythrocyten durch 2maliges Zentrifugieren und Resuspendie-
ren in 0,95-proz. NaCl gewaschen. Bis zur Ausfithrung der Bestrahlungsversuche wurden die sus-
pendierten Zellen bei + 2° aufbewahrt. Die Darstellung von Hamolysat erfolgte durch Aufldsen
und Zentrifugation eines dckantierten Zellsedimentes in 0,005M Phosphat-Puffer pH = 7,0.

b) Bestimmungsmethoden: Zur Erzielung der gewiinschten Konzentration wurde das Hamo-
globin (= Hgb) photometrisch als Cyanhdamiglobin bestimmt?). Dic Katalascaktivitit, gcmessen
nach der Perborat-Methode von FrinsTEIN1Y), wurde anf den Himoglobingehalt der Proben be-
zogen und ergab fiir die hicr zumeist verwendeten Blutproben folgende Werte:

1) Normalblut vom Menschen (J.P.H.; E.L.) ca. 2500 mAq. gespaltenes H,0, pro g Hgb.

2) Akatalasieblut (Fall F.V.) 6,6 mAq./g Hgb.
3) Akatalasieblut (Fall A.B.) 14,8 mAq./g Hgb.
4) Entenblut 3,0 mAq./g Hgb.

Das gebildete Methamoglobin (MHb) wurde spektrophotometrisch nach der Mcthode von
Freiscal), bei den Experimenten mit Azid-Zusatz nach der Methode von MiLLs & RANDALL!?),
gemessen. Bei Experimenten mit intakten Zellen wurden diese zuerst abzentrifugiert und hievon
ein Himolysat dargestellt. Zur Erzielung einheitlicher und vergleichbarer Versuchsbedingungen
wurde mit der Bestimmung des Mcthiamoglobins durchwegs erst 1 Std. nach Beendigung des
Bestrahlungsversuches begonnen. Die gleichzeitige Verwendung zweier Methoden zur Methdmo-
globinbestimmung ist darauf zuriickzufithren, dass die urspringlich ausschliesslich verwendete
Methode nach FLEIscH in Gegenwart von Azid zu niedrige Werte liefert. Es ist daher bei den
Hemmungsversuchen mit Azid ausschliesslich die Methode von MiLLs, welche durch Azid nicht
gestort wird, benitzt worden.

¢) Zusammensetzung der Versuchsansdlze: 1. Hamolysat: Mit 0,005M Phosphat (pH = 7,0)
gepuffertes Hamolysat wurde nach entsprechender Verdiinnung (meist ca. 1 x 10-3m Hgb) in
3 ml messenden Ansitzen direkt fiir die Bestrahlungsversuche verwendet. — 2. Intakte Erythro-
cvten: Die Stammsuspension wurde mit gepufferter, isotonischer Kochsalzldsung (0,155M

%) H. Aesi, J. P. HEINIGER, R. BUTLER & A. Hissra, Experientia 77, 466 (1961).

8) Vorlaufige Mitteilung: H. AEBI1, J. P. HEINIGER & HEDI SUTER, Experientia 78, 129 (1962).

9) Arbeitsvorschrift des Zentrallaboratoriums des Blutspendedienstes des Schweiz. Roten Kreu-
zes (= Methode SRK).

10y R. N. FEINSTEIN, J. biol. Chemistry 780, 1197 (1949).

11y H. FLE1scH, Helv. physiol. pharmacol. Acta 77, 318 (1959).

13y G. C.MimLs & H. P. Ranpaty, J. biol. Chemistry 232, 589 (1958).
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NaCl+ 0,005M Phosphat pH = 7,0) auf die gewiinschte Verdiinnung gebracht. Meist wurde mit
Suspensionen enthaltend ca. 0,5 ul Zellen/ml gearbeitet, was bei homogener Verteilung des Himo-
globins einer Endkonzentration von ca. 2,5 10-¢M Hgb entsprechen wiirde. Zur Bestrahlung ge-
langten Ansitze zu 6 ml Suspension. — 3. Inkubationsbedingungen: Wihrend die aeroben Be-
strahlungsversuche in zylindrischen Glasgefdssen (d = 20 bzw. 40 mm) mit Plexiglasdeckel-
verschluss ausgefiihrt wurden (vgl. 13)), gelangten dic Expcrimente mit variierter Gasphase (O,,
N,, N,0) in enghalsigen 25-ml-Rundkolben, wie frither beschrieben, zur Durchfithrung?). -
4. Experimente mit H,0,-Zusatz: Ansitze zu 40 ml Hamolysat wurden unter Umriihren langsam
mit 0,5 ml H,O, (10-3Mm) versetzt. Nach verschiedenen Zeiten wurden aliquote Proben (3 ml) ent-
nommen, das noch freie H,0, durch Zugabe eines I{atalaseiibcrschusses {ca. 100 y krist. I{atalase)
beseitigt und anschlicssend das gebildete Methamoglobin bestimmt. Verwendete Reagentien:
krist. Katalase aus Rinderleber (« BOEHRINGER»), Perhydrol pro analysi («MERCK»).

d) Bestrahlungsbedingungen und Strahlenquelle: Zur Bestrahlung stand ein Stabilivolt-Thera-
piegerit (MULLER TUT-Rohre) des RONTGEN-Instituts der Universitidt, Inselspital Bern, zur
Verfiigung. Betriebsbedingungen: 250 kV, 13 mA. Filter: 0,35 mm Cu+ 2 mm Al Dosisleistung
ca. 400 r/min. Zum Ausgleich von Feldinhomogenititen wurden die Bestrahlungsansitze rotie-
rend bewegt. Zur Dosismessung dienten teils ViIcTOREEN-Ionisationskammern, teils Ferrosulfat-
Dosimeter nach Fricke.

2. Bestrahlungsversuche mit Hdamolysat. — a) Dosisabhingigkeit dev Methdmoglobinbildung: In
Ansatzen enthaltend 0,85 mg Hgb/ml (= 1,2 x 10~5m) besteht direkte Proportionalitit zwischen
Strahlendosis und Strahlenwirkung. Erst wenn 70-809%, des vorhandenen Himoglobins in Methi-
moglobin iibergefithrt sind, kommt cs zu einer graduellen Abflachung der Dosis-Wirkungskurve.
Werden Hamolysatproben verschicdener Herkunft miteinander verglichen, stellt man fest, dass
deren Strahlenempfindlichkeit unter sonst identischen Versuchsbedingungen stark vom Katalasc-
gehalt abhingt; je geringer die Katalaseaktivitat, desto stciler der Verlauf der Dosis-Wirkungs-
kurve. In Tab. 1 sind 4 als Hamolysat bestrahlte Blutproben miteinandecr verglichen worden. Aus
dicsen Daten ist ersichtlich, dass sich speziell bei niedrigen Katalasekonzentrationen geringe
Aktivitatsunterschiede besonders stark auswirken. So wird z.B. im Himolysat von Enten-
Erythrocyten bei gleicher Dosis bedeutend mehr Methamoglobin gebildet als im Hémolysat von
Akatalasie-Fillen, obgleich beide nur den Bruchteil eines Prozentes der normalerweise in mensch-
lichen roten Blutzellen vorhandenen Katalase enthalten (vgl. 7)1%)).

Tabelle 1. Methiamoglobinbildung im Hdamolysat von Blutproben mit verschiedenem Katalasegehalt
Hamoglobinkonzentration in allen Ansdtzen 0,85 mg/ml (= 1,2 x 10-5m Hgb). Naheres iiber
Herkunft und Bedeutung der angefithrten Akatalasie-Falle sichc 7)15).

Katalase- Prozentuale Methidmoglobin- Strahlendosis
Aktivitat blldung (M—Hb/total Hgb) erforderlich zur
Perborat-Einh. 2000 r 40001 8000r 20000r Bildung von
Material g Hgb 50% M-Hb
Normale Erythrocyten
vom Menschen 2500 <1 2,5 4,5 19 ~ 50000 r
Akatalasie-Fall A.B.
(Graubiinden) 15 - 5 10,5 — 22000 r
Akatalasie-Fall F. V.
(Wallis) 6 - 15 29 54 17 000 r
Normale Entcen-
erythrocyten 3 8,5 25 56 86 7500 r

b) Beziehungen zwischen Himoglobinkonzentration und Methdmoglobinbildung : Bei gleichblei-
benden Bestrahlungsbedingungen nimmt die prozentuale Methimoglobinbildung mit steigender

13) H. AEBI, R. GrREssLY, R. OESTREICHER & A. ZUPPINGER, Helv. 42, 2531 (1959).

14y H. AeB1 & J. P. HEINIGER, Helv. 45, 580 (1962).

1% H. AeBi, F. JeuNET, R. RicuTERICH, HEDI SUTER, R. BUTLER, J. FREI & H. R. MARTI,
Enzymol. biol. clin. 2, iin Druck (1962).
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Fig. 1. .Abhingigkeit dev velativen und absoluten Methdmoglobinbildung von dev Konzentration des
bestrahlten Hdamolysats

V = Blut von Akatalasie-Fall F.V.; B = Blut von Akatalasie-Fall A.B. Ordinate links: Metha-

moglobinbildung in % der vorgelegten Hamoglobinmenge; Ordinate rechts: Methamoglobin-

bildung in mg M-Hb/ml Ansatz. Abszissen: Himoglobinkonzentration in mg/ml. Strahlendosis:
10000 r (250 kV).
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YFig. 2. Wirvkung steigendey Mengen zugeseizter Katalase auf die Methimoglobinbildung in Hdmolysat-
proben

V und B: siehe Legende zu Fig. 1. Vertikale Linien: I{atalasegehalt gleichkonzentrierter Himoly-

satproben aus normalen Erythrocyten vom Menschen (entspr. 2-4 y krist. Katalase/ml).

Horizontale Linien: Methimoglobinbildung in Hamolysatproben normaler Menschen-Erythro-

cyten. Ordinate: Methamoglobinbildung in 9%, der vorgelegten H&amoglobinmenge (0,85 mg

Hgb/ml). Abszisse: Zugesetzte Mengen an krist. Leberkatalase in y/ml bei Annahme einer Kat.-
Fahigkeit von 40000. Strahlendosis: 10000 r (250 kV).
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Hamoglobinkonzentration zunichst zu und nach Uberschreiten eines Optimums bei ca. 0,2 mg
Hgb/ml wicder ab. Wie aus der Gegeniiberstellung in Fig. 1 crsichtlich, steigt die pro Volum-
einheit gebildete Absolutmenge an Methdmoglobin im untersuchten Konzentrationsbereich stetig
an. Je konzentricrter die Himoglobinlosung, desto héher die Ausbeute an Bestrahlungsprodukt.
Die resultierenden Sittigungskurven zeigen bis etwa 0,5 mg Hgb/ml cinen praktisch linearen Ver-
lauf. Ferner geht aus den in Fig. 1 (rechts) dargestellten Kurven hervor, dass sowohl oberer Grenz-
wert (plafond) als auch Kurvenparameter ((Hgb] bei M-Hb max x 1/,) von der Katalase-Aktivitat
der betreffenden Blutprobe abhingen.

c) Einfluss zugeseizter Katalase auf die Methdmoglobinbildung: Dic Gegenwart zusitzlicher
Mengen von krist. Katalase ist bei a priori katalasereichen Hamolysatproben (z.B. normalen
Erythrocyten des Menschen) ohne Einfluss. Demgegeniiber ldsst sich die Methdmoglobinbildung
in katalasefreien bzw. -armen Hamolysatproben durch Katalaseczusatz deutlich vermindern.
In Fig. 2 wird gezeigt, dass bereits 0,02 y krist. Katalase eine signifikante Herabsetzung der Aus-
beute bewirkt. Dieser Effekt ist indessen von beschranktem Ausmass, indem bei Erhéhung der
Katalasekonzentration auf iiber 1 y/ml keine weitere Wirkung mechr beobachtet werden kann.
Dieser Grenzwert von 1 y/ml liegt noch bedcutend unterhalb derjenigen Katalaseaktivitat, wic
sic im gleichkonzentrierten Hamolysat normaler Erythrocyten vom Menschen vorhanden ist
(2-4 y krist. Katalase/ml). Dic S-Form der Kurven, wie sie sich bei steigenden Katalasezusdtzen
ergeben, ist um so ausgeprigter, je geringer die Katalase-Restaktivitit der verwendeten Blutzellen.
Da zum vorneherein nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann, ob das Ausmass der
Methdmoglobinbildung nicht auch durch Spuren von Schwermetall-Ionen beeinflusst wird, haben
wir einige Experimente mit Zusatz von Athylendiamin-Tetraessigsdure ausgefithrt. Aus diesen
geht hervor, dass 10-4M Komplexon ohne Einfluss auf die Methimoglobinbildung bestrahlter
Héamolysatproben (Blut F.V.) ist.

d) Azid als Effektor der sivahleninduzievten Methamoglobinbildung: Von Azid, cinem sehr wirk-
samen Katalase-Inhibitor ist theoretisch, im Vergleich zu den Experimenten mit Katalasezusatz,
cine entgegengesetzte Wirkung zu erwarten. In einem geeigneten Konzentrationsbereich (z.B.
10-4m Azid) ist dies bei Himolysatproben von relativ hohem Katalasegehalt (z.B. normales
Menschenblut) tatsidchlich der Fall. Wie aus Tab. 2 hervorgeht, lasst sich das Ausmass der Metha-
moglobinbildung in Himolysatproben normaler Erythrocyten vom Menschen durch 10-¢—10-3um
Azid stark steigern. Auch bei Akatalasie-Himolysatproben ist ein derartiger Steigerungseffekt
noch andeutungsweise vorhanden. Dieser Befund spricht dafiir, dass cs sich bei der in den Akata-
lasiezellen enthaltenen Rest-Aktivititen um Azid-hemmbare, d.h. echte Katalase handelt.

Tabelle 2. Einfluss eines Azidzusaizes auf die Methamoglobinbildung in bestrahlten
Hdmolysat- Proben
Himoglobinkonzentration: 0,50 mg Hgb/ml Ansatz. Strahlendosis 8000 r. Angegeben sind je-
weilen die gebildete Menge Methimoglobin in mg/ml sowie dic prozentuale Umwandlung bezogen
auf dic Anfangskonzentration an Himoglobin. Methdmoglobinbestimmung nach MiLLs et al.12).

Hamolysat aus

Himolysat aus normalen Akatalasie-Erythrocyten

Azid Erythrocyten (Fall A.B.)
Endkonzentration mg MHb/ml 9%, mg MHb/ml 9,

ohne 0,128 d.s. 206% 0,249 d.s. 479
10-6Mm 0,138 d.s. 289 0,270 d.s. 519%
10-°m 0,195 d.s. 39% 0,270 d.s. 519
10-4m 0,240 d.s. 489% 0,307 d.s. 589
10-3m 0,281 d.s. 56% 0,310 d.s. 589

e) Bestrahlungsversuche in verschiedener Gasphase: Die Methamoglobinbildung in katalase-
freien und Katalase im Uberschuss enthaltenden Hamolysatproben wird durch die Gasphase
stark beeinflusst. Sie ist unter allen getesteten Versuchsbedingungen in N,O mit Abstand am
héchsten. Lachgas zeichnet sich somit auch in dieser Hinsicht durch bemerkenswerte strahlen-
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Tabelle 3. Methimoglobinbildung bei Bestrahlung untev veyschiedenen Gasen
Katalasefreie bzw. -arme Himolysatproben enthaltend 0,9 mg Hgb/ml wurden als solche und
nach Zugabe eines Katalaseiiberschusses (25 ¢ krist. Katalase/ml) bestrahlt. Strahlendosis 8000 r
(Erythrocyten vom Menschen; Akatalasie-Fall F.V.), bzw. 6000 r (normale Entenerythrocyten).

Prozentuale Methdmoglobinbildung

Hamolysat von Hamolysat von Enten-
Akatalasie-Fall (F.V.) erythrocyten
Katalase- % M-Hb Effekt ohne 9% M-Hb Effekt ohne
Gasphasc zusatz Katalase = 1007, Katalase = 1009%,
0O, - 9,5 100 20 100
+ 5 53 9 45
Luft - 15 100 36 100
+ 8,5 52 12 33
N, - 16 100 26 100
+ 12,5 78 23 88
N,O — 50 100 46 100
+ 32,5 65 40 87

chemische Eigenschaften aus (vgl. 14)18)). Aus den in Tab. 3 wiedergegebenen Versuchen in Luft,
0,, N, und N,O geht ferner hervor, dass das Ausmass der Methdmoglobinbildung durch Zugabc
cines Katalaseiiberschusses in Gegenwart von O, prozentual stirker herabgesetzt wird als in N,-
oder N,O-Atmosphire. Ein Effekt im Sinne eines Schutzes ist jedoch auch unter anaeroben Be-
dingungen vorhanden.

3. Bestrahlungsversuche an Suspensionen intakter Evythvocyten. — a) Abhdingigkeit dev Metha-
moglobinbildung von der Strahlemdosis: Auch bei Bestrahlung intakter Zellen ist das Ausmass
dieser Umsetzung in einem relativ breiten Bereich der Dosis direkt proportional (vgl. 8)). Arbeitet
man in einem Konzentrationsbereich, der maximale Ausbeuten liefert (ca. 0,2 mg Hgb/ml},
geniigen im Falle katalasearmer Blutzellen bereits Strahlendosen von wenigen Tausend r zur
hilftigen Umwandlung des in den Zellen vorhandenen H#moglobins in Methidmoglobin. Bei den
in Tab. 4 zitierten Versuchen mit akatalatischen Erythrocyten ergeben sich Halbwerts-Dosen von
3000-9000 r. Enthalten die Zellen reichlich Katalase, werden in diesem Dosisbereich Methdmoglo-
binmengen gebildet, die an der Erfassbarkeitsgrenze liegen. Sie diirfen beim Anstellen von Ver-
gleichen praktisch vernachldssigt werden.

Tabelle 4. Methdmoglobinbildung in Suspensionen intakter Evythrocyten von vevschiedenem
Katalasegehalt
Himoglobinkonzentration bei Annahme gleichmissiger Verteilung 0,16-0,19 mg/ml (= ca. 0,3 x
10-5m Hgb). Niheres iiber Herkunft und Bedeutung der angefiihrten Akatalasiefille siehe 7)15).

Prozentuale Methiamoglobinbildung
(100 - M-Hb/total Hgb)

Material 1000 r 2000 r 4000 r 8000 r 12000r 20000«
Normale Erythrocyten vom

Menschen - 1 3 3 6
Akatalasie-Fall (A.B.) - - 18,5 46 64 86
Akatalasie-Fall (F.V.) 4 24 70 94 - -
Normale Entenerythrocyten 15 40 76 99 - -

b) Konzentrationsabhdngigheit der Methdmoglobinbildung: Variiert man den Verdiinnungsgrad
der bestrahlten Erythrocytensuspension, ergibt sich — gleich wie beim Hédmolysat — ein Optimum
an Ausbeute bei ca. 0,2 mg Hgb/ml (Fig. 3). Wird diese Konzentration iiberschritten, nimmt die

16) F. S. DaintoN & D. B. PETERSON, Nature 786, 878 (1960).
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prozentuale Methamoglobinbildung stark ab, und zwar wesentlich mehr, als dies bei Versuchen mit
Hamolysat der Fall ist. Berechnet man auf Grund der Anfangskonzentration an Hamoglobin und
der prozentualen Methiamoglobinbildung die entsprechenden Absolutmengen, zeigt sich, dass
auch das insgesamt im Ansatz gebildete Methimoglobin bei ca. 0,5 mg/ml ein Optimum aufweist.
Vergleicht man die entsprechenden Kurven in Fig. 1 und Fig. 3 (rechte Seite), ist ersichtlich, dass
sich Hamolys&t und Zellsuspension in dieser Hinsicht gegensitzlich verhalten., Wihrend im
Himolysat maximale Umsitze erst bei einer Konzentration von ca. 5 mg/m! erreicht werden,
lasst sich in Zellsuspensionen von vergleichbarem Héimoglobingehalt nach Verabfolgung der
gleichen Strahlendosis praktisch kein Methidmoglobin nachweisen. Bei analogen Experimenten
mit normalen Menschenerythrocyten kann im gesamten Konzentrationsbereich keine sichere
Abhangigkeit der nur sehr geringen Methdmoglobinbildung wahrgenommen werden.

c) Hemmung dev Methdmoglobinbildung duvch Katalase: Wihrend eine Beeinflussung beim
Himolysat nur teilweise gelingt (Fig. 2), 1dsst sich bei Suspensionen intakter katalasefreier Blut-
zellen eine praktisch vollstindige Unterdriickung der Methamoglobinbildung erreichen (vgl. 8}).
Dabei spielt es grundsitzlich keine Rolle, ob die Katalase in Form von Lésung des krist. Enzyms
ader von normalen, d.h. katalasehaltigen Erythrocyten zugesetzt wird (Fig. 4). Auf beide Arten
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Vig. 3. Abhdngigkeit dev velativen und absoluten Methimoglobinbildung von dev Konzentration dey
bestvahlten Evythrocytensuspension.
Erlanterungen betr. Versuchsbedingungen siehe Legende zu Fig. 1.

kann bei Strahlendosen von 6000 r die Methamoglobinbildung auf insignifikante Werte herab-
gesetzt werden. Ein Unterschied besteht zwischen den beiden Arten des Vorgehens insofern, als
die resultierenden Kurvenparameter (I;,-Werte) um einen Faktor von ca. 7 verschieden sind.
Es ist somit zur Erzielung desselben Effektes die ca. siebenfache Enzymmenge erforderlich, so-
fern die Katalase nicht in freier Form, sondern cellulir gebunden zum System zugesetzt wird.

Zur Beurteilung des Wirkungsbereiches der in den normalen Blutzellen enthaltenen Katglase
sind ferner Bestrahlungsversuche mit Erythrocyten-Suspensionen ausgefiilhrt worden, welche
normale katalasereiche und akatalatische Zellen in verschiedenem Mischungsverhiltnis enthalten.
Aus dem in Tab. 5 wiedergegebenen Versuch ist ersichtlich, dass die hohe Methidmoglobinbildungs-
rate akatalatischer Zellen bereits durch eine Beimischung von ca. 8%, normaler Zellen auf die
Hilfte vermindert wird. Daraus geht mit Deutlichkeit hervor, dass die in den normalen Zellen
enthaltene Katalase nicht allein die Methédmoglobinbildung in der «eigenen» Zelle unterdriickt,
sondern auch dariiber hinaus eine gewisse Schutzwirkung auf die umliegenden akatalatischen
Zellen auszuiiben vermag.

) Wirkung von Azid auf die Methdmoglobinbildung in bestrahlten Evythrocyten: Ob es in intakten
Blutzellen zu einer Steigerung oder Hemmung der Methdmoglobinbildung kommt, hingt vor
allem vom Katalasegehalt der verwendeten Blutzellen und von der Azidkonzentration ab. Handelt
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Fig. 4. Wivkung steigendey Mengen zugeseizter Katalase auf die Methamogiobinbildung in besivahiten
Erythvocyten (Akatalasie-Fille V. und B.).
Konzentration der Erythrocytensuspensionen 0,22 mg Hgb/ml Blut von Akatalasie-Fall A.B.
Strahlendosis 60001 (250 kV). Ordinate : Relative Methdmoglobinbildung: M-Hbim Kontrollansatz
ohne Zusatze = 1009%,. Abszisse: Menge zugesetzter Katalase a) in Form von krist. Leberkatalase
(©), b) in Form normaler Menschen-Erythrocyten (o) (Katalase-Aktivitit ca. 2500 Perborat-Ein-
heiten pro g Hgb); Aktivitit umgerechnet auf Gewichtseinheiten bei Annahme einer Kat. -F.
von 40000.

Tabelle 5. Methiamoglobinbildung in bestrahlten Evythrocytensuspensionen enthaltend novmale
katalasehaliige und akatalatische Zellen in verschiedenem Mischungsverhdltnis

Blut A = katalasefreie bzw. -arme Zellen (Akatalasie-Fall A.B.) 12 Perborat-Einheiten/g Hgb

Blut B = katalasehaltige Zellen (normales Menschenblut; J.P.H.); 2640 Perborat-Einhei-

ten/g Hgb. Hamoglobingehalt der Suspension 0,22 mg/ml. Strahlendosis 6000 r (250 kV).

Proz. Anteil an Methimoglobinbildung
Blut A Blut B absolute Wertce relative Werte
{ — Katalase) {+ Katalase) {mg M-Hb/ml) (% M-Hb pro total Hgb)
100 — 0,20 91
95 5 0,145 66,5
90 10 0,086 39
75 25 0,050 22,5
50 50 0,025 11,5
- 100 <2 0,002 ~ 0

es sich um normale, katalasereiche Erythrocyten, in denen selbst bei hohen Strahlendosen nur
wenig Methamoglobin gebildet wird, resultiert bei Zugabe steigender Mengen Azid cin zwei-
schenkliger Kurvenverlauf. Unter den hicr gewidhlten Versuchsbedingungen besteht ein Wirkungs-
optimum bei ca. 3 x 10-%Mm Azid (vgl. Fig. 5). Es handelt sich hier offensichtlich um die Uber-
lagerung zweier entgegengesetzter Effekte, ndmlich einer steigernden Wirkung infolge Katalase-
Hemmung, welche bei Konzentrationen unter 10-*m vorherrscht, und einem bei hohen Azid-
Konzentrationen auftretenden Hemmefiekt.

Handelt es sich dagegen um katalasefreie bzw. -arme Zellen, ist nur die zweite dieser beiden
Wirkungen zu beobachten. Dic in akatalatischen Erythrocyten von vorneherein hohe Methi-
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moglobinbildung wird bercits durch kleine Azidkonzeuntrationen (ca. 10~5m) merklich herabge-
setzt. Der resultierendc S-formige Kurvenverlauf (vgl. Fig. 5) hat einen Parameter (1;,-Wert)
von ca. 10~%m Azid und erreicht bei dieser Konzentration eine Methimoglobinbildungsrate,
welche derjenigen normaler Erythrocyten nach Bestrahlung mit der gleichen Dosis entspricht.
Die Resultantennatur der Azidwirkung kommt somitim Experiment mitintakten Blutzellen deut-
lich zum Ausdruck.

¢) Einfluss dev Gasphase: Auch bei Bestrahlung intakter Erythrocyten hiangt die Methamoglo-
binbildung von der Art der Gasphase ab. Dabei ergeben sich beim Vergleich der Ausbeuten in
Luft, O,, N, und N,O Unterschiede, die von denen in Hdmolysat-Versuchen abweichen. Bei
intakten akatalatischen Zellen ist die Methdmoglobinbildung stets geringer, wenn Luft durch O,,
N, oder N,O ersetzt wird. Wahrend die Umsitze in O, bei gleicher Strahlendosis nur wenig kleiner
sind (ca. —25%), wird die Methidmoglobinbildung unter anaeroben Bedingungen weitgehend
unterdriickt (ca. -90%). Wird Luft durch N,O ersetzt, kommt es bei intakten Zellen — im Gegen-
satz zum Hamolysat — gleichfalls zu ciner Herabsetzung der Methiamoglobinbildung auf etwa die
Halfte (-559%,).

mg MHb/mi °la
03 N 100
75
02}
50
ol L
25
-
)] ,llrl L J L — i
o 107 w® 6d 6w 13 wim

log [Azicﬂ

Y¥ig. 5. Wirkung von Azid auf die Methimoglobinbildung in bestrahlten Evythvocyten
Blut A (0): katalasefreie bzw. -arme Zellen (Akatalasie-Fall A.B.) 0,28 mg Hgb/ml. Blut B (e):
katalasehaltige Zellen (normales Menschenblut); 0,31 mg Hgb/ml; - -~ Katalaseaktivitit. Ordinate,
links: Methimoglobinbildung in mg M-Hb/ml, rechts: relative Katalaseaktivitit. Abszisse:
Azidkonzentration, log [1]. Strahlendosis 8000 r.

4, Versuche mit Reagens-HyO,. — a) Zeitlicher Vevlauf dev Methdmoglobinbildung: Versetzt man
cin Hdmolysat katalasearmer Erythrocyten bei Zimmertemperatur mit verdiinnter H,O,-Losung,
ist in den darauffolgenden 15 min eine stetige Zunahme von Methimoglobin zu beobachten. Nach
diesem Zeitpunkt kommt es zu einer fortschreitenden Verzogerung der Reaktion. Je nach zuge-
setzter H,0,-Menge flacht die Zeitumsatzkurve nach 30-50 min ab. Der Kurvenverlauf, wie er
sich beim Versetzen eines Akatalasie-Hamolysates von 0,48 mg Hgb/ml mit verschiedenen H,0,-
Mengen ergibt, ist in Fig. 6 dargestellt. Unter der Annahme, dass sich alles H,O, ausschliesslich
mit dem Fell des J1dmoglobins umsetzt, 14sst sich zwischen dem Verbrauch an H,0, und der Menge
an oxydiertem Hgb-Eisen folgende stéchiometrische Beziehung berechnen: 1 uMol H,0, = 2 yAt
Himin-Eisen = 0,5 uMol Hgb. Unter dieser Annahme machen die im obigen Versuch (Fig. 6)
beobachteten Ausbeuten an Methimoglobin bei 1,68 x 10-3m H,0, 179%,, bei 4,35 x 10-%um
H,0, 10% und bei 1,3 x 10~4m H,0, 5%, der Theorie aus. Mit steigender Anfangskonzentration
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an H,O, im Ansatz nimmt die Absolutmenge an gebildetem Methimoglobin zwar zu, die prozen-
tuale Ausbeute hingegen ab.

b) Abhdngigkeit dev Ausbeute von der Hdamoglobinkonzentrvation: Gibt man eine bestimmte
Menge H,0, zu einer Reihe akatalatischer Hamolysatproben von verschiedener Konzentration, er-
gibt sich cine Konzentrationsabhingigkeit der Methimoglobinbildung, dic derjenigen nach Be-
strahlung schr dhnlich ist (vgl. Fig. 1). Die Daten in Tab. 6 bestitigen, dass die Absolutmenge an
gebildetem Methdmoglobin auch in Versuchen mit dircktem H,O,-Zusatz mit der Anfangskon-
zentration des Hamoglobins stetig zunimmt, die prozentuale Bildungsrate dagegen abnimmt.
Die gebildete Absolutmenge nihert sich im Konzentrationsbereich von 5-10 mg/ml einem oberen

/s MHb
[H,0,):13 - 10-*m

%”_ " *
" [Hzog= 435-105M

/

404

Q
[Hzo7} 1681079 M

20_./. ¢
/

~

T T T
0 1 2 Std.

Fig. 6. Bildungsgeschwindighkeit von Methdmoglobin bei H,0y-Zusats
Hamolysat von Akatalasie-Blut (Fall A.B.). Himoglobinkonzentration 0,48 mg Hgb/ml; Ver-
suchstemperatur 20°. Ordinate: Prozentuale Methdmoglobinbildung (M-Hb/total Hgb) bei 3 H,0,-
Konzentrationen. Abszisse: Zeit nach H,0,-Zusatz.

Grenzwert. Behandelt man die resultierende Funktion als Sittigungskurve, erhilt man bei plani-
metrischer Extrapolation (Verfahren von LINEWEAVER-BURK) nach [Hgb] > oo einen Hochst-
wert von ~ 359, der Theoriec. Ein Vergleich der Methamoglobinbildung bei Bestrahlung mit der-
jenigen nach H,0,-Zusatz liefert Anhaltspunkte iiber die relative Wirksamkeit der beiden Ein-
wirkungsarten. Aus den in Fig. 1 und Tab. 6 gegebencn Daten lisst sich z. B. entnehmen, dass in
einem Hamolysat (Akatalasie-Fall A.B.) enthaltend 0,5 mg Hgb/ml der Zusatz von 0,13 uMol
H,0,/ml die Bildung derselben Menge Methimoglobin bewirkt wie die Bestrahlung mit 13000 r.
Unter diesen Versuchsbedingungen sind somit 1000 r und 10 gMol H,0,/1 einander gleichwertig.

Tabelle 6. Abhangigheit der Methdmoglobinbildung durch H,0,-Zusatz von der
Hdwmoglobinkonzentration
Héamolysat von Akatalasieblut (Fall A.B.). Versuchstemperatur 20°, Die zugesetzte H,O,-Menge
entspricht einer Endkonzentration von 1,3 < 10-*M. Theoretischer Wert der Ausbeute an Methi-
moglobin 6,5 x 10-%wm entspr. 4,42 mg M-Hb/ml (100%,)

Mcthamoglobinbildung gemessen 1 Std.

Himoglobin- nach H,0,-Zusatz Ausbeute
konzentration relativer Wert Absolutwert in Prozent
Ansatz {mg Hgb/ml) (% M-Hb/total Hgb) (mg M-Hb/ml) der Theorie
i 0,25 38,5 0,096 2,2%,
2 0,5 52,3 0,262 5,9
3 1,0 34,5 0,435 9,8
+ 2,0 36,0 0,720 16,3
5 4,0 22,0 0,880 20,0
6 8,0 12,2 0,976 221
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Fiihrt man analoge Experimente mit Himolysatproben von betrichtlicher Katalaseaktivitit
durch (z. B. mit normalen Menschen-Erythrocyten), wird das Reagens H,0, unmittelbar nach er-
folgter Zugabe unter O,-Entwicklung zerlegt und es unterbleibt eine Methdmoglobinbildung
praktisch véllig. Dasselbe gilt fiir Akatalasie-Hamolysatproben, denen vor der H,0,-Zugabe ge-
ringe Mengen von krist. Katalase zugefiigt worden sind.

c) Einfluss dev Versuchstemperatur: Die durch H,0,-Zusatz erzeugbare Methimoglobin-
bildung ist temperaturabhingig. Versetzt man z.B. Himolysat-Proben enthaltend 0,48 mg
Hgb/ml mit 0,5 ml H,0, (Endkonzentration 4,3 - 10-3m H,0,) und inkubiert man diese 90 min
bei 2°, 20° und 37°, ist eine prozentuale Methimoglobinbildung von 4, 32 bzw. 859, festzustellen.
Zur Beantwortung der Frage nach Art und Ausmass der H,0,-Umsetzung bei erniedrigter Ver-
suchstemperatur (2°) wurde folgendes Experiment ausgefithrt: Ein Grossansatz enthaltend 0,53
mg Hgb/ml wurde nach Kiihlung auf 2° bei ¢ = 0° mit H,0, (Endkonzentration 0,84 x 10-°m)
versetzt und bei 2° inkubiert. Zu verschiedenen Zeiten wurden je 6 ml entnommen, diese jeweilen
1 Std. bei 37° gehalten und dann ihr Methimoglobingehalt bestimmt. Die unter diesen Bedin-
gungen erfassbare Methamoglobinmenge nimmt mit steigender Dauer der Aufbewahrung bei 2°
stetig ab. Wiahrend bei Erwdrmung der Probe sofort nach H,0,-Zugabe unter den hier gewahlten
Bedingungen 379, des vorgelegten Hidmoglobins in Methdmoglobin iibergefithrt werden, lassen
sich nach 30 min dauernder Vorinkubierung bei 2° noch 309, nach 1 Std. 239%, als Methamoglobin
erfassen. Nach 4 Std. nimmt der Prozentsatz des auf diese Weise erfassbaren Methimoglobins
auf 159%, nach 12 Std. auf ca. 5%, ab. Die Methdmoglobinbildung sinkt somit nach ca. 4 Std. auf
den halben Betrag, was im vorliegenden Falle einem Schwund an «verfiigbarem» H,0O, von ca.
1 x 10-° Mol/ml/Std. entsprechen wiirde. Allerdings wird durch dieses Experiment noch nicht
beantwortet, ob es sich hierbei um den Ausdruck einer spontanen H,0,-Zerlegung in H,O und
1/, O, handelt oder ob freies H,0, bei erniedrigter Temperatur — in Gegenwart von Proteinen und
andcrer moglicher Reaktionspartner — anderweitig umgesetzt wird.

Im Bestrahlungsexperiment lasst sich gleichfalls eine derartige Abhingigkeit der Methamo-
globinbildung in Hamolysatproben von der Versuchstemperatur (wiahrend und nach der Be-
strahlung) beobachten. Unter den hier gewéihlten Bestrahlungsbedingungen (ca. 400 r/min;
250 kV-Strahlen), die einer theoretischen Bildungsrate von 10-? Mol H,O,/ml/min entsprechen,
ist der zwischen + 2° und 20° bestehende Unterschied hinsichtlich Methidmoglobinbildung etwa
im selben Ausmass vorhanden. Demgegeniiber besteht oberhalb 20° eine wesentlich geringere
Temperaturabhingigkeit, welche indessen nach Herkunft des Hamolysates und je nach Zusam-
mensetzung der Ansitze betrachtlichen Schwankungen unterworfen ist. Auf Grund dieser metho-
dischen Erfahrungen ist durchwegs bei Zimmertemperatur bestrahlt und das Methimoglobin
nach 1 Std. Inkubierung bei 20° bestimmt worden.

Diskussion

Dass das Ausmass der strahleninduzierten Methimoglobinbildung mit ab-
nehmendem Katalasegehalt stark ansteigt,'ist bereits von WARBURG et al.5) gezeigt
worden. Dieses Verhalten, welches als Beweis fiir die Schutzfunktion der Katalase
angesehen wird, lidsst sich am besten durch vergleichende Untersuchungen an Blut-
zellen von unterschiedlichem Katalasegehalt studieren (vgl. Tab. 1). Wie aus diesen
Versuchen hervorgeht, ist nun aber die Abhingigkeit der Methdmoglobinbildung
vom Katalasegehalt eine ganz andere, je nachdem das Hamoglobin bei der Be-
strahlung als Hiamolysat, d. h. in molekulardispers geléster Form, oder als Zell-
suspension vorliegt.

In Hamolysatproben lasst sich die Methiamoglobinbildung, die in bekannter Weise von Strah-
lendosis und Himoglobin-Konzentration abhéngt, durch Variation der Katalaseaktivitit nur
relativ wenig beeinflussen. So werden in Proben von hidmolysiertem Normalblut trotz hohem
Katalasegehalt betrichtliche Mengen von Methimoglobin gebildet. Zusitze von krist. Katalase
im Uberschuss sind hier praktisch ohne, im Falle katalasearmer Proben nur von relativ geringer

Wirkung (vgl. Fig. 2). Die Bildungsrate fiir Methimoglobin wird somit im H&molysat durch
Katalasezusidtze nur wenig herabgesetzt. Dies legt den Schluss nahe, dass hinsichtlich Metha-
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moglobinbildung offenbar zwischen einem Katalase-abhingigen, d.h. auf H,0,-Wirkung be-
ruhenden, und einem Katalase-unabhingigen, d.h. nicht durch H,0,-Bildung erklarbaren Anteil
unterschieden werden muss. Mit dieser Deutung stimmt auch dic Beobachtung iiberein, wonach
sich durch 10-*m Azid in Himolysatproben normaler, katalasereicher Zellen cinc Verdoppelung
der Bildungsrate fiir Methdamoglobin erzielen lasst.

In Suspensionen intakter Blutzellen ist eine analoge Dosis-Abhidngigkeit wie beim Hamolysat
zu beobachten, indem bis zu einer Umsetzung von 70-809%, der vorgelegten Himoglobinmenge
direkte Proportionalitat zwischen Strahlendosis und Methimoglobinbildung besteht. Unterschiede
hinsichtlich Himoglobin-Konzentration und Katalaseaktivitit wirken sich jedoch in bestrahlten
Suspensionen vollig anders aus. So lidsst sich eine nennenswerte Methdmoglobinbildung @iberhaupt
nur in katalasearmen Blutzellen feststellen (vgl. 8)). Figt man Katalase in beliebiger IForm zum
System, wird die Methamoglobinbildung dadurch vollstindig unterdriickt. Anderseits kann dic
dusserst geringe Methdmoglobinbildung in Suspensionen normaler, d.h. katalasereicher Blut-
zellen durch Zusatz von 10—4m Azid auf ein Vielfaches gesteigert werden. Im Gegensatz zum
Himolysat wird in intakten Erythrocyten bei Bestrahlung nur dann in nennenswertem Ausmass
Methdmoglobin gebildet, wenn praktisch keine I atalasc im Ansatz vorhanden oder diescs H,O,-
spaltende Enzyin zuvor durch einen Inhibitor blockicrt worden ist.

Die Verschiedenheit der mit Himolysat und Zellsuspension erhaltenen Versuchs-
ergebnisse weist darauf hin, dass fiir das Zustandekommen dieses Effektes die unter-
schiedliche rdumliche Anordnung der Reaktionspartner in den beiden Systemen
verantwortlich sein diirfte. Eine weitere Erklirungsmdglichkeit, ndmlich der Ein-
fluss strukturabhingiger Enzymsysteme (z. B. Aktivitit von Methdmoglobin-
reduktase und Glutathionperoxydase) darf hier in Anbetracht der gewihlten Ver-
suchsbedingungen (Inkubierung der mehrfach gewaschenen Zellen ohne Glucose
und andere Substrate) ausser acht gelassen werden. Wihrend BARRON & JOHNSONZ)
die strahleninduzierte Methimoglobinbildung in Gegenwart von O, als Radikal-
reaktion (OH + Fel! > OH- + Fel!, bzw. HO, + Fel! > HO,~ + Fe'l) deuten,
nehmen WARBURG et al.%) an, dass dieser Oxydationsvorgang ausschliesslich auf die
Umsetzung des Hamoglobins mit dem bei der Strahleneinwirkung gebildeten H,O,
zuriickzufithren ist. Die vorliegenden Experimente berechtigen zur Annahme, dass
beide Erklidrungen teilweise zutreffen, allerdings — je nach Art des Versuchsobjektes —
in unterschiedlichem Ausmass. Wihrend die bei der Bestrahlung primér gebildeten
Radikale (H', OH*, HO,) im Hédmolysat (= Himoglobin-Lésung) zum {iberwiegen-
den Teil mit einer der zahlreichen reaktionsfihigen Gruppen (Fe™; R-SH etc.) des
Himoglobins direkt reagieren, kommt es in der Zellsuspension von entsprechendem
Himoglobingehalt wesentlich weniger hiufig zu einer derartigen Umsetzung. Dies
deshalb, weil der Grossteil des Systems (d. h. 999/1000 bei einer 1 ¢/y,-Zellsuspension!)
frei ist von oxydablen Stoffen, die mit diesen Radikalen direkt in Reaktion treten
kénnten. Es kommt deshalb vor allem zur Rekombination der Radikale unter
Bildung von H,0, als alleinigem Reaktionsprodukt (z. B. OH' + OH' » H,0, oder
HO, + HO, - H,0, + Op). HyO, ist bei Abwesenheit von Katalase im suspen-
dierenden Medium relativ bestindig und daher ohne weiteres befihigt, in die Erythro-
cyten hinein zu diffundieren, um dort — gleich wie Reagens H,0, — eine Oxydation
des Hiamoglobins zu Methdmoglobin zu bewirken. Es herrscht somit in Suspensionen
katalasearmer Erythrocyten die H,0,-Wirkung bei weitem vor, wihrend im ent-
sprechenden Héamolysat Wasserstoffperoxid und oxydierende Radikale in der
gleichen Grossenordnung an der Methdmoglobinbildung beteiligt sind.

Dass es sich bei der Methdmoglobinbildung in bestrahlten Himoglobin-Lésungen
keineswegs um einen einheitlichen Vorgang handelt, geht aus anderen Beobachtungen
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hervor: Nach AF1F1'?) ist hierbei zwischen einer sofort auftretenden Reaktion und
einem «effet prolongé» zu unterscheiden. Die O,-Abhéngigkeit dieser verzégert ab-
laufenden Himoglobinoxydation (bis ca. 4 Stunden) macht verstindlich, weshalb
bei Messung nach Istiindiger Inkubierung eine Temperaturabhingigkeit der Ge-
samtausbeute an Methimoglobin resultiert. Nach Laser?) ist bei der Himoglobin-
bestrahlung — nicht nur unter anaeroben Bedingungen — mit einer Riickreaktion zu
rechnen, indem sich Methdmoglobin mit reduzierenden Radikalen (H) unter Riick-
bildung von Hamoglobin umsetzt. Dasselbe gilt fiir die Wirkung des hier verwendeten
Katalase-Inhibitors Azid. Nach THEORELL & EHRENBERG ) wird Azid in Gegenwart
von Ferrihiminproteiden bei Bestrahlung oder auf H,0, Zugabe zu N, und N,O
oxydiert, wobei Ie'!! zu Fe reduziert wird.

Aus der schematischen Darstellung in Fig. 7 ist ersichtlich, wie die beiden Kom-
ponenten der strahleninduzierten Methiamoglobinbildung unter sich und mit anderen
Umsetzungen verkniipft sind. Einerseits besteht ein Antagonismus zwischen den von
Radikalen ausgeldsten Oxydationsvorgingen (z. B. Methdmoglobinbildung) und der
Rekombination von Radikalen zu H,0,. Anderseits konkurrieren Hamoglobin und
Katalase um das Wasserstoffperoxid. Da Radikale und H,0, Bestrahlungsprodukte
von unterschiedlicher Stabilitit und Reichweite sind, wird verstindlich, weshalb

Fig. 7. Schematische Darstellung dev sich bei dev Bestrahlung von Hamoglobin abspielenden Um-

setzungen
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Radikale A bildung durch
—> E Radikale (durch

(H-, HO, -, OH -) Fe III (M-Hb.) Katalase nicht

II Wasserstoffperoxid- X l beeinflussbar!)

il 1 | i
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in strukturierten Systemen Art und Ausmass strahlenchemischer Umsetzungen vom
Verteilungszustand abhidngen. Dies gilt insbesondere fiir die riumlichen Beziehungen
zwischen «strahlenschiitzenden» und «strahlenempfindlichen» Komponenten des
Systems. Von diesem Gesichtspunkt aus muss die Deutung einer Strahlenwirkung

179y F. AFrF1, Bull. Soc. Chim. biol. 43, 545 (1961).
18) H. Laser, Symposia genetica biol. italica 8, 368 (1961).
19 H. THEORELL & A. EHRENBERG, Arch. Biochemistry 47, 462 (1952).
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als ausschliesslicher H,0,-Effekt, wie dies z. B. bei der Methimoglobinbildung in
intakten, katalasearmen Erythrocyten durchaus berechtigt ist, als strahlenbio-
logischer Sonderfall angesehen werden. Eine verallgemeinernde Extrapolation er-
scheint nur dann vertretbar, wenn alle diejenigen Reaktionspartner, mit denen
freies H,0, im Gleichgewicht steht (z. B. oxydierende Radikale, evtl. organische
Peroxide) und die eine «H,0,-dquivalente» Wirkung haben kénnen, mit einbezogen
werden.

Die Ausfihrung dieser Arbeit erfolgte mit Unterstiitzung durch die KoMMIssION FUR ATOM-
WISSENSCHAFT des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDs (Projekt A 142). Wir danken Herrn Prof.

A. ZurPINGER flir die Bercitstellung der Bestrahlungsanlage und Fraulein HED1 SUTER fiir die
zuverldssige Mitarbeit.

SUMMARY

1. Radiation induced methaemoglobin-formation in haemolysates and in red cell
suspensions -of normal and acatalatic human blood has been studied under various
experimental conditions.

2. The absolute amount of methaemoglobin produced by a given X-ray dose
depends on haemoglobin concentration, the nature of the gas phase, catalase acti-
vity of the blood sample and the presence of catalase inhibitors (azide).

3. Since these factors affect methaemoglobin-formation in haemolysates and in
cell suspensions quite differently, it is assumed that compartmentation is relevant
to the manifestation of radiation effects in heterogenous systems.

Medizinisch-chemisches Institut der Universitit Bern

25. Uber cyclische 3-Diketone
4. Mitteilung?)

Synthese und Eigenschaften von 2,2-Dimethyl-, 4,4-Dimethyl-
und 2,2,4,4-Tetramethyl-cholestandion-(1,3)
von H. Miihle und Ch. Tamm
(6. X1I. 62)

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die physikalischen und chemischen
Eigenschaften von unsymmetrisch substituierten cyclischen g-Diketonen haben wir
kiirzlich den Verlauf der O-Methylierung bei 1,3-Dionen der Decalin!)- und der
Steroid-Reihe?) studiert. In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber die Er-
gebnisse der Methylierungen mit Methyljodid und Alkali von Cholestandion-(1,3)
(IT) und 4,4-Dimethylcholestandion-(1,3) (XIV). Unter diesen Bedingungen sollte
vorwiegend C-Alkylierung eintreten3).

1) 3. Mitteilung: H. MUBLE & ChH. Tamm, Helv. 45, 1475 (1962).
%) CH. Tamwm, Helv. 43, 1700 (1960).

3) Zur Alkylierung von $-Dicarbonylverbindungen vgl. den Ubersichtsartikel von H. STETTER,
Angew. Chemn. 67, 769 (1955).





