15, 11, 1964

The Influence of Chelating Agents on
the Prooxidative Effect of a Hydrogen Peroxide
Producing Methylhydrazine Compound

It is known that hydrogen peroxide and hydrogen
Peroxide-producing compounds can cause an oxidative
degradation of sodium deoxyribonucleinate (DNA) L. This
effect is ascribed to the formation of OH radicals from
hydrogen peroxide. The latter reaction is catalyzed by
onl, In the experiments here described substantial dif-
ferences are demonstrated between hydrogen peroxide
and a hydrogen peroxide-producing compound with re-
Spect to DNA degradation in the presence of metal
Chelating agents. The degradation of the DNA was fol-
lowed by means of viscosity measurements?®.
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Fig. 1. Effect of metal chelating agents on the DNA degradation by

h}’drogen peroxide. (1} 0.0005 molefl hydrogen peroxide only. (2)

0.6005 molefl hydrogen peroxide and 0L01% desferrioxamine B.

{3) 0.0005 mole/l hydrogen peroxide and 0.01% EDTA. (4) Control:
DNA solution without hydrogen peroxide.
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f‘& 2. Effect of metal chelating agents on the DNA degradation by
“Methyl-2-p.(isopropylcarbamoyl)-benzyl-hydrazine hydrochloride.
zin 0.0005 molefl 1-methyl-2-p-(isopropylcarbamoyl)-benzyl-hydra-
n © hydrochloride. (2) 0.0005 mole/l 1-methyl-2-p-{isopropylcarba-
{ oyl)-benzyl-hydrazine hydrochloride and 0.01%, desferrioxamine B.
zineﬁ.onﬂs mole/l 1-methyl-2-p-{isopropylcarbamoyl)-benzyl-hydra-
fis, hydrochloride and 0.01% EDTA. (4) 0.0005 mole/l 1-methyl-2-p-

Opmpylcarbamoyl)-hydrazine hydrochloride, 0.01% EDTA and
0.0019, catalase.
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The DNA preparation used in our experiments con-
tained about 0.01%, iron and it is therefore readily de-
graded by hydrogen peroxide. The degradation can be
almost completely suppressed by the addition of a suitable
chelating agent for iron. This becomes evident from the
experimental results presented in Figure 1. Curve 1 shows
the decrease of the specific viscosity of a 0.079%, w/v aque-
ous solution of DNA, caused by the presence of 0.0005
moles/liter hydrogen peroxide, and the curves 2 and 3
demonstrate the inhibition of the viscosity decrease by
0.01%, desferrioxamine B3 and 0.01%, ethylenediamine-
tetra-acetic acid (EDTA)¢ respectively. Curve 4 shows
that the viscosity of the solution remains almost constant
when no hydrogen peroxide is added.

Surprisingly, the effect of the above-mentioned chelat-
ing agents on the DNA degradation is quite different when
the hydrogen peroxide is replaced by a compound which is
known to yield hydrogen peroxide in aqueous solution as
a result of its autoxidation, namely l-methyl-2-p-{iso-
propylcarbamoyl)-benzylhydrazine hydrochloride. In Fig-
ure 2, the results are presented of experiments which were
carried out with 0.0005 moles/liter of the hydrazine com-
pound instead of hydrogen peroxide but under otherwise
identical conditions as in the experiments of Figure 1.
According to these results, desferrioxamine B inhibits the
degradation of DNA by the methylhydrazine compound
to a much lesser extent than the degradation by added
hydrogen peroxide {curve 2), whereas EDTA even has a
pronounced promoting effect on the DNA degradation
(curve 3).

The viscosity decrease of the DNA solution containing
the methylhydrazine compound and EDTA can be com-
pletely suppressed by the addition of 0.001%, catalase®
{curve 4). It is therefore concluded that the hydrogen
peroxide formed from the hydrazine compound is the
intermediate responsible for the DNA degradation, also
when EDTA is present in the solution.

The difference in the action of chelating agents on the
DNA degradation by added hydrogen peroxide and by a
hydrogen peroxide-producing hydrazine derivative may
be explained by the reducing power of the latter compound
or of the products formed during their autoxidation®. Asis
known, strong reducing agents can cause the formation of
OH radicals from hydrogen peroxide and thereby promote
the degradation of DNA7?. The methylhydrazine com-
pound used in our experiments would thus act both as
producer and as activator of hydrogen peroxide. Ap-
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in K. Bernges, Helv. chim. Acta 46, 57 (1963). — See also K.
Bernets, M. KorLer, W. BoLLag, and A. LanGEMANN, Exper.
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parently the activation of the hydrogen peroxide by the
hydrazine compound is promoted by the EDTA iron com-
plex. This observation seems of interest in connection
with the well-known catalytic activity of complexes be-
tween EDTA and iron%?.

Zusammenfassung. Es wird gezeigt, dass die Chelat-
bildner fiir Eisen, Desferrioxamin B und Athylendiamin-
tetraacetat (EDTA), den Abbau von Desoxyribonuclein-
siure (DNS) durch Wasserstoffperoxid stark hemmen.
Dagegen wird der durch eine Wasserstoffperoxid liefernde
Methylhydrazinverbindung bewirkte DNS-Abbau vom
ersteren Chelatbildner viel weniger gehemmt und vom
letzteren sogar verstiarkt. Diese Unterschiede zwischen
dem Effekt des Wasserstoffperoxids und dem des Wasser-
stoffperoxid-Bildners kénnen auf das Reduktionsver-
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mogen der Wasserstoffperoxid liefernden Verbindung zu-
riickgefiihrt werden.

K. Bernels, M. KoFLER, and W. BoLLAG

Forschungsabteilung, F. Hoffmann-La Roche & Co. AG.,
Basel (Switzerland), October 17, 1963.

8 E. TANNER, W. SCHULER, and R, ME1er, Helv. chim. Acta 42, 445
(1959). — S. FaLraB, Chimia 16, 189 (1962). — J. H. GreEN, B. J.
Ravpu, and P. J. ScuorieLp, Nature 198, 754 (1963).

® TANNER ct al.? have found a catalytic activity of a phenanthro-
line-iron complex in certain systems. In our experiments it was
noted that 0.01%, of phenanthroline has a promoting effect on the
DNA degradation, both by the methylhydrazine compound as well
as by added hydrogen peroxide.

Uber die Beziehungen zwischen Albumin-
v-Globulin-Quotienten und der
immunologischen Reaktionsfdhigkeit

Die immunologische Reaktionsfdhigkeit eines Organis-
mus ist durch quantitative Bestimmung der Serumanti-
kérper nach Antigenapplikation messbar. Eine Aussage
iiber die Quantitdt der Fihigkeit zur Antikoérperbildung
eines Organismus schon vor der Antigenverabfolgung
treffen zu kénnen, wire von grosser Bedeutung fiir die
Auswahl von Tieren, die der Immunserumproduktion
dienen sollen, Die von StéckL?! an Pferden durchgefiihr-
ten Rotlaufimmunisierungen fithrten zu dem Ergebnis,
dass Tiere, die vor der Immunisierung einen hohen Albu-
min-y-Globulin-Quotienten aufwiesen, trotz geringer ap-
plizierter Kulturmengen einen hohen spezifischen Schutz-
wert des Serums erkennen liessen. Zu dhnlichen Ergeb-
nissen fithrte die Immunisierung von Kaninchen mit
Hammelerythrocyten 2.

Da wir® eine grossere Anzahl von Katzen im Rahmen
einer anderen Fragestellung immunisiert haben, mdchten
wir zu der Frage Stellung nehmen, ob der Erkenntnis von
StdcKL ein allgemeinbiologisches Prinzip zugrunde liegt.
Wir immunisierten Katzen am 1., 5. und 9. Versuchstag
mit einer hitzeabgetdteten Vakzine von Bruc. aborius und
ermittelten den Immunisierungseffekt durch Bestimmung
der agglutinierenden Antikérper. Die Seren wurden ausser-
dem papierelektrophoretisch aufgetrennt und mittels
Elutionsmethode ausgewertet.

Die Errechnung des Quotienten an 169 Seren fiihrte zu
einem Mittelwert von 3,9. Der von uns aus den STOCKL-
schen Zahlenangaben aus 32 Einzelwerten errechnete
Quotientenmittelwert betrdgt 1,4.

Um zu der aufgeworfenen Frage Stellung nehmen zu
kénnen, korrelierten wir den Wert des Quotienten jeweils
mit dem wihrend der 26tigigen Versuchsperiode erreich-
ten héchsten Titerwert der Agglutinine. Wir bezogen so-
mit das titerserologische Ergebnis unabhdngig vom Ent-
nahmetermin in die Rechnung ein, um eventuell auf-
tretende Unterschiede in der Geschwindigkeit der AK-
Bildung ausschalten zu kénnen. Wir bestimmten den Kor-
relationskoeffizienten (#), die zugehdrige Grosse ¢* und
errechneten den mittleren Fehler zu 2, m .

Eine Bestitigung der These, dass ein grosser Albumin-
p-Globulin-Quotient Voraussetzung fiir hohe Titerwerte
ist, erfolgt, wenn z grosser ist als 3 m,. Diese Forderung
wird in unserem Beispiel nicht erfiillt (2 = 0,133;

3m, = 0,2328), so dass keine signifikante positive Kor-
relation zwischen dem Quotienten und dem Antikorper-
bildungsvermégen besteht.

Da die von uns vorgenommene Immunisierung unter
der Einwirkung verschiedener Pharmaka erfolgte, erhebt
sich die Frage, ob die Betrachtung der einzelnen Gruppen
zu einer anderen Aussage fithren konnte. Neben einer
Kontrollgruppe immunisierten wir Tiere unter Megaphen-,
Chloralhydrat-, Pervitin- und Adrenalineinwirkung.

Die Korrelationskoeffizienten der einzelnen Kollektive

Anzahl 7 z My 3y
Kontrollkollektiv 28 0,28 0,29 0,2 0,6
Pervitinkollektiv 52 0,02 0,02 0,14 0,42
Adrenalinkollektiv 38 —0,09 —0,09 0,17 0,561
Chloralhydratkollektiv 23 —0,15 ~0,15 0,22 0,66
Megaphenkollektiv 28 0,03 0,03 0,2 0,6

Den Korrelationskoeffizienten errechneten wir mit folgender Formel:
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Dabei bedeuten: x:; Albumin-y-Globulin-Quotient. y: Logarithmus
des reziproken Titerwertes. #; Anzahl der verglichenen Wertepaare.

Wie die tabellarische Zusammenstellung zu erkennen
gibt, zeigen das Adrenalin- und das Chloralhydratkollektiv
einen negativ von Null verschiedenen Korrelationskoeffi-
zienten. Diese statistisch nicht signifikanten Einzelergeb-
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