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1. Einleitung

Schon immer ist die ltenschheit ionisierender Strahlung ausgesetzt
gewesen, doch hat sich wihrend der letzten 50 Jahre mit der zunehmen-
den Anwendung der Rontgendiagnostik und Strahlentherapie und wegen
der Strahlenaussetzung in gewissen Berufen die Strahlengefédhrdung ver-
groBert. Seit der rntdeckung der Kernspaltung im Jahr 1939 und der
darauffolgenden Entwicklung der Atomenhergie ergeben sich zusdtzliche
Gefahrenquellen. Dennoch rufen natiirliche und vom lenschen erzeugte
Strehlungsquellen bisher nur selten bei Unfdllen somatische Schédden
hervor, da die auf die icenschheit einwirkende Strahlungsmenge im all-
gemeinen geringer ist als die Toleranzdosis. Grundsidtzlich anders ver-
hdlt es sich mit den genetischen .irkungen ionisierender Strahlung,
fir die es keine Schwellendosis gibt und die deshalb azuch bei niederen
Strahlendosen auftreten kdnnen. So hat man berechnet, daB durch dia-
gnostische Rontgenbestrahlung und radiocaktiven Ausfzll die :.utations-

hdufigkeit um etwa 2,2 % der natiirlichen hutationsrate zunimmt.

Die genetische Strahlenschédigung kann entweder in Mutation ein-
zelner Gene (Punktmutation) oder in groben Abweichungen in den Chromo-
somen (Chromosomenmutation) bestehen., Die phinotypische Ausprédgung
dominanter lutationen wird in der néchsten Generation ersichtlich
z.B. durch Absterben des Zmbryos in utero, i.iB8bildungen, verminderter
Lebenserwartung, Stoffwechselstérungen. Im Gegensatz zu diesen schwe-
ren Veridnderungen wirken sich die zahlreich auftretenden rezessiven
tutationen heterozyget kaum aus, so daf sich ihre Eliminierung im
Verlauf der Generationen nur langsam vollzieht. sine verzogerte Elimi-
nierung bei einer gleichzeitig auch nur geringen Zrhdhung der Luta-
tionsrate konnte aber eines Tages zu einer starken genetischen Belastung
fihren, besonders wenn man bedenkt, dzs durch die fortlaufend verbes-

serte medizinische Behandlung die natiirliche Selektion vermindert ist.

Die skizzierten Uberlegungen machen den Junsch verstandlich, még-
lichst bald ein therapeutisches liittel zur Hand zu haben, um derar-
tigen erbbiologischen Schiden wirkungsvoll zu begegnen. Eine kausale
Therapie setzt aber ein Verstdndnis der komplizierten physikalischen
und chemischen Prozesse voraus, die bei der Strahlenabsorption ablau-
fen und sich letzten Endes in biologischen :irkungen manifestieren.
Es gilt also, jene Reaktionskette aufzukldren, die mit der sAbsorption

der Strahlungsenergie in den dukleinsdure-wmolekiilen der Keimzelle be-



ginnt und mit der Ausprédgung eines morphologischen und funktionellen
Defektes der Individuen der folgenden Generationen endet. Diese Reak-
tionskette wird aus methodischen Griinden in drei Phasen eingeteilt.

In der ersten physikalischen Phage findet die wechselwirkung der
ionisierenden Strahlung mit der katerie statt, in der anschlieBenden
zweiten physiko-chemischen und chemischen Phase treten dann als Folge
der .irkungen der ersten Phase neue chemische Produkte auf, die sekundar
weltere Reaktionen eingehen konnen. Die chemischen Veridnderungen der
Nukleinsdure bilden die Grundlage dessen, was in der biologischen Ter-
minologie als sutation des Genotyps bezeichnet wird., Die ersten beiden
Phasen sind nach etwa 10-6 sec abgeschlossen, wdhrend die darauffol-
gende bioclogische Phase, die Intstehung eines neuen veranderten Phéno-
typs aus einem mutierten Genotyyp langere Zeit, bis zu mehreren Jahren,

in Anspruch nehmen kann.

Die vorliegende Arbeit befaBt sich mit der Untersuchung der chemi-
schen Phase, alsc der Aufkldrung der chemischen Reaktionsprodukte und
Reaktionen, die als Folge der 1onisierenden Strahlenwirkung entstehen.
Un die skizzierte rFragestellung zu beantworten, ist es wichtig, geeig-
nete biologische Untersuchungsobjekte auszuwahlen, die folgende Bedin-

gungen erfillen scllen:

1) 8glichst hoher Nukleinsdure-Gehalt.

2) .enig Stoffwechsel, um eine metabolisch bedingte lodifizierung
des Strahlenschadens zu verhindern.

3) Kurze Generationsdauer.

4) Objekte, die in groBer Zahl zur Verfiigung stehen, da das Auftreten
und die Vererbung der strahleninduzierten kutationen statistischen
Gesetzen folgt.

5) GroBe Resistenz gegen experimentelle Anderungen des liilieus.

6) Geringe biologische Variabilitadt.

Sdugetiere, Arthropoden (DrOSOphila) und selbst Bakterien sind als
Untersuchungsobjekt fiir die spezielle rragestellung wenig geeignet,

da sie die zu fordernden Kriterien entweder lberhaupt nicht oder nur
teilweise erfiillen. Eine besondere zignung besitzen dagegen die Viren,
die eine Zwischenstellung zwischen belebter und unbelebter liaterie
einnehmen, in einem wesentlichen Punkt jedoch ein Kriterium des Le-
bens erfiillent: Sie enthalten dukleinsdure und besitzen deshalbd die
Fshigkeit der identischen Replikation. Der relativ zu anderen Organis-

men hohe Nukleinsduregehalt vieler Viren (~50 %), das Fehlen eines
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Stoffwechsels, ihre Fdhigkeit, extreme Umweltbedingungen wie tiefe
Temperaturen, Trocknung auf metallischer Unterlage, Zugabe von che-
mischen Stoffen ohne Verlust ihrer Aktivitdat zu ertragen, weiterhin
die wmoglichkeit, sie in groRen liengen zu ziichten und in hohen Konzen-
trationen zu gewinnen (~ 1010 Viren/ml) und damit statistisch ein-
wandfreie Resultate zu erzielen, machen die Viren zu einem idealen
strahlenbiologischen Untersuchungsobjekt. Den Bakteriophagen, die
nicht-pathogene Bakterien infizieren und in ihnen vermehrt werden,
kommt wegen ihrer Ungefahrlichkeit und bequemen Zichtung besondere

Bedeutung zu.

Zur Untersuchung der strahleninduzierten chemischen Verinderun-
gen der Nukleinsduren sind mehrere iiethoden ausgearbeitet worden, von
denen die drei wichtigsten genannt werden sollen: So kann man zum
Beispiel wolekulargewichtsbestimmungen bestrahlter Hukleinsaure mit
der Ultrazentrifuge durchfiihren und zuf diese eise aAussagen Uber
das suftreten und die anzahl von Doppelstrzng- und minzelstrangbriichen
in der Nukleinsiure machen. ‘eiterhin bietet die i.ethode der Spekiro-
photometrie mit Hadarwellen (Llektronenspinresonanzspektrometrie)
die iuO0glichkeit, freie Radikale im bestrahlten zZrbgut quantitativ
nachzuweisen und aus der Struktur der auftretenden asbsorptionsspek-
tren in manchen Fadllen auch auf die 4rt dieser Radikale zu schliefien.
Untersuchungen mit diesen beiden iethoden liefern wertvolle Aufschliis-
se lber die Natur der Strahlenschédigung im Erbgut, heben allerdings
den Hachteil, daB aus ihnen nichts iber die bioclogische Wirksamkeit
der gefundenen Liasionen ausgesagt werden kann. Es fehlt ein biolo-
gisches Indikatorsystem, das den Beweis der bioclogischen Schidlich-
keit der Lédsionen liefern konnte. Die gebrduchlichste tiologische
Nachweismethode, die such in der vorliegenden Arbeit benutzt werden
soll, besteht deshalb darin, daB die Vermehrungsfidhigkeit der be-
strahlten Bakteriophagen innerhalb des wirtsbakteriums getestet wird.
lian erhdlt allerdings nur die Information, ob Vermehrung stattfindet
oder nicht. Der Aussagewert kann aber wesentlich gesteigert werden,
wenn bei der Untersuchung der uberlebensrate der bestrahlten Phagen
einzelne physikalische oder chemische Parameter, wie etwa die Tempe-
ratur, der Wassergehalt, die Zusammensetzung des Gasraumes, die Sus-
pensionsmedien variiert oder zusdtzliche Parameter (Zusatzstoffe)
eingefihrt werden. dan findet dann, daB einige Parameter die Strahlen-
empfindlichkeit herabsetzen bzw. erhdhen kdnnen. Wie spdter noch ein-

gehend zu erlédutern sein wird, 180t die gquantitative Analyse von
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Schutz und Sensibilisierung Aufschliisse iiber das AusmaB der einzelnen
strehleninduzierten Schadenskomponenten zu. ks ist wichtig, den Ein-
filuB einer mdglichst groBen Zahl etwa von Schutzfaktoren in ihrer
sirkung zu untersuchen, um das ganze Spekirum der mdglichen Strahlen-
schédden zu analysieren. Dariiber hinaus ergeben sich aus der NHatur

der verwendeten Schutz- oder Sensibilisierungsstoffe auch Hinweise

auf die Natur des zugeordneten Strahlenschadens. Die vorliegende Un-
tersuchung befaflt sich mit der liessunz des Einflusses der Temperatur
und des Schutzstoffes Cystamin auf die Strahlenempfindlichkeit des
Coliphagen #X-174, eines sehr kleinen und strukturell undifferenzier-
ten Phagentyps, dessen llukleinsdure als Desoxyribonukleinsdure (DNS)
in Form einer einstringigen lukleotidkette vorliegt. Die dinstridngig-
keit der DNS ist ein Sonderfall in der Natur, der nur noch bei eini-
gen verwandten Virustypen gefunden wurde, da bei der isehrzahl der
Virens;wie auch bei Einzellern und kehrzellern;die DNS eine Doppel-
helixstruktur besitzt. Die strzhlenbiologische Untersuchung von

5X=-174 sollte daher die d_lichkeit bieten, die Strahleninsktivierung
von sinzelstrang- und Doppelstrangphagen unter den gegebenen Versuchs-
bedingungen zu vergleichen und daraus Schliisse auf den EZinfluB der
Nukleotidkettenanzahl auf die Strahlenempfindlichkeit, den Temperatur-

und Cystamineffekt zu ziehen (ausfiihrliche Einfiihrung siehe Zimmer

1960, 1963).

2. baterial und Methodik

2«1« Verwendetes Bestrahlungsobjekt

Als Bestrahlungsobjekt verwendeten wir - mit ausnahme einiger
pxperimente mit den T1-Phagen - den Bakteriophagen 3X-174. Es erwies
sich Jjedoch als nilitzlich, nicht den .ildtyp, sondern eine ..utante zu
wdhlen, die durch die ausbildung sehr kleiner 'plagues' charakteri-
siert ist, wenn die Titration nach der "top-layer"-i.ethode (adams
1959) folgt. Da bei Verwendung der 3X-174-sutante (@X-174 m) bis zu
500 plaques pro Petrischale im Gegensatz zu maximal 90 beim ildtyp
ausgezdhlt werden konnen, bietet dies den Vorteil einer viel geringe-
ren statistischen Streuung. .eiterhin erwies sich die kutante als
wesentlich resistenter gegen Inaktivierung durch Trocknung auf metal-
lischer Unterlage. 8X-174 m besitzt denselben .irtsbereich wie 3X-174,
allerdings ergab die Bestimmung der Dichte mit Hilfe der Dichtegra-
dientenzentrifugation ir einer Relativmessung einen geringfiigig ab-

weichenden Wert (8p = 0,005), der als signifikant anzusehen ist
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(vgl. Abb, 1). In Vorversuchen konnte gezeigt werden, daB &X-174 m
bei Inaktivierung durch Protonen-, Coéo-y- und Ultraviolett-Bestrah-
lung im Rahmen der MeBgenauigkeit die gleiche Strahlensensibilitdt
wie der Wildtyp besitzt (Abb. 2, 3, 4).

2.2. Lysatherstellung

a) Herstellung des 3X-174-Lysates. Der 8X-174 Stamm, aus dem

unsere lMutante geziichtet wurde, stammt aus dem California Institute
of Technology. Als Wirtsbakterium benutzten wir filir die Lysather-
stellung und Titration nicht den iUblicherweise verwandten Wirt E.coli
C, sondern eine Mutante, die im Unterschied zum Wildtyp nicht durch
den Phagen T1 infiziert werden kann. Diese Vorsichtsmafnahme erfolgte
aus praktischen Uberlegungen, um einer Verfilschung der Ergebnisse
durch mdgliche Verunreinigungen mit T4 vorzubeugen.

In 50 ml einer 4 Y-igen Difco-Nihrbouillon-Ldsung lieBen wir die
Bakterien unter kraftiger Beliiftung bei 370 C bis zu einem Titer von
ca. 108/m1 wachsen und setzten dann so viele 3X-174 Phagen zu, daB
das Verh&dlinis der Anzahl der Fhagen zu der der Bakterien 0,5 betrug
und lieBen etwa 18 Stunden unter Beliiftung lysieren. Im Anschluf
daran zentrifugierten wir mit einer Laborzentrifuge 15 #inuten lang
bei 250 g Zelltirlmmer und unlysierte Bakterien ab. Die Aufbewahrung
des Lysates, konserviert durch die Zugabe einiger Tropfen Chloroform,
erfolgte bei 40 C. Dieses lLysat, das einen Titer von ~ 1010 plague~
bildenden Zinheiten besaB, wurde fiir alle Bestrahlungsexperimente
verwendet, Bin Abfall des Titers konnte widhrend der Dauer der Experi=~

mente (5 lonate) nicht beobachtet werden.

b) Herstellung eines T1-Lysates. Der untersuchte Coliphage T1

und seine .irtszelle E.coli B wurden 1958 vom Institut filir Genetik
der Universitdt Koln zur Verfiigung gestellt. Die Lysatherstellung
der T1-Phagen erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie fiir 8X-174.
Yir erreichten einen Titer von ~'5-1O1O plaque-bildenden Einheiten

pro killiliter.
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2.3+ Probenherstellung

a) Herstellung trackener Proben. An die Beschaffenheit der Pro-

ben und der Probentridger fiir die Protonenbestrahlung sind folgende
Anforderungen zu stellen: Zundchst milssen die Phagen in einer Schicht-
dicke vorliegen, die klein gegen die Reichweite der 2 MeV Protonen
ist. Diese Voraussetzung ist fir eine exakte Dosismessung notwendig
und war fir unsere Versuche mit .erten von ca.50 p fir die Reichweite
(Lea 1946) und ca.8 p fiir die Schichtdicke gegeben. Der Probentriger
muB elektrisch leitfdhig sein, damit die Dosimetrie nicht verfédlscht
wird, Er sollte ein gutes .drmeleitvermdgen besitzen, um eine zrwir-
mung der Phagen durch die Bestrahlung zu vermeiden. weiterhin muf der
Probentrédger eine moglichst glatte Oberfliche besitzen, damit sich

die Bakteriophagen nach der Bestrahlung quantitativ von der Oberflache
abldsen lassen, SchlieBlich sollte er sich nicht an chemischen Pro-
zessen der Bestrahlungsproduktie beteiligen. Diese Bedingungen filir den
Probentridger werden durch die Verwendung von Feingoldronden erfiillt
(Jung 1964). Die von uns verwendeten Feingoldronden (Hersteller:
Degussa) hatten einen Durchmesser von 12 mm und eine Dicke von 0,5 mm.
Um eine homogene Phagenschicht zu erhalten, mufBl die Oberflédche der
benutzten Goldpldttchen duBerst sauber sein, damit die aufpipettierte
Phagensuspension sich gleichmé&Big liber die gesamte Oberflidche ver-
teilen 1848t. Deshalb wurden sie vor Benutzung eine Stunde lang in
konzentrierter Chromschwefelsdure gereinigt, einige Stunden in Lei-

tungswaaser und denn in destilliertem Wasser gespiilt und getrocknet.

mit einer fiir diesen Zweck von Jung (1964) entwickelten Pipettier-

vorrichtung wurden 0,01 1illiliter der zu bestrahlenden Phagensuspen-
sion auf Goldpl&dttchen aufgebracht und mit der Fipette bis zu einem
Durchmesser von etwa 8 mm gleichmdBig verteilt. Die bei der Bestrah-
lung verwendeten Schutzstoffe Cystamin und Schwefel waren entweder

in der Phagenstammsuspension (Lysat) gelost, oder wir stellten eine
Schutzstoffldosung her, in der die Stammsuspension verdinnt wurde.
AnschlieBend folgte Trocknung und mehrstindige Lacerung der Proben

in einem Exsikkator iiber Silikagel bei einem Druck von ~ 1 Torr.

Dann wurden die Proben in die Bestrahlungskammer Uberfihrt und hier

4

zumindest 20 Stunden bei einem Vakuum von ~ 10 ' Torr getrocknet und

entgast.

Bs war nicht mdglich, Phagen ohne Zusatz von BiweiBistoffen auf

Goldplattchen zu trocknen, da durch das Entwdssern nahezu ein voll-
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stdndiger Aktivitdtsverlust der Phagen eintritt. Suspendiert man sie
dagegen in einer N&hrbouillon-Losung, so wird die Inaktivierung weit-
gehend vermieden. Besonders empfindlich gegen die letale Jirkung des
Trocknens ist $X-174. Die uberlebensrate nach 20-gtindigem Trocknen
bei ‘10"4 Torr in Abhingigkeit vom Zusatz verschiedener mengen an Nihr-
bouillon zeigt Tabelle 1. Um einen zusreichend hohen Fhagen-Titer

zu erhalten und gleichzeitig sicher zu sein, nicht eine Auslese zu
bestrahlen, wihlten wie eine 8 jo-ige Nizhrbouillon (WB), bei der 41 %
der Viren das Trocknen iiberlebten. Der Zusatz von Cystamin bei einigen
Bestrahlungsversuchen bewirkte eine weitere Abnahme der Aktivitat,

die bei 8 % NB und 0,1 hol/Liter Cystamin 5 % der Ausgangskonzentra-

tion der Phagen betrug.

Die T1-Phagen sind gegen das Trocknen weit unempfindlicher. %ir
trockneten die T1 unter Zusatz von nur 1 % HB und erhielten uUberle-
bensraten von ~ 50 %. Auch die Zugabe von kolloidem Schwefel bewirkte

keine weitere Aktivitatsabnahme.

Die Froben fir y-Bestrahlungen bestrahlten vir in Glas-Ampullen:
0,2 ml Phagensuspension wurden in ampullen gefiillt und in einem Exsik-
kator iber Silikagel nach kurzem Ansaugen mit der Pumpe getrocknet.
Danach wurden die Ampullen bei 10-1 Torr wdhrend 48 Stunden evakuiert

und dann zugeschmolzen (Hotz 1965).

b) Herstellung von fhagensuspensionen. Neben der Bestrahlung ge-

trockneter 3X~-174 und T1 flihrten wir auch einige Versuche mit in
Nihrbouillonldsung suspendierten T1-Fhagen durch. Hierfir wurde eine
geeignete henge Stammsuspension (Lysat) in 1 %-iger bzw. 4 %—iger
Nahrbouillonldsung oder in einer kolloidalen Schwefelldsung verdiinnt,
die ebenfalls 1 bzw. 4 7% NB enthielt. Jeweils 0,5 ml dieser Mischung
wurden in Glasampullen gefiillt. Um den Sauerstoff aus Losung und Gas-
raumn zu entfernen, durchperlten wir die Proben cae.5 wminuten lang mit
reinem Stickstoff. Dies erwies sich als notwendig, da Sauerstoff den
Schutzeffekt schwefelhaltiger Verbindungen herabsetzt (Hotz 1965).
Dann wurden die Ampullen abgeschmolzen. Gasflasche und Proben waren
durch Nylon- und Glasrdhrchen verbunden, um zu vermeiden, daB Luft-

sauerstoff wie bei Gummischlduchen durch die Verbindungen diffundiert

(Dewey 1963).



Tabelle 1: Prozentsatz der 20-stliindiges Trocknen iiberlebenden
3X-174 Bakteriophagen.

Konzentration der NB Uberlebende
% 41 %
4 % T P _
%o 0,2 %
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¢) Verwendete Schutzstoffe. Bei unseren Versuchen mit X verwen-

deten wir Cystamin als Schutzstoff (2-2'-Dithiodiéthylamin¢2 HC1;

Hersteller: Calbiochem, Los Angeles). /ir zogen das Cystamin dem
Cysteamin vor, da es - bel etwa gleicher Schutzwirkung - geringere
Toxizitdt und groBere Strahlenresistenz besitzt (Hotz 1965). Die fiir
eine bestimmte Cystaminkonzentration (0,1, 0,2 uné 0,3 mol) notwen-

dige Trockenmenge der Substanz wurde in der Phagensuspension gelodst.

Wir verwendeten weiter kolloidale Schwefelldsungen, die wir nach
drei verschiedenen Darstellungsmethoden bereiteten (Handbuch d. prip.
anorg. Chemie 1, 1960, Charlesby et al. 1962, Gmelin 1953).

Die erste Darstellungsmethode l8uft nach folgender Gleichung ab:
Na2803 + 2 Na,5 + 3 sto4 — 35+ 3H0+3 Na2504 (1)
khan erh&dlt ein rotlich opaleszierendes Schwefel-Sol, dessen Konzen-
tration sich zu ~ 0,006 Grammatom pro Liter ermitteln 1&B8t. Nimmt
man an, daB das Gewicht eines Kolloidteilchens etwa 8-10-16 g betrigt
(Gmelin 1953), so findet man 1,5+10'C Teilchen/0,01 ml. Bei einer
Phagenzahl von 5°1O5/O,O1 ml entfallen dann auf einen Fhagen 3'104
Schwefelkolloidteilchen,

Da die Herstellung konzentrierter Schwefelsuspensionen nach die-~
ser lethode unmbglich ist, versuchten wir hbhere Konzentrationen durch
Anwendung der Raffo-Methode zu erzielen. Sie beruht auf dem zZinwirken
konzentrierter Schwefelsdure auf wassrige FNatriumthiosulfatlcsung.

Die entstehende Thioschwefelsdure ist instabil und setzt atomaren
Schwefel frei, der sich in iizellen mit rolythionsduren zusammen-
lagert. Der Teilchenradius variiert zwischen C,2 und G,6 p. Die Rei-
nigung der Raffosole erfolgte durch wiederholte Koagulation mit baCl,
rasches Abzentrifugieren des Koagels, abtgiellen des itberstandes und
Peptisierung des Bodensatzes mit 80° C heiBem destillierten wasser,

am SchluB des letzten Reinigungsvorgangs mit heifler Ndhrbouillon.
Leider waren diese Schwefelldsun_en infolge der hohen Konzentration
nicht stabil, so daR sich schon nach wenigen Tagen ein Bodensatz til-
dete. Flr jeden Bestrahlungsversuch mit Schwefel als Zusatzstoff wurde
deshalb ein frisches Raffo-Sol hergestellt. Die Schwefelkonzentrationen,
die bei 0,15 Grammatom/Liter lagen, wurden gravimetirisch bestimmt

(Einzelheiten: Gmelins Handbuch der anorganischen Chemie 1953).
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Eine weitere ltethode der Herstellung von kolloidalen Schwefelldsun-
gen, die sich schon in strahlenbiologischen Untersuchungen bewdhrt
hat, iibernahmen wir von Charlesby, Garratt, Kopp (1962). Die Pripara-
tion erfolgt durch Zusammengeben dquivalenter Mengen Natriumthiosul-
fat und Salzsdure:

Nazszo

+ 2 HCl — 2 NaCl + H, S0, + S (2)

3 3

AnschlieBend wurde die schweflige Sidure neutralisiert und die erhaltene
Losung 2 Tage lang dialysiert. Diese liethode besitzt den Vorteil, daB
man SchwefellOsungen gewlinschter definierter Konzentration herstellen
kann. Die hochsterreichbare Konzentration, bei der die Ldsungen noch
stabil bleiben, betrug 0,2 Grammatom/Liter. Zu den Konzentrationsan-
gaben in Grammatom / Liter ist zu bemerken, dafB sie gem#B der Defini-
tion nur die anzahl der Schwefelatome angeben., Da aber in Jiirklichkeit
kolloidale Teilchen von mindestens 8 Schwefelatomen vorliegen, erhilt

man die Teilchenzahl/Liter nach folgender Gleichung:

Teilchen/Liter = E—é—ﬂ (3)

(¢ = Konzentration in Grammatom/l, N = Loschmidtsche Zahl, s = Anzahl
der Schwefelatome/Teilchen). Dz die kolloidalen Schwefelldsungen sauer
sind, wurden sie mit 0,1 n NaCH neutralisiert. zine geeignete l.enge
Stammsuspension wurde Jjeweils in einer der drei Schwefelldsungen ver-

dinnt.,.

2.4, Bestrahlungsanordnung

a) Beschleuniger und Strahlensang. Zur Durchfihrung der Protonen-

bestrahlungen benutzten wir einen Van de Graaff-Beschleuniger von 2 eV
(Hersteller: High Voltage zng. Corp.). Die Versuchsanordnung ist in
Abb. 5 schematisch wiedergegeben.

Die Protonen wurden in einer Hochfrequenz-Ionenquelle erzeugt und er-
hielten beim Durchlaufen der Potentialdifferenz die gewlinschte End-
energie. Durch dss magnetfeld eines Analysiermagneten wurde der Pro-

tonenstrahl um 250 aus seiner urspringlichen Richtung abgelenkt, wo-
+
5 -
Ionen, ermdglicht wurde. Zin unmittelbar dahinter angebrachtes Schlitz-

durch die Abtrennung unerwiinschter Strahlanteile, beispielsweise H

system sorgte dafiir, dals der Strahl nach Lage und Energie stabilisiert
wurde. Der abgelenkte Strahl durchlief dann ein 120 cm langes Strahl-
rohr, einen elektromagnetisch betdtigten VerschluB, der es gestattete,

den Strahl zu unterbrechen, und durchsetzte schlieBlich zwei hinterein-
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ander angeordnete, jeweils 0,5 u starke Nickelfolien (Herstellers:
Chromium Corporation of America, ¥aterbury 20, Conn., Typ: Grade A
0,000 02) (Abb. 6). Diese hatten den Zweck, den Strahl aufzufichern
und gestatteten eine praktisch homogene Bestrahlung der gesamten Pro-
benfldche. Nach Durchlaufen einer weiteren 2%0 cm langen Strecke traf

der Strahl auf die in der Bestrahlungskammer befindliche Probe.

b) Bestrahlungskammer. An das Ende des Strahlrohres war die Be-

strahlungskammer (Abb. 7) angeflanscht., Sie bestand aus einem zylin-
drischen Gefd48 mit zbnehmbarer rilickwirtiger ‘and. Diese enthielt eine
vakuumdichte Drehdurchfiihrung, auf deren Achse der Probenhalter be-
festigt war (Abb. 8). Dieser konnte von auBen gedreht werden und be-
stand aus einer schwarz eloxierten aAluminiumscheibe, auf deren Fe-
ripherie 19 Frobenpositionen und eine 20 mm im Durchmesser messende
Durchbohrung angebracht waren. wurde diese Durchbohrung vor das in

die rickwidrtige iand eingelassene Quarzglasfenster eingestellt, so
konnte der Strahl optisch justiert werden. Das Quarzglasfenster er-
laubte es auBerdem, die exakte Zinstellung der Probenpositionen zu
Uberpriifen. Die drei Blenden am Eingang der Kammer lagen auf verschie-
denen Spannungen (B = 0 V, B' = 300 V, B'' = 600 V). Sie sollten ver-
hindern, daB vom Teilchenstrom ausgeldste Sekundérelektronen die Dosis-

messung verfdlschten,

Um Bestrahlungen auch bei tiefer Temperatur durchfiihren zu konnen,
war in die Bestrahlungskammer eine Kithlfalle eingebaut, die von auBen
nit einem Kihlmittel gefiillt werden konnte. Die Kilhifalle war so kon-
struiert, daB die Proben rings von Material umgeben waren, das in
wiarmeleitendem Kontakt mit der Kihlflissigkeit stand., Wurde die Kam=~
mer evakuiert und die Kithlfalle mit Kihlmittel gefilillt, so n&herte
sich durch Warmestrahlung die Frobentemperatur der des Kithlmittels.
Bei Verwendung von fliissigem dtickstoff als Kiihlmittel wurde nach
etwa 12 Stunden eine abkithlung der Proben auf 110° X erreicht. w&h-
rend der relativ zur Abkilhlzeit kleinen Bestrahlungszeit von einigen
Sekunden fir eine einzelne Probe hatte die Temperatur einen nahezu
konstanten Wert, so dafl Bestrahlungen bei beliebigen Zwischentempe-

raturen vorgenommen werden konnten.

¢) Temperaturmessung. Die Temperatur wurde mit einem Thermoele-

ment aus Nickel-Chrom-Konstantan gemessen, das an der Unterseite des
Probenhalters befestigt war. Die Eichung des Thermoelements wurde

regelmédflig mit flissigem Stickstoff, Festkohlensdure und Eiswasser
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vorgenommen, Die Temperaturmessung bietet einige methodische Schwie-
rigkeiten, Einmal wird nicht die Temperatur der Probe selbst, sondern
die des Probenhalters gemessen, zum anderen ist die WirmeleitfZhigkeit
biologischer Objekte besonders schlecht. Beriicksichtigt man jedoch

die langen Abkiihlzeiten und die Tatsache, daB der Temperaturausgleich
durch “drmestrahlung erfolgt (Vaekuum), so kann man eine Ubereinstim-
mung von Proben~- und Probenhaltertemperatur annehmen. Auch eine mog-
liche Erwidrmung der Proben widhrend der Bestrahlung verfdlscht nicht
die Temperaturmessung, da sie wegen ihres geringen Betrags im Rahmen

der Messgenauigkeit liegt (Hermann 1965).

d) Bestrahlungsanordnung fiir Gammabestrahlung. Fir die Gamma-Be-

strahlungen standen zwei Co6o—y-Quellen zur Verfiigung (Hersteller:
Atomic Energy of Canada Ltd.). Die Quellen besitzen zylindrische Be-

strahlungsrdume mit einer nahezu homogenen Dosisleistungsverteilung,.

2.5. Bestrahlungsdurchfilhrung

a) Probenbestrahlung. Die Proben wurden zunichst 3 Stunden im

BExsikkator bei ~ 1 Torr vorgetrocknet und dann in der Bestrahlungs-
kammer 20 Stunden oder lidnger bei einem Vakuum von 10—4 Torr getrock=-
net und entgast. Nach dem Trocknen wurden die Froben auf die gewlinschte
Temperatur gebracht, Die nichtzubestrahlenden hontrollproben wurden

in gleicher Weise behandelt. Die Bestrahlungen wurden bei einer Strom-
dichte von 1070 Aecm™? durchgefiihrt. Das entspricht etwa 30C krad-
sec-1 (bei Phagen). Infolge der Instabilitdt des vom Beschleuniger
gelieferten Ionenstroms war es notwendig, den Ionenstrom elektronisch
zu integrieren, Die Bestrahlungsdosis konnte in Schritten von 2,2-1011
D - cm"2 vorgewahlt werden. Wenn die vorgewdhlte Dosis erreicht war,
schaltete der Verschluf - vom Integrator gesteuert - automatisch ab.
Die Bestrahlungszeiten der einzelnen Proben betrugen 2,3 sec bei der
kleinsten und 48 sec bei der grbBten Dosis. Wurden die Froben bei
gleicher Dosis, aber unterschiedlicher Temperatur bestrahlt, so lieflen
wir die Proben bis zur tiefsten erreichbaren Temperatur abkiihlen,
bestrahlten die vorgesehenen Proben und entfernten anschlieBend das
Kihlmittel. Die Temperatur glich sich innerhalb von mehreren Stunden,
am Thermoelement ablesbar, der Zimmertemperatur an. Auf diese weise
konnten Proben bei jeder beliebigen Zwischentemperatur bestrahlt wer-
den. Yach vorsichtiger Beliiftung des Vakuumsystems wurden die Proben

entnommen und weiterverarbeitet.
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Zur Durchfiihrung.von Versuchen mit y-Strahlung wurden die Proben
in zeitlichen Abstdnden, zu Beginn aiejenigen mif hohen Dosen, zum
SchluB die mit niederen, in den Bestrahlungsraum der Coéo-y-Quelle
gestellt. Die unbestrahlten Kontrollproben wurden unter moglichst

gleichartigen Bedingungen aufbewahrt.

b) Dosimetrie. Die Dosismessung der 2 eV Protonen beruht darauf,

daB die Bestrahlungskammer wegen ihrer isolierten Anbringung als
Faraday-Kafig wirkt., Die gesamte vom Ionenstrom auf die Kammer iiber<
tragene und zur Erde abflieBende Ladungsmenge wurde mit eihem elek-
tronischen Integrator (Typ Elcor A& 309 4A; Hersteller: Elcor Inc.)
gemessen, Bei Brreichen der vorgewdhlten Ladungswerte betdtigte der
Integrator den VerschluB. Die Bestrahlungsdosis wird nach folgender

Gleichung berechnet:

Np(Protonen/cmz) = Qfe o rzﬂ, (4)

wobei Q die gemessene Ladungsmenge in Coulomb, e die Elementarladung
und r der Radius der Blendendffnung bedeuten. Einsetzen der Werte

ergibt:

Np<p/cm2> - 2,2+ 108 ¢ (5)

Trifft zum Beispiel die Ladungsmenge von 10"7 Cb auf die Kammer, so

entspricht das einer Dosis von 2,2 - 1011 p/cmz.

Die Umrechnung der FluBeinheit Protonen/cm2 in die ibliche Lin-
heit rad wird dadurch erleichtert, daB der Energieverlust der 2 lieV
Protonen in Schichten, deren Schichtdicke klein gegen die Reichweite
der Protonen ist, konstant ist. Die mittlere Schichtdicke der Probe
betrdgt ~ 8 w, die Reichweite der Frotonen von 2 LeV in orgcanischem
Material 50 w. Aus den bekannten verten fir die snergieabgabe dE/dX
in wmaterie der Dichte p = 1 g/cm2 (Lea 1946) kann man dann die im

Phagen absorbierte Dosis in rad berechnen:
Dlerg/el = dE/dX[MeV/cm]'a[erg/MeVJ-Np[p/cmZJ°%[cm3'g—1], (6)
wobei: dE/dX = 166,5 MeV/cm und a = 1,6-10-6 erg/MeV. Das ergibt:

Dlrad] = NP(Zahl der Protonen) * 2,66 - 10-6/9 (1)
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Wie schon beschrieben, standen zweil Co6o~y-Quellen zur Verfiigung.
Die schwidchere mit einer Dosisleistung von ~ 3-105 R/Stunde, die
stidrkere mit 5,25.105 R/Stunde. Die Eichkurven der Quellen wurden ver-

schiedentlich mit einem Eisensulfat-Dosimeter kontrolliert.

2.6, Titration der Fhagen

Die bestrahlten und die unbestrahlten (Kontroll-) Proben wurden
in geeigneter Weise in 1 do-iger Trypton-Nghrbouillon verdiinnt. Da nur
bis etwa 500 Phagen ausgezdahlt werden konnten, in den meisten Fdllen
aber wesentlich mehr rhagen die Bestrahlung iberlebten, war es not-
wendig, die hohen Konzentrationen zu verdlinnen. Die Verdlinnungen wur-
den so gewdhlt, dafB etwa 100 - 500 Flagues ausgeziéhlt werden konnten.
Die auf Goldpléattchen aufgetragenen Proben wurden zusammen mit diesen
in die Reagenzgliser mit Bouillon iiberfiihrt, so daB sich die Phagen
von ihrer Unterlage abldsen konnten. Dieser Vorgang war nach etwa
einer Stunde abgeschlossen, da auch langer dauerndes Resuspendieren
keine weitere f£rhdhuny des Phagentiters brachte. Die Titration der
Phagen erfolgte unter Beriicksichtigung der von adams (1959) angege-
benen Regeln. :!ir plattierten €X-174 und T1 auf einen IndikatornZhr-
boden (Bresch 1952), der in 1 1 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Yeast
Extract, 0,5 g NaCl und 15 g Bacto Agar enthielt. Fach beutralisierung
mit n NaOH und Autoklavieren wurden zu 1 1 uedium 40 ml 40 %-iger
Glukose-L&sung, %32 ml 0,1 w-iger Alizarin-Gelb-Ldsung und 7 ml 1 %-iger
+asserblau-Ldsung gegeben. Danach erfolgte das AusgieBen in sterile
Yetrischalen (¢ 10 cm). Den Phagen 3X-174 plattierten wir nach der
sog. Agar-Schicht-hethode (Adams 1959). Zu einigen Lillilitern eines
auf 450 C erwiarmten fliissigen Oberschichtagars (Zusammensetzung: O,8g
Bacto Nutrient Broth, 0,5 g §aCl, 0,75 g bacto Agar in 100 ml Aqua
bidest.) wurden ca. 0,1 ml virtsbakterien und 0,1 ml geeignet ver-
dinnte Phagensuspension gegeben. Diese wischung wurde auf die Ober-
flache der Bodenagarschicht gegossen. Nach dem Festwerden des Ober-
schichtagars wurden die Fetrischalen iliber Nacht im Brutschrank bei 5700
inkubiert. Die Plattierung der T1-Phagen erfolgte in der /eise, daB
0,1 ml Phagensuspension zusammen mit der gleichen lienge ".irtsbakterien
(B.coli B) mit einer Pipette auf dem Bodenagar gleichmidBig ausgestri-

chen und die Petrischalen ebenfalls iiber Wacht bei 570 C gehalten wurden.

Auf dem Indikatornihrboden bilden die Bakterien einen blau gefidrb-
ten Rasen, in dem die zleichzeitig aufgebrachten nach der Bestrahlung

noch voll funktionsfihigen Phagen wihrend der etwa 15 Stunden dauern-
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den Bebriitung runde Lécher bilden (= Flagues): Die Zahl der Plaques
ist proportional zur Phagenkonzentration (Ellis u. Delbriick 1939).
Der Verlust der plague-bildenden Fihigkeit ist das iiblicherweise be-
nutzte Merkmal der Strahlenschddigung: Der Fhage gilt als inaktiviert,

wenn er keine Plague mehr bilden kann.

3. Versuchsauswertung und Zrgebnisse

Bei der graphischen Darstellung unserer Versuchsergebnisse trugen
wir den Bruchteil der nach der Bestrahlung liberlebenden Phagen in
halblogarithmischem haBstab gegen die Bestrahlungsdosis auf. In allen
Fdallen erhielten wir Geraden, sog. Eintrefferkurven, die der Expo-

nentialfunktion
N/NO = exp(-0.D) (8)

folgten. Hierbei ist No der Titer der unbestrahlten Kontrolle und N
der Titer der bestrahlten Probe. D bedeutet die Bestrahlungsdosis

und 0 eine filir die Phageninaktivierung charakteristische Konstante.
Sie ist vom Phagentyp, Strahlenart, der Temperatur, Suspensionsmedien,
bei der Bestrahlung anwesenden Gasen und Chemikalien usw. abhidngig

und bestimmt die Neigung der Geraden. Die fiir den Spezialfall

/N = &7~ 0,37 (9)

geltende Dosis ist die 37 %-Dosis oder D Der reziproke Fert der

37°

D37 (in p cm-z) ergibt die Inaktivierungskonstante bzw. den Inakti-

vierungsquerschnitt ¢ unmittelbar in Quadratzentimetern.

Da alle in der vorliegenden arbeit gewonnenen Dosis-Zffekt-
Kurven im halblogarithmischen maBstab Geraden sind, die durch die
Steigung ¢ charakterisiert werden, geniigt es zur Bestimmung des
Inaktivierungsquerschnitts, zwei liessungen bei verschiedener Dosis
durchzufilhren, wobei die erste Dosis zweckmiBigerweise gleich O ge-
setzt wird. Die Inaktivierungskonstante berechnet sich dann nach

folgender Gleichung:

o = (1ln N, -1n N)/Np, (10)

wobeil NO die Zahl der iliberlebenden Phagen bei Dosis O und N die Zahl
der lberlebenden Phagen bei Dosis Np (Protonen/cmz) bedeuten. Dieses
Verfahren ist dann von besonderem Nutzen, wenn man den EinfluB zu-

sdtzlicher Parameter (z.B. von Schutzstoffen oder der Temperatur)
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auf die GroBe des Inaktivierungsquerschnitts bestimmen will. Bei der
Messung der Abhdngigkeit des Inaktivierungsquerschnitts von der Tem-
peratur lieBen wir vier Proben unbestrahlt, die restlichen 15 be-
strahlten wir mit gleicher Dosis, jedoch jede einzelne Probe bei einer
verschiedenen Temperatur, wobei sich die Anzahl N der iiberlebenden
Phagen andert. Versuche, nach dem gleichen Prinzip Cystaminprofile

des Inaktivierungsquerschnittes aufzunehmen, schlugen wegen der gros-
sen Streubreite der o-Werte fehl, was wir auf den ungleichmiBig toxi-

schen EinfluB des Cystamins zuriickfihrten.

4ir nahmen zundchst von trockenen 3X-174 vollstindige Dosiseffekt-
kurven bei Zimmertemperatur und mehreren tiefen Temperaturen auf
(Abb. 9). Unter den gleichen Bedingungen wurden aus Suspensionen mit
unterschiedlichen (0,1, 0,2 und 0,3 mol) Cystaminkonzentrationen ge~-
trocknete 3X-174 bestrahlt und Dosiseffektkurven gemessen (Abb. 10
u. 11). ‘eiterhin wurden getrocknete 3X-174 durch CO6O—Y-Bestrahlung
inaktiviert (Abb. 5), um die unterschiedliche biologische .irksam-
keit beider Strahlenarten zu prifen. Die Zrgebnisse sind in Tab. 2
dargestellt. Die liessungen des Temperaturverlaufs des Inaktivierungs-
querschnittes fir 2X-174 ohne und mit Cystaminzusatz sind in Tabelle 3
zusammengestellt, Wie man aus der graphischen Darstellung ersieht
(Abb. 12), lassen sich die “erte recht gut durch eine Gerade wieder-
geben. lian erhdlt dann im untersuchten Temperaturbereich zwischen

110 und BOOO K die folgenden Gleichun_en flir die Ausgleichsgeraden:

flir 3X-174: o 1,2 + 0,00594 + T (11)

i

1

it

und fir $X-174 + Cystvamin: © 1,0 + 0,00445 « T (12)

2
In einigen Versuchen wurden trockene T1-Bakteriophagen durch

2 eV Protonen inaktiviert, wobei die Schutzwirkung unterschiedlicher
Konzentrationen von kolloidem Schwefel untersucht wurde (4bb. 13).
Diese zrgebnisse sind in Tabelle 4 zusammengestellt. weiterhin be-
strahlten wir T1 in Suspension mit Co6o-y-5trahlung, wobel wir so-
wohl die Nihrbouillonkonzentration des Suspensionsmediums als auch
die Schwefelkonzentration variierten (Tabelle 5) und (4bb. 14, 15).
Jeder Punkt der Dosiseffektkurven entspricht mindestens zwei Binzel-
messungen, in vielen Fillen jedoch (z.B. bei Cystaminzusatz) bis zu

sechs Einzelmessungen.
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Wirkungsquerschnitt 0 und D37 fir die Inaktivierung von
$X-174-Bakteriophagen mit 2 eV Protonen und Coéo-y-
Strahlung. Die angegebenen Werte wurden aus den Dosis-

effektkurven erhalten.

§ ; m Wirkungs- | Inaktivierungsdosis D
vatepia) | Stranlen-! lSmp'équ:erschnftt o g 37
; art K -12 2 1011 -cm-2 5 krad
107 cm P
3X-174 Protonen 293 2,76 3,63 965
" T 123 | 1,78 5,61 . 1500
" 4Cy " 293 | 2,11 4,73 P 1260
" 4Cy " 125 | 1,42 7,04 I 1880
x-174 10oOuy- | o293t - - 400
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Tabelle 3: Inaktivierungsquerschnitte von 2X-174-Bakteriophagen

bei verschiedenen Temperaturen ohne und mit Schutz-

stoffzusatz.

3X-174 E 53X-174 + Cyst
T (°k) o107 12cm?] j T (°K) ol10™"%cn?]

115 1,98 111 1,50
123 1,92 115 1,50
132 2,12 116 1,52
138 1,9% 132 1564
140 1,99 143 1,62
148 2,10 143 1,69
153 2,08 145 1,70
163 2,23 156 1,65
165 2,08 161 1,68
175,5 2,19 166 1,71
177 2,28 170 1,70
179 2,19 17345 1,73
185,5 2,27 176 1,74
190 i 2,34 184 1,78
197,5 : 2,44 185 1,85
201 2,29 108 1,80
211 2,43 200 1,94
226,5 2,49 201 1,84
230 2,52 201 1,92
234,5 2,63 211 2,03
239 2,54 211 1,90
242 , 2,74 223 2,00
246 2,68 223 2,01
253 2,76 224 2,07
257 | 2,76 232 2,C1
257 : 2,67 240 2,02
263% % 2,89 246 2,02
265 2,70 246 2,09
268 2,87 250 2,16
269 2,97 253 2,11
274 2,73 ; 261 2,10
277 2,94 271 2,30
283 . 2,82 271 2,16
285 : 3,02 273 2,14
292 g 3,0% 284 2,19
292 g 2,87 : 286 ‘ 2,32
294 g 3,11 286 g 2,25

§ . 291,5 : 2,26

; 5 292 2,40

i : 294 2,26
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Tabelle 4: Wirkungsquerschnitt 0 und D37 fir die Inaktivierung
von T1 mit 2 lieV Protonen bei Zimmertemperatur unter

Zusatz von kolloidem Schwefel.

Schwefel in g . 10-12 cm2 f?aktlv;erungsd031s D37
g-atom/1 10" p cm krad
- 5,05 1,98 530
0,006 5,05 1,98 530
0,15 5,05 1,98 530
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Tabelle 53 D57 fiir die Inaktivierung von T1 in Suspension
60
mit Co

lung in N2-Atmosphére.

~y~Strahlung bei Zimmertemperatur. Bestrah-

Suspensions- Schwefel D37
medium gr-atom/l krad
1 % NB - 85
1 % NB 0,01 115
4 % NB - 100
4 % NB 0,2 100
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Die Fehler, die bei der Bestrahlung entstehen, setzen sich aus
folgenden Anteilen zusammen: Der maximale Fehler der ladungsmessung
betrdgt 3 ﬁ; der durch die Inhomogenitdt der Probenausleuchtung bhe-
dingte Fehler maximal 4 % und der EinfluB des Temperaturmeffehlers
betrdgt 5 % bei 100° X und 3,5 5 bei 3000 X, Addiert man die den drei
Ursachen entstammenden Fehler quadratisch, so erhdlt man den wahr-
scheinlichen Gesamtfehler bei der Bestrahlung von etwa 7 yp. Jeitere
Fehler entstehen bei der Probenherstellung. Der maximale Fehler beim
Aufpipettieren von 0,01 ml Phagensuspension auf die Goldpl&dttchen be-
tragt £ 4,5 %, ein weiterer Fehler von ~ 10 % wird durch die Schwan-
kungen der beim TrocknungsprozeB absterbenden Viren verursacht. Dieser
Fehler wird bei der Versuchsauswertung infolge des Verdiinnens der
Phagensuspensionen durch mehrfaches Fipettieren noch iliberschritten.
Durch die geringe Zahl der ausgezZhlten Phagen entsteht ein weiterer
Fehler von 7 %. Der wahrscheinliche Gesamtfehler fiir die einzelnen
lieBpunkte betridgt 16 %, physikalische und biologische Ursachen zu-
sammengenommen (ausfiihrliche Diskussion und Rechnung siehe Hermann

1965)

4. Diskussion

A.1., Binige allgemeine Tatsachen und Hypothesen

Der Diskussion der srgebnisse sollen zunéchst einige allgemeine
strahlenbiologische Hypothesen vorangestellt werden, die als Grund-
lage flir die nachfolgenden Erdrterungen wichtig sind. Bestrahlt man
Lebewesen in Suspension, so wird ein groBer Teil der Strahlenenergie
vom Wasser absorbiert. Wie aus strahlenchemischen Untersuchungen her-
vorgeht, entstehen durch Radiclyse des Wassers reakiionsfdhige Radikale,
wie zum Beisvpiel H® und OH®, die durch Diffusion zum Wirkungsort ge-
langen konnen und dort reagieren. Dieser Vorgang ist es, der bei Be-
strehlung in widssriger Suspension den Hauptanteil der biologischen
Veranderungen hervorruft. Diese sog. indirekten Strahleneffekte werden
weitgehend eliminiert, wenn, wie in den meisten der von uns durchge-
fihrten Versuche, die Bestrahlung getrockneter Objekte vorgenommen
wird. Da dann der biologische Effekt fast ausschlieBlich durch Strah-
lenabsorption im empfindlichen Bereich des Objekts selbst erfolgt,
bezeichnet man ihn als direkte Strahlenwirkung. Eine weitere Moglich-
keit, indirekte Strahlenwirkungen auszuschalten, ist die Zugabe geeig-

neter Stoffe zur Suspension, die die Fdhigkeit besitzen, diffusible
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Wasserradikale wegzufangen. Als effektive Radikalfdnger haben sich
EiweiBstoffe (Ndhrbouillon) und sulfhydrilhaltige Verbindungen er-
wiesen. Ihre Bezeichnung als "Schutzstoffe" kennzeiohnet ihre Eigen-
schaft, die Strahlenempfindlichkeit von Lebewesen herabzusetzen. Die
Jirksamkeit mancher Verbindungen beschrinkt sich jedoch nicht auf den
Schutz gegen indirekte Strahlenwirkungen: in jlingerer Zeit stellte
sich heraus, daB einige Substanzen, z.B. Cystein, Cysteamin und Cysta-
min bei der Bestrahlung getrockneter Bakteriophagen oder Enzyme eben-
falls eine Schutzwirkung ausiiben. Auf die moglichen Ursachen dieses

Phinomens werden wir spdter noch zurickkommen,

Bakteriophagen sind aus einem Kern aus Desoxyribonukleinsdure, die
in Form eines aufgewickelten Fadens vorliegt und einer Hiille von Pro-
tein zusammengesetzt. Da Protein und DNS in etwa gleicher lenge vor-
handen sind, ergibt sich die Frage, ob der Verlust der plaguebilden=~
den Fahigkeit, den wir im folgenden auch Inaktivierung nennen wollen,
ein krgebnis der inergieabsorption in der Proteinhiille oder in der
DNS ist. Bestrahlungsversuche mit infektidser Nukleinsidure in vitro
(Ginoza 1963) und von Phagen-DNS innerhalb ihrer Jirtsbakterien (Luria
u. Latarjet 1947) ergaben, daB die Strahlenempfindlichkeit gegeniiber
ionisierender Strahlung der isolierten DNS mit der kompletter Phagen-
partikel lbereinstimmt. Aus diesen und noch mehreren anderen Versuchen
wurde der SchluB gezogen, daB die Phageninaktivierung bei Bestrahlung
mit ionisierender Strahlung in Bouillon oder getrocknet auf eine Strah-
lenschiddigung der DNS zurilickgeht (Hotz u. Zimmer 1963, Hotz 1965).
Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, daB die DNS
als Trdger der genetischen Information fungiert und im speziellen
fall der Viren die Vorschrift fiir deren Vermehrung im Jirtsbakterium
enthdlt,

{ir wollen nun kurz auf die Jirkungsweise ionisierender Strahlung
eingehen, zu der neben Rontgen- und y-3trahlen auch Partikelstrahlen
gehdren. Beim Durchgang eines Protons durch ein biologisches lakro-
molekiil erfolgt die Dnergieabgabe hauptsichlich auf zwei Arten (Lea
1946) s

(1) durch lonisationen, d.h. ein Elektron, meist ein Valenzelek-

tron, wird aus der Elektronen-Hiille eines Lakromolekiils heraus~-

geschlagen, so daf das lolekiil positiv gelanden zuriickbleibt.

(2) durch Anregungen, d.h., ein Elektron eines molekiils wird auf

ein hoheres Energieniveau gehoben.



Jihrend die zweite Art der Znergieacbsorption filr die biologische Jir-
kung relativ harmlos ist, entstehen durch Ionisationen weit schwer-
wiegendere Folgen. Die Entfernung eines Valenzelektirons, das an der
kovalenten Bindung der Atome im wmoleklil teilhat, kann eine Dissozia-

tion des Malromolekiils in zwei rragmente bewirken:

Ry + R2+. (132)

(R, =— R,)"
Aus der Gleichung geht hervor, daB hierbei Hadikale entstehen, die
infolge ihres magnetischen Moments mit Hilfe der Elektronenspinreso-
nanz nachgewiesen werden kdnnen. Der sich an die Kadikalbildung an-
schlieBende Vorgang der Dissoziation hidngt auBer von der Radikalbil-
dungswahrscheinlichkeit von deren Rekombinationswahrscheinlichkeit
ab. Diese wird durch den sog. "Kiafig-Effekt" (Franck and Rabinowitsch
1934) fiir groBere und kleinere Radikalfragmente unterschiedlich beein-
fluBt: Durch den "Kafig" von Seitenketten eines liolekiils werden grolere
Radikale an der wegdiffusion gehindert, wdhrend kleinere Radikale, ins-
besondere . asserstoffatome besonders leicht entkommen. Sie konnten nach
der Bestrahlung verschiedener organischer Verbindungen nachgewiesen
werden (Hart u. Platzmann 1961, Cole u. Silver 1963). In vielen Fdllen

lautet Gleichung (13) also:

LT
o

R H 2 R* + H®, (13v)

wobei R — H in unserem r'all ein DiiS-i.olekiil und R® ein DS Radikal
bedeuten soll, Der Bildung des fadikals R"® wird fiir die Zntstehung

des biolcogisch manifesten Strahlenschadens groBe Bedeutung beigemessen
(Zimmer 1959, wiiller 1964).

Das gebildete nasserstoffradikal besitzt die Fahigkeit, auch in
fester Phase und bei tiefen Temperaturen zu diffundieren (Jen u. kit-
arb. 1958). Es kann mit einem weiteren H-Radikal zu molekularem .Jasser-
stoff rekombinieren und aus der Probe entweichen. Weitere lidglichkeiten
bestehen darin, mit einem unbeschiddigten holekiil zu reagieren und ein

weiteres H-Atom zu abstrahieren (Braams 1963):

B* + R —H—>H, + R (14)
oder sich an eine Doppelbindung anzulagern (Voevodski u. lolin 1962):
H
e ‘ *
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Diese Sekundidrreaktionen des H-Radikals filhren also zur Bildung eines
weiteren organischen Radikalrestes (Braams 1963). Nach der Braams'schen
Hypothese hat man also Strahlenschidden durch sadikalbildung am Crt der
Ionisation von solchen zu unterscheiden, die durch diffusible :asser-
stoff-Radikale erzeugt werden. Die mcglichen Hadikalreaktionen ver-
laufen i.a. exergonisch. Flir den Heaktionseintritt ist allerdings eine

geringe Aktivierungsenergie erforderlich.

4.2. Temperaztur-owifekt

Die Abbildungen (9) und (11) sowie die aus den 37 ,o-Dosen der
Tabelle (2) errechneten Schutzfaktoren zeigen, daB tiefe Temperaturen
die Strahlensensibilitdt von 34A-174 und cystamingeschitzter 2X-174
in gleicher :'eise herabsetzen (p = 1,6). Dieser Befund weist darauf
hin, daB Cystamin und tiefe Temper:tur eine voneinander unabhangige
virkungsweise besitzen, was fir T1 von Hotz (1965) und Hermann (1965)
in gleicher .eise gezeigt werden konnte. Daraus kann der Schlufl ge-
zogen werden, dab auch die strzhleninduzierten Prozesse, die von den

beiden rfaktoren beeinfluBt werden, unterschiedlicher Latur sein niissen.

Jir wollen im folgenden zur Deutung des Temneratureffektes eine
Analyse der Abhangigkeit des Inaktivierungsquerschnitts von der Tempe-
ratur durchfithren, indem wir eine Gleichung der Thermodynamik benutzen,

die die Abhingigkeit chemischer Rezktionen von der Temperatur beschreibt:
k ~ exp (—Ea/RT) (16)

Dabvei ist Ea die Aktivierungsenergie in koal/Mol, die notwendig ist,

damit die Reaktion abliuft, k ist aAnteil der ..olekiile, die im thermo-
dynamischen Gleichgewicht eine die aktivierungsenergie Ea iberschrei-
tende Energie haben, T die absolute Temperatur und R die Gaskonstante.
Fir den Inaktivierungsquerschnitt ¢ in Abhingigkeit von der Temperatur

gilt dann folgende Gleichung

o = K exp (-Ea/RT). (17)
Die Perechtigung flir die anvencdun: dieser rormel leiten wir aus der
Hypothese von Braams ab, nach der radikalchemische Reaktionen fiir die
vrzeugung des biologischen Strahlenschadens eine bedeutsame Rolle
spielen. Allerdings missen wir die ~inschrankung machen, dad ein be-

stimmter anteil des Inaktivierungsquerschnittes keine Temperaturab-

hangigkeit zeigt: Vor allem gilt dies fiir Redikalbildungen, die aufgrund
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von Ionisationen entstehen (Gl. 13a und b), da die Anzahl der auftre-
tenden Ionisationen von der Dosis und der Ionisationsdichte eines
Partikels lings seiner Bahn (LET) abhéngen.

Exponentielle Zusammenhidnge der Form k = exp(—Ea/RT) lassen eine

nach Arrhenius benannte Darsiellungsform zu, wobei der log K bzw.

log 0 gegen die reziproke Temperatur aufgetragen wird:
log O ~ -Ea/RT. (18)

Aus der Steigung der Geraden kann die Aktivierungsenergie Ea abge-

lesen werden.

Tragen wir die von uns gemessenen Inaktivierungsquerschnitte fiir
8X-174 bzw. cystamingeschiitzte ¢X-174 halblogarithmisch gegen die
reziproke Temperatur auf (abb. 16 I u. II), so erhalten wir zunichst
keine Geraden. it zunehmendem 1/T scheint sich der Inaktivierungs-
querschnitt einem konstanten 'Jert zu ndhern. Es sind also offenbar
mehrere Prozesse mit verschiedenen Aktivierungsenergien an der Zusam-

mensetzung des Gesamtinaktivierungsquerschnitis beteiligt.

Dennoch ist eine Deutung der gefundenen Temperaturabhingigkeit
moglich, die zumindest eine sehr interessante Arbeitshypothese dar-
stellt und Versuche bei noch niedrigeren Temperaturen sehr lohnend
erscheinen 1l4B8t. Ziehen wir versuchsweise vom Gesamtinaktivierungs-
querschnitt o bei jeder gegebenen Temperatur einen temperaturunab-
hangigen, konstanten anteil (UO) mit der dktivierungsenergie Ea = 0
ab, so erhalten wir flir 8X-174 und fiir cystaningeschiitzte 3X-174
Geraden (Abb. 16 Ia u. Ila), aus deren Steigung sich eine Aktivie-
rungsenergie von ~ 1 kcal/ﬁol berechnen 14B8t. Da der Inaktivierungs-
querschnitt o somit als Summe 2zweier Komponenten, einer temperatur-
unabhidngigen (OO) und einer temperaturabhingigen Komponente (01) auf -

gefaBt wird

o =0 40, , (19)

miissen wir Gleichung (17) berichtigen und statt dessen folgenden Aus~
druck schreiben:
0 =0 exp(-E'/RT) + 0, exp (-E_/RT). (20)
o a 1 a
Da E; = 0, folgt:

g = UO + F e GO exp (—Ea/RT). (21)
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Dabei ist 0 der Gesamtinaktivierungsquerschnitt der FPhagen, 00 die
temperaturunabhingige Komponente, F exp(-Ea/RT) das Verh#ltnis

von temperaturabhingiger zu temperaturunabhingiger Komponente. Ea ist
die Aktivierungsenergie, die insgesamt erforderlich ist, damit der
temperaturabhingige Strahlenschaden tatsdchlich eintritt. Dieser for-
male Ausdruck wurde von Hermann (1965) zur Beschreibung seiner les-
sungen mit T1-Bakteriophagen angegebens: Die Darstellung von C gegen

T als Gerade in Abb. 12 gibt nach diesem Ansatz die Befunde nicht ge-
nau wieder, jedoch ist die Abweichung von der Geraden so gering, daf

sie innerhalb der Fehlergrenzen liegt.

Durch finsetzen der experimentell gefundenen .erte in Gleichung

(21) erhalten wir folgende Ausdriicke:

1kcal

8X-174+ o, =1,9 (1+3,2e ATy, 40712 o2 (22)
1kcal

8X-174 + Cyt 0. = 1,5 (1 + 2,8 e 2% ) » 16712 cn? (23)

2

Der die Temperaturabhingigkeit bestimmte Faktor I betrdgt demnach
unabhédngig von der Schutzstoffzugabe 3,0 + 0,2, Der Schutzeffekt des
Cystamins bewirkt eine Verkleinerung des temperaturunabhingigen An-

teils um einen Faktor von 0,79.

Nach unserer Auffassung wird die temperaturabhidngige Komponente
F oo - exp(-Ea/RT) durch Reaktion kleiner diffusibler Kadikale mit
biologisch unbeschddigten loleklilen verursacht., Den Mechanismus, der
diesen Radikalreaktionen nach Braams zugrunde liegen soll, haben wir
im vorangehenden Abschnitt dargestellt (Gleichung 14 und 15).Demnach
handelt es sich um Abstraktions- bzw. Anlagerungsreaktionen vorwie-
gend der Vasserstoffradikale. Bei Zimmertemperatur reicht die ther-
mische fnergie der meisten Reaktionspartner aus, um die Barriere der
Aktivierungsenergie von ~ 1 kcal/nol zu Uberwinden, so daB} der tempe-
raturabhéngige Schadensanteil iberwiegt. it abnehmender Temperatur
wird die Reaktionswahrscheinlichkeit zunehmend geringer, was darin
zum Ausdruck kommt, daB der Gesamtinaktivierungsquerschnitt um den
temperaturabhingigen Anteil abnimmt. Die Wasserstoffradikale werden
bei tiefer Temperatur vorwiegend entweder als solche oder nach Rekom-
bination zu molekularem “asserstoff aus der Probe entweichen. Die Akti-
tivierungsenergien filir Radikalrekombinationen sind praktisch gleich

null, und daher laufen sie auch bei tiefen Temperaturen ab. Tir wollen
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nun noch kurz versuchen, diese allgemeinen Vorstellungen iiber den
Temperatureffekt auf das spezielle Objekt,Phagen-DiS , anzuwenden
und einiges iliber den mdglichen hechanismus der temperaturabhingigen
Lésion zu sagen. Die Erzeugung von organischen Radikalen durch Anla-
gerung von atomarem Wasserstoff an eine Doppelbindung wurde bei Be-
strahlung von Benzol bewiesen, wobei das Radikal CéH7 entsteht
(Voevodskii u. liolin 1962). Die Aktivierungsenergien fiir derartige
Prozesse sind sehr klein. Flir die folgenden Reaktionen z.3B.

. - ______) - a——— .
H' + H,C = CH, 530 CH, (24)

H® + CHB-N=N-CH3 —_— CHB-NH-N - CH3 (25)

liegt sie mit 1 w2 kcal/lMol (Semjonow 1961) im Bereich des von uns
gemessenen Wertes. Uber die Natur derartiger strahleninduzierter Ra-
dikale in DNS geben ESR-spektrographische Untersuchungen Aufschlufl:

Bei der Bestrahlung irockener Prdparate von Thymin und &enso von

DNS tritt eine bestimmte Linienstruktur,ein sog. Oktettspektrum, auf
(Ehrenberg et al. 196%, Salovey et al. 1963), das bei der Bestrahlung
der anderen Nukleinsidurebestandteile nicht beobachtet wird. Dem Oktett-
spektrum ist nach Shields und Gordy (1959) ein :ladikal folgender Kcon-

stitution zugeordnet:

—H2C - g - CH3 . (26)

Dieses entsteht aus Thymin durch anlagerung von atomaren Wasserstoff
(litiller 1964) mdglicherweise nach folgender Reaktion (Salovey et al.
1963, Gordy et al. 1965):

0 0
il
He _° _CH He ~ . CH
N \ 5 N -'/ p)
% f + BN — o (27)
.‘\ /-\ //;
Or N H o Nd \N H
! '
X X

Es existiert eine Reihe experimenteller Befunde, die dafiir sprechen,
daB die beschriebene Reaktion wirklich in bestrahlter DNS ablauft und
daB sie temperaturabhingig ist. So konnten Gordy, Pruden u. Snipes
(1965) zeigen, dafR das thyminartige DNS~Spektrum wesentlich verstirkt
hervortritt, wenn die trockene DNS-Probe in einer Vasserstoffatmosphire

bestrahlt wird. Dies weist darauf hin, daB strahleninduzierte H-itome
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des absorbierten Gases (neben H-Atomen aus anderen Quellen) ebenfalls
mit dem Thymin reagieren und seine Radikalausbeute erhdhen konnen.

In die gleiche Richtung weisen Untersuchungen von Pershan et al. (1965),
die ebenfalls ein verstadrktes thyminartiges DNS-Signal erhielten, wenn
der .assergehalt der Probe erhcéht wurde. Auch in diesem Fall wird die
Radikalausbeute des Thymins durch Anlagerung von H-Atomen erhdht, die
bei der Radiolyse des i/assers entstehen. Ein interessanter Befund,

der die Deutung unterstiitzt, daf die betrachtete kadikalreaktion tem-
percturabhingig ist, wurde von Liiller (1964) erhoben: Bestrahlt man
Thymin bei 110° K, so wird das flir Thymin bei Zimmertemperatur cha-
rakteristische Oktett-Spektrum von einem Dublett liberlagert, das
Karbonradikalen zugeschrieben wird. Ausgehend von unserer Hypothese
kénnte man diesen Befund durch Zuriickdrdngung der oben dargestellten
Reaktion (27) infolge ihrer Temperaturabhingigkeit und dem alleini-
gen Auftireten eines anderen Radikaltyps erklidren, der GO entsprechen
wirde. In gleicher Weise sind Experimente von Patten und Gordy (1964)
zu deuten. Sie bestrahlten DNS-H20-Komplexe bei der Temperatur des

flissigen Heliums und fanden kein thyminartiges Spektrum, wohl aber

die Signale freier Wasserstoffatome, die zwar durch die Radiolyse
des Wassers gebildet wurden, aber nicht die erforderliche thermische
Energie besitzen, um eine Additionsreaktion mit dem Thymin einzuge-

hen.

Bine Schwierigkeit, die sich bei der Deutung des Temperatureffek-
tes durch diffusible Radikale speziell fiir den Phagen 3X-174 ergibt,
darf nicht verschwiegen werden. sin Temperatureffekt kann nach dieser
Hypothese nur auftreten, wenn das Ereignis der Erzeugung eines diffu-
siblen Radikals (RH N R® + H') selbst noch kein Schadensereignis
darstellt. Fir Phagen mit Doppelstrang-DNS ist dies unproblematisch,
da die Radikalbildung an einem Schwesternstrang der Doppelhelix noch
keinen manifesten Schaden bedeuten muB. fine Inaktivierung erfordert
Schéden an zwei gegeniiberliegenden Positionen des Doppelstranges
(Stent u. Fuerst 1955, 1960). ¢X-174 dagegen besitzt eine DNS, die
nicht die von Watson und Crick aufgeklirte Doppelhelixstruktur bve-
sitzt, sondern lediglich in Form eines einzigen Stranges vorhanden
ist (Tessmann et al. 1957; Sinsheimer 1959a; Tessmann 1959). Hs
besteht also das Problem, wie fiir 8X-174 nach dem eben Gesagten die
unschéddliche Erzeugung eines diffusiblen Radikals vor sich gehen soll.
Die bendtigten Wasserstoff-Atome kénnten z.B. von dem fiir die Funktion

der Nukleinsiure verhdltnisméBig unwichtigen Zucker (Desoxyribose)
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zur Verfiigung gestellt werden. Ein Hinweis fir diese Vermutung lie-
fert der Befund, daB die Radikalausbeute bestrahlter NukleinsZure-
pasen auf das 2 - 5 fache ansteigt, wenn die Basen in Zusammenhang
mit dem Zucker, also als Nukleosid bestrahlt werden (wtiller 1964) .
Aber auch die Proteinhiille des Phagen, gebundenes Wasser und orga-
nische Zugédtze (Néhrbouillon) kdnnen Vasserstoffatome fiir den tempe-

raturabhdngigen Schadensanteil zur Verfiligung stellen.

4.3, Cystamineffekt

In unseren Experimenten an getrockneten Phagen ist die Cystamin-
wirkung auf einen Schutz gegen die direkten Strahleneffekte zurilck-
zufihren. Wie aus den Gleichungen (22) und (23) hervorgeht, beeinfluft
der Schutzeffekt des Cystamins allein die temperaturabhéngige Kompo-
nente Go des Inaktivierungsquerschnittes. Das Cystamin bewirkt also
Schutz gegen jenen Schadensanteil, der primdr durch Ionisation eines

DNS-lolekiils, in vielen Fdllen nach folgendem lechanismus, entsteht:
L}
R -H—— R +H (28)

Die Schutzwirkung sulfhydrilhaltiger Verbindungen wird von vielen
Autoren (Hotz u. Zimmer 1963) als ein Reparztionsmechanismus angese-
hen, der darin bestehen soll, daf das (in unserem Falle DNS~-) Radikal
R*' durch Ubernahme eines Vasserstoffatoms von der SH-Verbindung in
seiner urspringlichen Form wiederhergestellt wird (Prévot-BernaS 1953,
Alexander u. Charlesby 1955):

R* + R, -SE—>R - H+ R, - s* (29)

Der gleiche Effekt, ndmlich die Aufhebung des Radikalzustandes,
kann nach Ansicht einiger Autoren (Ginoza 1963, Hotz 1965) auch durch
Elektronendonation des Schutzstoffmolekiils an das Bioradikal erreicht
werden. Ein Schutzmechanismus im Sinne der H-Donation, wie er fiir
Cysteamin angenommen wird, scheint fiir Cystamin (Oxydationsprodukt
des Cysteamins) wegen des fehlenden schwefelstdndigen wasserstoffs
nicht méglich zu sein. Zwar konnten Pryor et al. (1964) beweisen, dafBl
der in Bezug auf den Schwefel ¥-sténdige Jasserstoff aliphatischer
Disulfide in der lage ist, Phenylradikale zu restituieren, doch scheint
es fraglich, ob dieser liechanismus in biologischen Systemen wirksam ist.
Wenn Disulfide ebenfalls als H-Donatoren wirken konnten, miiBte man

namlich erwarten, daB z.B, Cystamin und Cysteamin bzw. dhnliche Redox-
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systeme vergleichbare Schutzeffekte erzielen, was zwar fir T1 zutrifft,
aber fiir 3X-174 nicht nachgewiesen werden konnte. Die Tabelle 6 zeigt,
daB die Schutzwirkung der oxydierten S-Verbindungen deutlich kleiner
ist als die der reduzierten Verbindungen. Der Schutzfaktor des Cystes
amins (2,6) gilt fir 3X-174, suspendiert in 4 % NB. 4 % NB schiitzt
gegen den Hauptanteil der indirekten Strahlenschiden, so daB p = 2,6
im wesentlichen den H&perschutz betrifft, obwohl indirekte £ffekte

sicher trotzdem noch eine gewisse Rolle gpielen.

Einer Hypothese von Braams (1963) zufolge so0ll die Schutzwirkung
von sulfhydrilhaltigen Verbindungen auf einer Funktion als Radikal-
fanger beruhen. Ahnliches widre auch fir das Disulfid Cystamin denkbar,

z.B., nach folgender Reaktion:

C~-85-8-C+2H—>2C-5-H (30)

ienn diese Reaktion richtig wire, so miite man nach dem im Abschnitt
Uber den Temperatureffekt Gesagten erwarten, daB die Temperaiurab-
hidngigkeit der Strahlenwirkung auf 8X-174 bei Zugabe von Cystamin
kleiner wird, und zwar proportional der lenge der H-Atome, die wvon
dem Cystamin weggefangen werden. Da die Temperaturabhingigkeit von
2X-174 ohne und mit Cystaminzugabe jedoch gleich ist (1,6), erscheint

ein Schutzmechanismus nach Gleichung (30) unwahrscheinlich.

mine dritte Hypothese zur Brklédrung der Schutzwirksamkeit wvon
Disulfiden geht davon aus, daf Cystamin und andere aliphatische Disul-
fide mit organischen (Pryor et al., 1964) und speziell biolougischen
Radikalen (Henriksen et al. 1963) unter Bildung von Thiodthern rea-

gleren kdnnens

R* +R, -8 -5 -R, >R -5 ~R + 'S -R, (31)

Diese Reaktion bewirkt ebenfalls die aufhebung des Radikalzustandes
der DNS und moglicherweise die iederherstellung der biologischen
Funktion. “enn man annimmt, daf die Schutzwirkung von Sulfhydril-
Verbindungen auf H-Donation und die Virkung von Disulfiden auf der
Bildung von Thiodthern beruht, lassen sich die unterschiedlichen
Schutzfaktoren der einzelnen Stoffe (Tab. 6) in einem kausalen, wenn
auch stark hypothetischen Zusammenhang bringen. Die Vorstellung be-
ruht darauf, daB Sulfhydrilverbindungen und Disulfide mit dem gleichen
Radikaltyp (R® der Gleichungen 28 u. 29) guantitativ in gleichem Aus-

maBl reagieren. Die H-Donation von G-SH und C-SH wird jedoch das DNS-
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Tabelle 6: Schutzwirkung von zwei schwefelhaltigen Redoxsystemen

auf die Inaktivierung trockener 3X-174 Phagen.

Schutzstoff Schutzfaktor Autor
Glutathion G-3-S-G 1 Ginoza 1963
Glutathion G-S-H 2 Ginoza 1963
Cystamin C-53-5-C 1,3 diese Arbeit
Cysteamin C-S-H (2,6) Hotz 1965
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liolekiil in seiner urspriinglichen Form wiederherstellen. Im Gegensatsg
dazu hat die Thiodtherbildung, also die Anlagerung einer Hélfte des
Cystamin~ bzw. Glutathionmolekiils an die DNS von 3X-174 zur Folge,

da die Nukleinsdure in ihrer chemischen und sterischen Konfigura-
tion veridndert wird. Diese sterischen Verinderungen werden sicher in
manchen Fdllen die Funktion der NukleinsZure, ihre identische Repli-
kation, hemmen, so daB die Schutzwirkung in ihr Gegenteil; die Insk-
tivierung umschlidgt. So ist es z.+B. denkbar, daf die Thiodthergruppe
nahe einer chemischen Gruppe (Vasserstoff-, Sauerstoff- oder Stick-
stoffatom) der Nukleinsiurebase entsteht, die fir die Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke im "/irtsbakterium erforderlich ist. Die rdumliche
Behinderung dieser Gruppe durch die ThioZthergruppe konnte dann dazu
fithren, daB die Anlagerung einer komplementédren Base an dieser Stelle
unter Umstédnden verhindert wird. In diesem Fall konnte der fir die
Replikation notwendige Komplementirstrang (Stent 1963) nicht gebildet
werden. Andererseits ist es auch denkbar, daB in vielen Fdllen die
Thiodtherbildung, entsprechend der zufallsmdBigen Verteilung der
strahleninduzierten Radikalbildungen, eine Position im Geriist der Base
einnimmt, die die Funktion der DNS im VWirtsbakterium nicht hemmt, so
daB der Schutzmechanismus wirksam werden konnte. Es erscheint nach
dieser Hypothese plausibel, dafB die Ablesung der genetischen Infor-
mation umso mehr behindert, und damit die Schutzwirksamkeit der Disul-
fide im gleichen AusmaB verringert wird, je groBer die Schutzstoff-
molekiile sind, die sich an der DNS anlagern. Die verhdltnismédBig
kleinen Cystaminmolekiile verursachen demnach noch einen Schutzfaktor
von 1,3, der aber verglichen mit dem Faktor von 2 der SH-substanzen
(H-Donatoren) klein ist. Glutathion (G-S-S-G) besitzt etwa die drei-
fache Lénge des Cystaminmolekiils, so daB sich aus dieser Tatsache

seine vbllige Unwirksamkeit als Schutzstoff erkldaren 148t (Tab. 6).

4dede Schwefeleffekt

bin weiterer denkbarer Mechanismus, durch den schwefelhaltige
Substanzen ihre Strahlenschutzwirkung entfalten konnen, ist nach Auf-
fassung einiger Autoren (Ginoza 1963, Hotz 1965) der der Zlektronen-
donation. Danach soll nicht z.B. ein Wasserstoffatom einer sulfhy-
drilhaltigen Verbindung, sondern nur ein Slektron des Schwefels iiber-
tragen werden., Um diese ndglichkeit nidher zu untersuchen, wurden
einige sSxperimente unter Zusatz von kolloidem Schwefel durchgefiihrt.

Als Versuchsobjekt schien der T1-Phage in zweifacher Hinsicht besser
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geeignet als 3X-174, da einmal T1 in Bezug auf Schutzstoffe bei wei-
tem besser untersucht ist (Hotz und Zimmer 1963, Hotz 1965, Hermann
1965),und zum anderen der 3chutzeffekt durch schwefelhaltige Verbin-
dungen wesentlich ausgeprdgter ist. Abb. 13 zeigt, daB Schwefel kei=-
nen erkennbaren Schutzeffekt gegen die Inaktivierung getrockneter
Phagen bietet, obwohl die verwendeten Konzentrationen (0,15 molar)
die flir die maximale ‘“irksamkeit anderer Schutzsubstanzen i.a. not-
wendige Konzentration (0,1 molar) iiberschreiten, Bei Bestrahlung

in Ldsung unter Zusatz von 1 pw-iger Hdhrbouillon besitzt der Schwefel
einen geringen Schutzeffekt (Abb. 14), der aber auf die Beseitigung
indirekter Effekte zurickzuflihren ist, da bei einer Erhdhung der
Fahrbouillonkonzentration auf 4 % kein Schutzeffekt mehr vorhanden
ist (Abb. 15). Die srgebnisse zeizen also, daB T1-Baktericphagen,

und damit wahrscheinlich such alle anderen Phagen, durch zolloiden
Schwefel gegen die direkten Strahleneffekte nicht geschiitzt werden
konnen. Da die TeilchengrtBe der kolloidalen Schviefelllsungen das
Phagenvolumen um ein Viefaches Ubertrifft, muf man annehmen, daB
Schwefelteilchen die Proteinhiille nicht durchdringen und damit auch
nicht in direkten Kontakt mit der Phagennukleinsdure gelangen kOnnen,
Sollte eine olektronendonation prinzipiell mdglich sein, so ist aus
unseren Versuchen der SchluB zu ziehen, dal eine Elektronendonation
durch die Proteinhiille nindurch nicht stattfinden kann, In diesem
Zusammenhang sind Untersuchungen von Charlesby, Garrat und Kopp (1962)
von Interesse, die an wodellsystemen (Folymere) einen Schutzeffekt
des kolloiden Schwefels gegen ilolekulvernetzungen feststellten; diese
Schutzwirkung ist von einer Verminderung strahleninduzierter Radikale
begleitet (Garrat u. Ormerod 1963). mit Hilfe von Tritium-markiertem
Wasser konnten Kopp und Charlesby (1965) an Polyidthylenoxyd, einem
nodellsystem mit vornehmlich direkten Effekten, zeigen, daf die
wvasser:toffdonation fir die Schutzvirkung des Schwefels in Systemen
mit direkten Effekten keine Rolle spielt. Die autoren postulieren

zwar folgenden Schutzmechanismuss

L - *
R" + S, — R -8 , (32)

durch den Vernetzungsreaktionen verhindert werden, doch kann #lek-
tronendonation als méglicher Schutzmechanismus nicht ausgeschlossen
werden. Die an Polymeren in vitro erhaltenen Lrgehnisse sind natur-
gemdB nicht unmittelbar auf Versuche an biologischen Objekten zu

Ubertragen. Zwar wurde in den iodellsystemen die Schwefelwirkung
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als Schutz gegen Vernetzungsreakiionen gezeigt und derartige Vernet-
zungsreaktionen auch an einigen biologischen Objekten (Alexander

et al. 1961) nachgewiesen, aber mdglicherweise iliberwiegen in biolo-
gischen Systemen andere schddliche Strahlenwirkungen, fir die eine
Reaktion nach dem luster von Gleichung (52) keinen Schutz bietet.
Die Frage, ob die schwefelhaltigen Verbindungen bei biologischen Ob-
jekten ihre Schutzwirksamkeit durch Elektronendonation oder H-Dona-
tion bzw. andere lechanismen entfalten, bedarf daher noch weiterer

Untersuchungen.

A5. Der temperatur- und schutzstoffunabhingige Strahlenschaden

In den beiden vorangehenden Abschnitten haben wir versucht, eine
Aussage dariiber zu machen, in welchem AusmaBl und nach welchen kiecha-
nismen Cystamin- und Temperatureinflufl die Strahlenempfindlichkeit
verdndern. Jir stellen z.B. fest, daB der Gesamtinaktivierungsgquer-
schnitt von 8X-174 durch tiefe Temperatur und Schutzstoff um 50 %
gegenliber dem Wert bei Zimmertemperatur erniedrigt werden kann, mit
anderen orten: Die H&lfte des Strahlenschadens wird durch kechanis-
men erzeugt, die nicht temperatur- bzw. cystaminschitzbar sind. EBs
erhebt sich die Frage, auf welche .eise die restlichen 50 % der
5X=174 geschiddigt werden. wine unmittelbare aussage zu dieser Frage
kann anhand unserer Experimente nicht gemacht werden, und die wdg-
lichkeit, daB sich auch dieser anteil aus mehreren Komponenten zu-
sammensetzt, ist nicht auszuschlieBen. Es ist jedoch einleuchtend,
daBl der temperstur- und cystaminunabhangige Schadensanteil ven tiefer-
greifenden als den bisher diskutierten fingriffen in die Struktur
der DHNS herriihrt. ir denken dabei hauptsdchlich an Unterbrechungen
der nukleinsdurekette. 5o zeigen physikochemische '"in vitro'"-Unter=-
suchungen rontgenbestrahlter Desoxyribonukleinsiure das Auftreten
einer groBen Zahl von finzelstrang- und Doppelstrangbrichen (Hagen
1964). Die biologische ‘irksamkeit der Doppelstrangbriiche wurde an
strahleninaktivierten T7-Bakteriophagen wahrscheinlich gemacht
(Freifelder 1965). Dieser Autor konnte mit Hilfe biologischer und
physikochemischer Nachweismethoden zeigen, daB unter den Bedingungen
der vorzugsweise direkten Strahlenwirkung 40 % der inaktivierten
Phagen Doppelstrangbriiche aufweisen. iurde Cysteamin zugegeben, so
erhdhte sich dieser iAnteil auf 100 %, d.h. alle abgetoteten Phagen
enthielten Doppelstrangbriiche. Daraus zieht Freifelder den Schlu8,

daf die nicht durch Dovpelbriiche verursachten Inaktivierungen cystea-
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minschiitzbar sind. Dieser Befund ist eine Stiitze filir die oben ausge-
sprochene Vermutung, daB wir es bezliglich des cystawin- und temperatur-
unabhidngigen Schadenanteils tatsidchlich mit Briichen der einstréngigen
DiiS-Kette von 3X-174 zu tun haben. Zin direkter Beweis fir die abso-
lute Letalitdt von deratigen Briichen zeigen Inkorporationsversuche

nit radiocaktivem Phosphor (PBZ), die von Tessmann (1959) durchgefihrt
wurden. Der zu einem bestimmten Prozentsatz anstelle des normalen

P31 in die DNS von $X-174 eingebaute P32 wandelt sich durch v-Zerfall
in Schwefel um, Diese Umwandlung, d.h. jeder radiocaktive Zerfall be-
wirkt einen Bruch der DNS. Da die Inaktivierungswahrscheinlichkeit fir
jeden Zerfall zu 1 gefunden wurde, bewirkt jeder Bruch also eine Inak-
tivierung (otent 1963). Die Inaktivierung durch Inkcrporation von P52
zeigt keine Temperaturabhingigkeit, d.h. Briiche kdonnen durch den cin-
fluB tiefer Temperatur nicht verhindert werden. Zusammenfassend 18t
sich folgendes sagent Das Auftreten und die biologische Wirksamkeit
von DNS-Einstrangbriichen fiir 8X-174 (Tessmann 1959) und von DN5-
Doppelstrangbriichen fir T7 (freifelder 1965) ist zls sicher anzusehen.
weiterhin ist ein ochutz dagegen durch Cystanin und tiefe Temperatur
bisher nicht nachgewiesen. Allerdin.s sind auch chemische Verdnderun-
gen einzelier Molekiilgruppen der DNS, z.B. Desaminierungen, Dehy-
droxylierungen oder Bruch einer Basen-Zuckerbindung (Butler 1956) als
Ursache fiir den etwa 50 ,0 betragenden Schadensanteil nicht auszu-
schlieflen, der als tempersturunabhangig und durch Schutzstoff unbe-

einfluBbar gefunden wurde.

4eb. Vergleich mit Ergebnissen am T1-Phagen

Flir T1-Bakteriophagen liegen Untersuchungen vor (Hermann 1965),
die unter gleichen Versuchsbedingungen durchgefiihrt wurden. In Tabelle
7 sind die flir T1 und $X-174 semessenen 37 y-Dosen und Inaktivierungs-

guerschnitte aufgefihrt. sin Vergleich der D, ,-Verte bei Zimmertempe-

ratur zeigt, daB das Verhidltnis der fiir die %laktivierung bendtigten
inergieabsorptionen pro massen- und wegen der etwa gleichen Dichte
auch pro Volumeneinheit [@X—174/T1] 21 betrdgt. Da die DNS~-Veolumina
von ¢X und T1 sich jedoch wie 1:35 verhalten, betrigt das Verhdltnis
der Inaktivierungsenergien pro Phage (@X—174/T1)1:18, oder anders aus-
gedriickt: Die Strahlenempfindlichkeit von 3X ist 18 mal grofer als

von T1, Jerden beide Phagen durch Cystamin geschiitzt und bei tiefer
Temperatur bestrehlt, so betrigt die Inaktivierungsenergie pro ®X-

Phage sogar nur 1/35 des fiir T1 notwendigen Vertes. Im vorangehenden
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Tabelle 7: 37 %b-Dosen und ‘/irkungsquerschnitte (o) in vacuo
bestrahlter T1- und 3X-174-Bakteriophagen, gemessen
mit 2 MeV Protonen in Abhidhgigkeit von der Temperatur
und Cystaminzugabe (Cystaminkonzentration 0,1 molar).

Angaben fir T1 nach Hermann (1965).

D
Material %k o o o1 U357

(10 em”) 1011 pcm'2 krad
T1 293 5441 1,85 494
8X-174 293 2,76 2,63 965
T1 101 3,16 3,17 845
8X-174 123 1,78 5,61 1500
T + Cy 293 2,44 4,09 1079
$X-174+Cy 293 2,11 4,73 1260
T + Cy 117 1,76 5,67 : 1513
3X-174+Cy 125 1,42 7,04 , 1880
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Abschnitt hatten wir angenommen, dafB der weder cystamin- noch tempe-
ratur-schiitzbare Strahlenschaden bei T1 vorwiegend durch Doppelstrang-
briiche und bei $X=174 durch Sinzelstrangbriche entstehen soll. Daraus
schlieBen wir, daB ein Linzelstrangbruch der DNS von 8X-174 1/35 der
Encrgie erfordert, die zur Inaktivierung von T1 notwendig ist. Da T1
aber 35 derartige Energieportionen absorbiert, sollten in erster Hihe-
rung in der T1-Nukleinsdure 35 Einzelstrangbriiche oder xreignisse mit
dhnlichem Energieaufwand auf einen inaktivierenden Doppelstrangbruch
kommen. Freifelder (1965) fand an T7 etwa 15 Einzelstrangbriiche pro
Doppelstrang bei der 37 %-Dosis, also etwa die Hdlfte des von uns ge-
schidtzten Wertes. Sollte der fJert auch fiur T1 gelten, so widren bei
diesem Phagen die 35 subletalen BEreignisse pro Doppelstrangbruch zur
einen H&lfte auf Linzelstrangbriiche und zur anderen Hilfte auf Lasionen

mit dhnlichen Znergieaufwand, z.B. Basenschiddigung, zurlickzufihren.

Interessante aspekte ergeben sich aus einer vergleichenden Dis-
kussion der .irkungswahrscheinlichkeiten. .ir wollen darunter die
#ahrscheinlichkeit @ verstehen, mit der eine im DNS-Volumen statt-
findende Primidrionisation den FPhagen inaktiviert. Unter der Bedingung,
dafl eine Prim&rionisation zur Abtdtung ausreicht, erhdlt man fiir unse-
ren Fall der Bestrahlung mit schnellen Protonen @ als den reziproken
dert aller Primirionisationen, die bei der 37 7-Dosis im Di#5-Volumen
entstehent

&=1/D37-§-Z,

wobei Q der mittlere DS ~@uerschnitt in cm2 ist, D37 in Protonen/cm2
angegeben wird und 2 die mittlere Zahl der Primidrionisationen beim
Durchgang eines Protons durch DN3 angibt. Bei der Berechnung von 2
legten wir einen Energieverlust der 2 heV Protonen von 17 keV/u

(Lea 1946) zugrunde. Als 'ert fir den Energieaufwand pro Prim8rioni-

sation verwendeten wir 60 eV (Rauth u. Hutchinson 1962).

Die Wirkungswahrscheinlichkeit pro Primédrionisation betridgt fiir
$X-174 ~ 0,7, d.h. nahezu jede Primidrionisation inaktiviert den Phagen.
Dies ist nicht erstaunlich, wenn man bedenkt, daB 3X-174 wegen der
Einstrangigkeit seiner DNS die Gesamtheit der genetischen Information

nur einfach enthilt.

Fir T1 betrdgt ¢ ~ 0,035, vzs bedeutet, daf pro inaktivierendem
kreignis ~ 30 Lisionen auftireten, die nicht letal wirken. Zu dem

gleichen frgebnis hatten schon die oben angefiihrten Uberlegungen ge-
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filhrt, die auBerdem die Bedeutung der Einezlstrangbriiche als Ursache
eines Grofteils der subletalen Effekte zeigen. Eine mdgliche Erkla-
ruhg fiir den geringen %Wert von @ liefert eine Hypothese von Ginoza
und Miller (1965), die bei Zweistrangphagen einen sog. "kritischen
Treffbereich" postuliert. Nur ein Treffer im kritischen Treffbereich
soll zur Inaktivierung filhren, wihrend Treffereignisse auBerhaldb
dieses Bereichs die Vermehrungsfihigkeit nicht hemmen. Diese Bypothese
beriicksichtigt jedoch nicht, dall auch Doppelstrangbriiche (Freifelder
1965) und sicher auch Basenschiadigungen an gegeniiberliegenden Posi-
tionen der DNS~Kette die FPlaguebildung verhindern. Nach einer Hypo-
these von Stent und Fuerst (1955) fiihren nur Doppvelstrangbriiche oder
Lreignisse, die gegeniiberliegende Fositionen der Doppelhelix gleicher-
mafen treffen, zur Inaktivierung. Danach entspricht o = 0,035 der
Wahrscheinlichkeit, mit der ein Treffereignis einen Doppelstrangbruch
erzeugt (intrefferkurve). Demgegeniiber sollen Einzelstrangbriiche
biologisch wirkungslos sein. Sie sind 15 - 30 mal (Freifelder 1965,
diese Arbeit) hiaufiger als Doppelstrangbriiche und statistisch iiber
beide Schwesternstridnge der Doppelhelix verteilt. Zur Bildung einer
funktionstlichtigen Replika ist es aber noiwendig, daB zumindest einer
der beiden Schwesternstringe unbeschddigt ist. Bs muB also ein bio-
logischer Reparationsmechanismus des <irtsbakteriums wirksam werden,
der in einer enzymatischen Exzision der schadhaften Stelle bestehen
kénnte. Der Stilickverlust an der betreffenden Stelle soll Adann wieder,
analog dem allgemein postulierten Replikationsmechanismus, aufgefiillt

werden (3etlow u. Carrier 1964, Boyd u., Howard-Flanders 1964).

4.7« Vergleich mit Temperaturmessungen an anderen bioclog. Objekten

£in Vergleich von Temperaturmessungen an verschiedenen biologischen
Objekten zeigt grundsdtzliche uUbereinstimmungen. So besitzen die Spo-
ren von Bacillus megaterium, T1-Phagen, 3X-174 und verschiedene fSnzyme
im Temperaturbereich unter ‘IOOo K einen konstanten Inaktivierungsquer-
schnitt. Allen Objekten gemeinsam ist weiterhin, daB im Bereich zwi-
schen 100° und 5000 K eine Aktivierungsenergie filir die Inaktivierung
der temperaturabhédngigen Komponente von etwa 1 kcal/Mol gemessen wur-
de (Tab. 8). Diese beiden Tatsachen geben uns einen Hinweis, daB trotz
der unterschiedlichen chemischen Zusammensetzung der einzelnen biolo-
gischen Objekte prinzipiell einige Gemeinsamheiten in ihrer Strahlen-

reaktion existieren; diese Gemeinsamheiten bestehen darin, daB durch
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Tabelle 8% Ubersicht iber die an Bakteriensporen,

e ot

T1+ und 8X-174-

Bakteriophagen und verschiedenen Enzymen gemessenen Akti-

vierungsenergien. Die Komponente mit der Aktivierungsener-

gie E3

tritt erst bei Bestrahlungstemperaturen iiber Zimmer-

temperatur auf. (Angaben z.T, nach Henriksen, 1965 und

Hermann, 1965)

Aktivierungsenergien
Objekt Strahlenart (kcal/lol) Autor
E1 E2 E5
B.Megaterium Rdntgen ¢ ca.i - (Webb, Ehret and
Powers 1958)
T1-Phagen 2lleV Protonen 0 1 o= (Hermann 1965)
$X-174-Fhagen! 2lieV Protonen 0 1 L (diese Arbeit)
Ribonuklease%dlektronen 0 1,1 - (Henriksen 1965)
" " 0 1,06 6,1 i (Fluke 1965)

" 2 MeV p, 4 0 1 - (V. Ginther 1965)
Lysozym | Elektronen 0 1,2 6,6 i (Henriksen 1965)
" = " o i 0,6 2,541 (Fluke 1965)

" | %He Tonen o ! 1 5,0 | (Henriksen 1965)

" %120 Ionen 0 1 4,0 1 ( ; ")
Trypsin ?Elektronen 0 1,45 - ( " ")

" %4He Ionen 0 1,05 - ( " weo)

n %D Ionen o i 1,35 4,7 | (Brustad 1964)

" §4He Ionen 0 1,35 5,2 1 ( " ")

" %120 Ionen 0 1,0 2.9 | (Henriksen 1965)

" 5120 Ionen 0 1,15 4,2 | (Brustad 1964)

T - 2%%e Tonen o i 1,05 3,8 ( no

" §4OA Tonen 0 1,3 - (Henriksen 1965)

n 1 404 Tonen 0 i 1,3 3,7 | (Brustad 1964)
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die ionisierende Strahlung kleine diffusible Radikale (H®) gebildet
werden, die bei zunehmender Temperatur mit steigender ‘/ahrscheinlich-

keit schidliche Sekundirreaktionen verursachen.

Neben diesen qualitativen ubereinstimmungen zeigt ein Vergleich
der Temperatureffekte von T1 und 5X-174 (gemessen mit 2 eV Protonen)
auch guantitative Ubereinstimmungen. So betridgt der temperaturabhin-
gige anteil bei T1 ~ 35 w vom Gesamtwirkungsquerschnitt (gemessen
bei 300° K), bei 3X-174 betrigt die temperaturabhingige Komponente
34 . Dies gilt sowohl flir cystaminbehandelte Phagen als auch fir die
Phagen ohne Schutzstoff. auch die Schutzfaktoren, berechnet aus den
D57 der Dosiseffektkurven, stimmen mit ~ 1,6 fiir T1 und %X iiberein.
Offenbar hat die Tatsache, ob einstrdngig oder doppelstridngig, bei
Bestrahlung trockener Proben keinen £influB auf die GréBe des Tempera-
tureffekts. Bestrahlt man dagegen in wdssriger Suspension bzw. Eis,
so ist der Temperatureffekt flir T1 um einen Faktor von 2,2 griBer als
fir 3X-174 (Hotz 1965). Es sind also fur T1 offenbar zwei verschiedene
temperaturabhingige Inaktivierungsmechanismen mdglich. Im Trockenen
ist es der gleiche, der ebenfalls den 3X-174 inaktiviert, wihrend in
wissriger LOsung zusidtzlich noch ein anderer hinzutritt, bei dem die
Doppelstrangnatur die dominierende Rolle spielt. Dieser zweite liecha-
nismus kdnnte z+.B. darin bestehen, das die durch Ionisation eines
Komplementidrstranges erzeugten H-Radikale, durch die fliissige Phacse
beginstigt, zum sdachbarstrang diffundieren und mit diesem in Sekundir-
reaktion treten (Hotz 1965). Im Trocienen sind derartige Vorginge an-
scheinend behindert, so dab dann die temperaturabhingigen Reaktionen
fir T1 und %X-174 nach einem flr beide gemeinsamen mechanismus, also
vorwiegend an einem Strang ablaufen. Die Inaktivierung eines Zwei=-
strangphagen durch Ldsion nur eines Stranges ist durchaus mdglich,
wenn man die Hypothese des "kritischen Treffbereichs" von Ginoza und
hiller akzeptiert. die aber ist dieser Inaktivierungsmechanismus durch
Schiadigung nur eines Stranges zu denken? Im Kapitel iiber den Tempe-
ratureffekt wurde schon kurz erwdhnt, daffi die Nukleinsdurebasen be-
strahlter Nukleoside durch den ZJuckeranteil stark sensibilisiert
werden, d.h. ihre Radikalausbeute wird - wahrscheinlich durch Anla-
gerung von .asserstoffatomen, die vom Zucker stammen - stark erhoht.
Interessanterweise ist diese Sensibilisierung der Base durch H-Radika-
le vom Zucker bei tiefer Temperatur (1000 K) um einen Faktor 2 fiir
Cytidin und Adenosin, und einen Faktor von 10 fir Thymidin kleiner

als bei Zimmertemperatur (hitller 1964). enn diese Verhidltnisse auch
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fir ganze Nukleinsdure gelten sollten, so kann der Temperatureffekt

fir beide Phagen im Trockenen mit diesem Mechanismus erkldrt werden.

4.8 Vergleich der Cystaminschutzeffekte von $X-174 und T1

Aus den 37 j-Dosen der Tabelle 7 berechnen sich die Schutzfaktoren
von T1 und 3X-174, die durch Cystaminzugabe erreicht werden kdnnen,
fir T1 zu 2 und fir $X-174 zu 1,3; gemessen mit 2 keV Protonen. Dies
gilt sowohl bei Zimmertemperatur als auch bei tiefer Temperatur
(~ 110° K). Damit ist der Cystaminschutz gegen die Inaktivierung des
Zweistrangphagen T1 signifikant groBer als die Cystaminwirkung gegen
die Inaktivierung des Einstrangphagen 2X-174. Dementsprechend wird
der Inaktivierungsquerschnitt von T1 durch Cystamin um ~ 50 %, der
von 3X-174 um nur ~ 22 % herabgesetzt. Abbs 17 zeigt die grofere
Schutzstoffabhingigkeit der T1~Werte in graphischer Darstellung. Da
in der Literatur bisher keine Erklérung fiir diesen Befund vorliegt,
soll ein rein spekulativer Deutungsversuch der Ergebnisse angefiihrt

werden.

Nach der H-Donatorhypothese entsteht der schutzstoffabhiangige
Strahlenschaden nach einem iwechanismus, der in Gleichung (28) dar-
gestellt ist. Das Radikal R" wird dann durch den Schutzstoff resti-
tuiert. Die Bildung des Radikals R® sollte sowohl fiir T1 als auch
fir $X-174 pro Volumeneinheit gleich hdufig sein. Man kann sich aller-
dings vorstellen, dal bei $X-174 im AnschluB an die Radikalbildung
eine Sekundarreaktion ablduft, die in einem Bruch der einstrdngigen
DNS-Kette bestehen konnte und darum nicht mehr cystaminreparabel ist.
Der Kettenbruch sollte wegen der groBeren Instabilitdt der schon 1li-

dierten Linstrang-Kette besonders heglinstigt sein.

4,9, Vergleich mit Ergebnissen anderer Autoren

In Tabelle 9 sind die 37 p-.erte fir die Inaktivierung von &X-174,
gemessen mit 2 keV Protonen, zusammen mit den srgebnissen anderer au-
toren aufgefiihrt.

Bei Zimmertemperatur (300° X) ist die mit 2 MeV Protonen gemessene

37 %-Dosis um einen Faktor von 2 grofler als die mit Co6o-y-Strahlen
und Rontgenstrahlen gemessenen Werte. Bei tiefer Temperatur von 80° K
dagegen unterscheiden sich die D37-Werte nicht sehr, besonders wenn
man beriicksichtigt, daB der flir Protonen angegebene VWert fiir 80O K

nicht experimentell bestimmt, sondern nur ungenau nach Gleichung (21)
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Tabelle 9t Vergleich der 37 %-~Dosen verschiedener Autoren fir

die Inaktivierung trockener 3X-174-Bakteriophagen.,

Strahlenart Temperatur D37 Autor
Rontgenstr. Zimmertemperatur 390 kR Ginoza 1963
Gammastr, " 400 krad eigene liessung

" L 440 kR Hotz 1965
2 lieV p " 880 krad eigene Messung
Schwere Ionen¥* " ~800 krad Schambra und
Hutchinson 1964
Gammastr. 80° K 1070 kR Hotz 1965
2 MeV p 80° ¥ 1390 kradg eigene liessung

* Aus den von Schambra und Hutchinson bestimmten Verten wurde die
angegebene Zahl durch Interpolation bei einem LET von 1,7-108 eV

cmz/g erhalten.
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extrapoliert wurde, da aus technischen Griinden nur bis zu einer Tempe-
ratur von 110° X gemessen werden konnte. Die Diskrepanz der Werte

bei Zimmertemperatur ist durch den unterschiedlichen LET-Wert der ver-
wendeten Strahlungen verursacht. So konnten Schambra und Hutchinson
(1964) fiir $X-174 zeigen, daB die D,., im Bereich zwischen 107 und 10°
eV-cng"1 linear ansteigt. Fiir den ggT—Wert der 2 MeV Protonen wvon
1,7-108 eV-cmz-gm1 berechnet sich unter Zugrundelegung der Schambra'schen
Verte eine D37 von ~ 800 krad, was innerhalb der Fehlergrenzen mit un-

serer Messung libereinstimmt.

5. Zusammenfassung

1« Mit 2 MeV Protonen wurde die Temperaturabhdngigkeit des Inak-
tivierungsquerschnitts von trockenen $X-174-Bakteriophagen mit und
ohne Schutzstoffzugabe im Bereich zwischen 110 und 300O X gemessen.
Zwischen Inaktivierungsquerschnitt ¢ und Temperatur T wurde ein Zu-
sammenhang gefunden, der im Rahmen der MeBgenauigkeit zun#dchst line-~

ar erscheint, auf Grund genauerer Analyse jedoch durch die Gleichung

o =1,9[1+ 3,0 exp (-1 keal/RT)] « 10712 cn?
darzustellen ist. Der Wert von 0 wird durch Cystaminzugabe um einen
Faktor von 0,79 verkleinert, der Temperatureffekt aber durch den
Schutzstoff nicht beeinfluBt. Damit fanden wir in Ubereinstimmung mit
hessungen an Bakteriensporen, verschiedenen Enzymen und dem T1-Bakte-
riophagen auch fiir $X-174 eine temperaturabhingige und eine tempera-
turunabhingige Komponente des Inaktivierungsquerschnitts mit einer
Aktivierungsenergie von ~ 1 kcal/hol. it groBer Wahrscheinlichkeit
hat damit die Nukleotidkettenanzahl keinen EinfluB auf den Temperatur-
effekt.

2. Es wurde weiterhin der Schutzeffekt des Strahlenschutzstoffes
Cystamin auf die Inaktivierung von $X-174 untersucht, der sich mit
P = 1,3 als signifikant kleiner erwies als der des zum Vergleich her-
angezogenen Zweistrangphagen T1 (p = 2). Zur Erklsirung des Wirkungs-
mechanismus wurde eine Hypothese (Pryor 1964) herangezogen, die die

Schutzwirkung von Disulfiden durch Thiodtherbildung erklidrt.

3, Die Strahlenempfindlichkeit trockener $X-174 fanden wir 418 mal
(bei Zimmertemperatur) bzws 35 mal (bei 110° K und Cystaminzugabe)

grofBer als die des Zweistrangphagen T1. Dies fiihrten wir darauf zuriick,
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daB bei $X-174 die genetische Information nur in einfacher Ausfiih-
rung vorliegt und daher biologische Reparationsmechanismen er-
schwert werden, was in einer . irkungswahrscheinlichkeit einer Pri-

mirionisation von nahezu 1 zum Ausdruck kommdb.
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Abb. 1: Dichteverteilung von $X-174 und 3X-174 m (nach 2C-stilndiger
Zentrifugation im CsCl Dichtegradienten bei 134 000 g).
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Abb., 2: Inaktivierung von ¢X-174 und ¢X-174 m durch 2 heV

Protonen.
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Abb. 3: Inaktivierung von %X-174 und $X-174 m durch Gammastrahlen.
Gestrichelte Kurve nach Hotz (1965).
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Abb. 4t UV-Inaktivierung von 2X-174 und ¢X-174 m.
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Abb. 'g‘.’

Yersuchsanordnung
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4bb. 6¢ TFolienhalter mit StrahlverschluB

(s) strahlachse (F)
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Abb. T:

Bestrahlungskammer

(s) Strahlachse
(K) Kiihlfalle
(R) Abdeckplatte
(P) Froben

(B)
(B)
(D)
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(F)
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KihlmitteleinlaB
Probenhalter
fheruoelement

absaugstutzen
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Abb. 8: Probenhalter
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Abb. 9: Inaktivierung von 2X-174-Bakteriophagen durch 2 l.eV

Protonen bei verschiedenen Temperaturen.
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aAbb. 10: Inaktivierung von 3X-174-Bakteriophagen bel Zimmer-
temperatur bei verschiedenen Schutzstoffkonzentra-

tionen.,
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Abb. 11: Inaktivierung von $X-174-Bakteriophagen durch 2 keV
Protonen unter Zusatz von Cystamin bei verschiedenen

Temperaturen.
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Abb. 12: Verlauf des Inaktivierungsquerschnittes fir 8X-174-
Bakteriophagen mit der Temperstur, gemessen mit 2 eV

Protonen mit und ohne ochutzstoffzusatz.



N.008 062 002 0Gl 0l

U9, 0




Abb. 13: Inaktivierung von T1-Bzkteriophagen durch 2 eV

Protonen mit und ohne Zugabe von kolloidalem Schuefel.
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Abb. 14: Inaktivierung in Nahrbouillon (1 p) suspendierter T1-
Bakteriophagen durch 2 eV Frotonen ohne und mit Zusatsz

von kolloidalem Schwefel.



X 00

00¢

~<— §/80(

00¢ 00l

1/ woje-8 107 “azé "I]o
AN/l ‘Lie

0l



Abb. 15: Inaktivierung in didhrbouillon (4 ,») suspendierter T1-
Bakteriophagen durch 2 eV FProtonen ohne und mit Zusatz

ven kolloidalem Schuefel.
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Abb.,

16:

Verlauf des Inaktivierungsquerschnittes von 3X-174-
Bakteriophagen ohne (I) bzw. mit Cystaminzugabe (II)
in Abhangigkeit von der Temperstur, gemessen mit 2 neV
Protonen. Auftragung in Form eines sog. Arrheniusplots
(I u. II) und Abtrennung einer Arrheniusgeraden durch

Subtraktion eines konstanten anteils (Ia u. IIa).






Abb. 17: winfluB von Cystaminzugabe auf den Verlauf der Inakri-
vierungsquerschnitte vor T1- und 3X-174-Bakteriophagen

mit der Temperatur. T1-!/erte nach Hermann (1965)3
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