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I. Finleitung

Die Wechselwirkung hochenergetischer Wellen- und Teilchen-
strahlung mit Materie ist Gegenstand zahlreicher Untersu-
chungen mit dem Ziel, Einblick in die dabel ablaufenden
Vorgange zu gewinnen. DaB es sich bei der durch die Wechsel-
wirkung bedingten Absorption dieser Strahlen um verschie-
dene Energielbertragungsprozesse handelt, ist bekannt. Fir
anorganische Materie sind die stattfindenden Elementarakte
bei der Absorption sowie sich eventuell anschlielende Fol-
gereaktionen mit genligender Sicherheit aufgeklart worden.

Anders verhalt es sich mit der organischen lMaterie. Die
bei Bestrahlung biologischer Objekte auftretenden Erschei-
nungen sind von auBerordentlicher Vielfalt. Dies hat ver—
schiedene Ursachen, denn sowohl die mit dem Lebensablauf
verbundenen Zustandsanderungen als auch die Lebensdulle-
rungen sind von grofler Mannigfaltigkeit. Die Strahlenwir-
kung hangt ab von dem Zustand, in dem das Objekt bestrahlt
wird, und kann sich in dessen Lebensaullerungen in ver-
schiedenster Weise bemerkbar machen. Weiter variieren die
Wirkungen mit den der Bestrahlung ausgesetzten Objekten.
Wenn auch die prim8ren Absorptionsvorginge im wesentlichen
in allen Objekten die gleichen sind -und mit denen in an-
organischer Materie wesensmidfBig Ubereinstimmen, die Aus-
wirkung des primaren Schadens hdngt doch ganz wesentlich
von der individuellen Organisation des Objektes ab. So
sind naturgemdB die Auswirkungsmdglichkeiten bei einem
Einzeller oder bei Mikroorganismen wesentlich beschrink-
ter als beil einem vielzelligen Lebewesen.

Unter den zahlreichen organischen Objekten, an denen der
EinfluBl energiereicher Strahlung untersucht wird, nechmen
die Nucleins8uren eine wichtige Stelle ein. Als Triger der
genetischen Information kdnnen die durch Strahlenreaktionen
induzierten Veranderungen in ihrem molekularen Aufbau zu
entscheidenden Fehlern beim Ablesen des genetischen Code's

fihren.



~und Tonisationen etc. umsetzen.

Es ist inzwischen seit vielen Jahren bekannt, daB in der
Desoxyribonucleinssure (DNS) schwerwiegende Anderungen
eintreten, sobald sie ionisierenden Strahlen ausgesetzt
wird (W.R. Guild, 1963, R. Latarjet, B. Ekert and P.
Demerseman, 1963, D. Freifelder, 1965). Aus diesem Grund
sind bisher zahlreiche Versuche mit ionisierender Strah-
lung an dieser biologisch wichtigen Steuersubstanz ange-
stellt worden, um Ngheres iiber den oder die Prozesse zu
erfahren, welche zu Anderungen am DNS-Molekiil fiihren
(Freifelder, 1966, Szybalski, 1966, Hotz und Miller, 1962).

Der zeitliche Ablauf der Strahlenschadigung stellt eine
Aufeinanderfolge mehrerer Phasen mit jeweils charakteristi-
schen Vorgingen dar (Platzman, 1958, 1962, Hart und Platzman,
1061):

1. Physikalische Phase (~ 10”12 sec)

2. Physiko-chemische Phase (~ 10~ 10 sec)
%, Chemische Phase (~ 10~
4, Biologische Phase (bis zu mehreren Jahren)

sec)

Relativ genau ist man Uber die Vorgidnge in der physika-
lischen Phase unterrichtet. Die Absorption der Strahlen~
energie erfolgt bei Partikelstrahlung im wesentlichen
durch inelastische Zusammenstofe mit den Hullenelektronen
der bestrahlten Materie. Dies fihrt primdr hauptsichlich
zu Ionisationen und Anregungen (Lea, 1946), aber auch
Auger-Effekt, elastische Kernstofe, simultane Mehrfachan-
regungen und -ionisationen sowie Ladungsaustausch sind

an der prim8ren Energielibertragung beteiligt. Bei energie-
reicher Wellenstrahlung werden zundchst durch Absorption
der Quanten Elektronen freigesetzt (Photoeffekt, Compton-
ProzeB, Paarerzeugung), die dann auf gleiche Weise wie bei
der Partikelstrahlung ihre Energie in weitere Anregungen

Die nach der physikalischen Phase einsetzenden Reaktionen
(Phase 2 bis 4) sind wegen ihrer Vielzahl und gegenseiti-
gen Wechselwirkungen sehr schwer zu erfassen. Daher liegen
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bisher auch nur wenig befriedigende Ergebnisse vor. Es
erschien daher interessant, die StrahienWirkung auf die
Nucleinsgdure an Bakteriophagen, die als einfachste biolo-
gische Elementareinheiten von allen Organismen den groéBten
gewichtsm8Rigen Anteil der DNS enthalten, zu untersuchen.
Weitere Griinde, die Phagen als geeignetes Untersuchungs-
objekt erscheinen zu lassen, sind

a) Einfaches Arbeiten mit hohen Individuenzahlen und
danit gute statistische Sicherung der Ergebenisse

b) Kurze Generationszeit von etwa 20 min. (Weidel, 1964)

¢) Erhebliche Resistenz gegen Anderung der Umweltsbe-
dingungen (z.B. tiefe Temperatur; Hochvakuum)

Fur die hier aufgefihrten Untersuchungen wurde der Phage
T1 verwendet, der zu 45 % aus DNS besteht (Hotz, 1965).
Diese DNS, die in Form eines sog. Doppelstranges vorliegt,
wird von einer ca. 120 2 dicken Proteinhiille umgeben, die
dem Phagen seine charakteristische Gestalt verleiht. Als
Kriterium fir die Strahlenempfindlichkeit des Phagen
diente bei unseren Versuchen der Verlust der Vermehrungs-
fahigkeit in seinem Wirt, E.coli B. Man bezeichnet diesen
- Vorgang auch als Insktivierung des Phagen. Sie wird mit
grofer Wahrscheinlichkeit auf einen Schaden an der DNS
zurlickgefihrt (Hotz und Zimmer, 196%). Die Inaktivierung
ist eine der strahlenempfindlichsten Reaktionen, die sich
Uberdies noch mit relativ einfachen Mitteln nachweisen

158%.

Tragt man nun den Prozentsatz der Uberlebenden nach Be-
strahlung mit lonisierenden Strahlen der Dosis D im halb-
logarithmischen Raster auf, so ergibt sich bis auf wenige
hier nicht berucksichtigte Ausnahmen, eine Gerade. Dieser
Befund kenn mit der Treffertheorie (Zimmer, 1960) ausge-
wertet werden. Diese geht davon aus, daB die Absorption
der Strahlung ein gequantelter Prozel ist, dessen mathe-
matische Beschreibung der Poissonstatistik geniigb. Die
nach Bestrahlung des T1-Phagen erhaltene Gerade wird nach



dieser Theorie als Ein-Treffer-Vorgang gedeutet. Als Tref-
fer wird dabei die Absorption von Strahlenenergie bezeich-
net, die z.B. zu angeregten oder ionisierten Zustdnden im
Untersuchungsobjekt fihrt. Im speziellen Fall des T1-Pha-
gen genligt ein Treffer, um ihn zu insktivieren. Man kann
daher schreiben:

N/NO = exp (- SD) (1)
N, = Zahl der Phagen vor Bestrahlung (Titer)
N = n 1 1 nach 1"
D = Dosis
S =

’l/D57 MaBR fir die Strahlenempfindlichkeit

Diese Abhingigkeit ist von vielen Forschern (Watson,
1950, 1952, Adams und Pollard, 1951, Hermann, 1966,
Bachofer, Ehret, Mayer und Powers, 1953) bei Verwendung
unterschiedlichster Strahlungen (X, Y, € , pos. Ionen)
bestatigt worden.

Die GroBe 8 ist keine fur den Phagen charakteristische
Konstante, sondern hingt in ziemlich groBe¢m Umfang von
vielen Faktoren ab. In unterschiedlichem MaBe geht dabei
ein, ob der Phage in Suspension oder im Trockenen bestrahlt
wird, die An- oder Abwesenheit strahlensensibilisierender
Stoffe, die Bestrahlungstemperatur, die Art der Strahlung,
um nur einige zu nennen. Die Stdrke des Einflusses dieser
Parameter auf die Strahlenempfindlichkeit kommt in der
oben erwdhnten Darstellung in der unterschiedlichen Stei-
gung der erhaltenen Geraden zum Ausdruck (Abb. 2 - 14).

Trotz der vielen strahlenbiologischen Untersuchungen an
Phagen und anderen biologischen Elementareinheiten ist

es bisher noch nicht gelungen, die Kette vom physika-
lischen Absorptionsereignis zum biologisch manifesten
Schaden in einem einzigen Fall wirklich vollstédndig aufzu-~
klaren. Eine der Hauptursachen diirfte darin zu suchen sein,
dafl ein groBer Teil der bisherigen Experimente bei zu sehr
voneinander abweichenden Versuchsbedingungen durchgefihrt
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wurde, wodurch sich die gewonnenen Irgebnisse nur mit Vor-
sicht vergleichen und zu einem Genzen zusammenfﬁgen las-
sen. Aber auch experimentelle Grinde tragen dazu bei, dal
iiber die physiko-chemischen und chemischen Vorginge wiahrend
der Bestrahlung wenig Informationen vorliegen. Die Schwie-
rigkeit liegt darin, daB strahlenchemische Untersuchungen
an Mikroorganismen nur in sehr beschri&nktem Rahmen ausge-
flihrt werden kdnnen, ohne mdglicherweise zusatzliche Ver-
anderungen an den durch den Lebenslauf bedingten sowie
durch Bestrahlung zusatzlich induzierten Reaktionen zu
verursachen.

Daher gewinnen fir das Studium dieser Vorginge solche
Untersuchungsmethoden an Interesse, die nicht unmittelbar
in ihren Verlauf eingreifen koOnnen. Eine dieser Methoden
stellt z.B. die ESR dar, die es gestattet, durch Bestrah-
lung entstandene freie Radikale auf Grund ihrer paramagne-
tischen Eigenschaften zu identifizieren. Allerdings ist es
in den meisten Fdllen nichbt mOglich, Angeben liber die Natur
der primdr entstandenen Radikale zu machken, da sie einmal
auf Grund ihrer Reaktionsfihigkeit sehr schnell verschwin-
den (z.B. H-Radikale) - sich damit der Beobachtung mittels
ESR entziehen - und zum anderen bei tiefen Temperaturen,
bel denen sie zwar in Traps festgelhalten, aber auf Grund
ihrer Vielgestaltigkeit hdufig nicht aus den dadurch kom-
pliziert zusammengesetzten ESR-Spektren identifiziert
werden kdnnen (Patten & Gordy, 1961b). Um nun der Gefahr
zu begegnen, daBl Hypothesen lber die nach Absorption der
Strahlenenergie ablaufenden Reaktionen mit nur einer oder
wenigen Methoden gebildet werden, ist es wilinschenswert,
quantitative strahlenbiologische Ergebnisse auf der Basis
einer groflen Zahl verschiedener Untersuchungsmethoden

zZu gewinneno'

Eine bisher wenig beachtete Miglichkeit, Informationen
Uber diese Reaktionen (in vivo) zu gewinnen, ohne dabeil
die Reaktionspartner direkt durch chemische oder physiko-
chemische Untersuchungen bestimmen zu missen, besteht



darin, den EinfluB der Temperatur auf die Strahlenempfind-
lichkeit n&her zu studieren. Die Wichtigkeit einer solchen
Untersuchung findet im wesentlichen ihre Begrindung in der
Feststellung, daB die Wirkung ionisierender Strahlen auf
verschiedene biologische Objekte (z.B. Enzyme, DNS, Phagen,
Sporen) in mehr oder minder groBem Umfang von der Bestrah-
lungstemperatur beeinfluBt werden kann (Bachofer, Ehret,
Mayer and Powers, 1953, Adams and Pollard, 1951, Houtermans,
1956, Webb, Ehret, Powers, 1958, Fluke, 1966, Hotz und
Miller, 1968).

Obwohl eine groBe Anzahl von moglicherweise an der Strah-
lenschidigung beteiligten temperaturabhingigen Vorgangen
sowohl physikalischer als auch chemischer Natur bekannt
ist (chemische Reaktionen, Radikalreaktionen, Diffusion,
Energielibertragung u.a.), sind bisher wenige Experimente
dahingehend ausgefiuhrt worden, durch Analyse der Tempe-
raturabhéngigkeit die Teilnahme dieser Vorginge zu disku-
tieren. Umfangreichere Messungén iber einen groBeren Tem-
peraturbereich (10 °K - 350 °K) liegen bisher an Enzymen
(Brustad, 1964, Fluke, 1966, Glinther und Jung, 1967) und
in einem Fall an Sporen (Webb, Ehret and Powers, 1958)
vor. Die Autoren finden iibereinstimmend, daB bei Tempera-
turen oberhalb von 100 °K die Strahlenempfindlichkeit mit
steigender Temperatur zunimmt, wihrend sie unter etwa

100 °K einen konstanten und damit temperaturunabhingigen
Wert besitzt. An Bakteriophagen liegen bisher ausfihrlichere
Messungen nur im Temperaturintervall von 120 °k - 290 °x
vor (Hermann, 1966, Giinther und Hermann, 1967). Eine Aus-
kunft dariiber, ob auch an Phagen das gleiche Verhalten bei
tiefen Temperaturen wie an Enzymen und Sporen beobachtet
werden kann, konnte von diesen Autoren auf experimentellem
Wege nicht gegeben werden. Auf Grund einer Extrapolation
ihrer lMeBdaten postulierten sie die Existenz dieses tempe-
raturunabhingigen Anteils auch fir T1- und @X 174-Phagen.
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Die experimentelle Erfassung des Tiefsttemperaturbereiches
ist daher von grofer theoretischer Bedeutung fur die Aus-
wertung der MeBergebnisse. Zundchst kann damit geprift wer-
den, ob an Phagen ein ahnliches Verhalten bei tiefen Tempe-
raturen wie an anderen biologischen Elementareinheiten auf-
tritt, wobei im Falle der Bestatigung damit die Mdglichkeit
diskutiert werden kann, die Temperaturunabhingigkeit der
Strahlenempfindlichkeit in dem Bereich unter etwa 100 °xg
als ein Charakteristikum fiur biologische Substanzen aufzu-
fassen. Weiterhin konnten Hermanr . (1966) und Glinther und
Hermann (1967) zeigen, daB die Strahlenempfindlichkeit als
Funktion der Temperatur durch Uberlagerung eines tempera-—
turunabhangigen Anteils beschrieben werden kann. Die Ge-
nauigkeit, mit der nach Separierung dieser Komponenten der
temperaturabhingige Anteil bestimmt werden kann, hingt
davon ab, innerhaldb welcher (mdglichst geringen) Fehler-
grenzen der sich Uberlagernde Anteil bei tiefen Tempera-
turen definiert ist.

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde daher das Tempe-
raturintervall bis zur Temperatur des siedenden Heliums
(&,2 OK) ausgedehnt. Um eine moglichst quantitative Be-
schreibung der Temperaturabhingigkeit zu ermdglichen,
wurde die hochste Bestrahlungstemperatur fur Phagen so
hoch gewahlt, daR der durch rein thermische Inaktivierung
bedingte Fehler noch nicht ins Gewicht fallt.

Die ausfihrlicheren an biologischen Elementareinheiten
durchgefihrten Untersuchungen lber den EinfluB der Tem-
peratur auf die Strahlenempfindlichkeit wurden in allen
Fallen bei Abwesenheit von Wasser vorgenommen. Lediglich
bei T1-Phagen liegen einige MeBpunkte von Adams und Pollard.
(1951) bei etwa 300 °K und von Hotz (1965) bei 300 °K und

77 °K vor. Da biologische Substanzen zu einem hohen Pro-
zentsatz aus Wasser bestehen, die bisherigen Untersuchungen
Uber den TemperatureinfluB auf die Strahlenempfindlickkeit
jedoch diese Tatsache wenig beachten, soll diese ILiicke durch
eine Serie von Messungen unter Anwesenheit von Wasser wih-



rend der Bestrahlung geschlossen werden. Derartige Experi-
mente erfordern allerdings eine Strahlung mit ausreichender
Durchdringungsfghigkeit, so dafl in unserem Fall mit 0060»

Y-Strahlen sowie schnellen Elektronen gearbeitet wurde.

Um den Aussagewert der erhaltenen Informationen weiter zu
steigern, sollen neben der Temperatur und dem Wassergehalt
weitere Parameter - in unserem Fall Sensibilisierung durch
Bromuracileinbau anstelle von Thymin in die DNS und/oder
Desensibilisierung durch Zufligen des Schutzstoffes Cyst-
amin- untersucht werden. Es wird erhofft, dadurch die Zahl
der moglichen Modelle, die zur Kldrung des Mechanismus der
Strahlenschadigung herangezogen werden kdnnen, auf ein Min-
destmal zu reduzieren. Besonderss Interesse erhalten auch
Untersuchungen im Tiefsttemperaturbereich an BU-substitu-
ierten Phagen bel Anwesenheit des Schutzstoffes Cystamin.
Aus der Arbeit von Hermann, 1966, kann geschlossen werden,
daB bei Anwesenheit von Cystamin mit abnehmender Temperatur
die allgemein nach BU-Einbau resultierende Empfindlichkeits-
steigerung (Stahl et al., 1961) fast vollsténdig aufgehoben
werden mufte. Durch die Untersuchung dieses Effektes kOnnen
wir uns wertvolle Hinweise ilUber die primiren Reaktionen nach
der Strahlenabsorption erhoffen. Durch zusatzliche Anwesen-
heit von Wasser in diesen Systemen kann dann das wichtige
Problenm untefsucht werden, in welcher Weise und in welchem
Ausmall das Wasser bei Bestrahlung biologischer Objekte an
der Schadigung der Substanzen beteiligt ist.

'IIO Experimenteller Teil

1. Probenherstellung

Der fir die Untersuchungen benutzte Coliphage T1 und sein
Wirt E.coli B wurden uns 1958 vom Institut fir Genetik der
Universitat Koln zur Verfiigung gestellt. Nach einer von
Adams (1950) angegebenen Methode wurden daraus die Stamm-—
suspensionen hergestellt, die, konserviert durch einige
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Tropfen Chloroform, bei einigen Graden liber dem Gefrier-
punkt aufbewahrt wurden. Der Titer dieser Suspensionen
betrug ca. 108 Phagen/ml.

Zur Steigerung der Empfindlichkeit war bei einem Telil der
Phagensuspensionen 5-Bromdesoxyuridin anstelle des normaler-
weise enthaltenen Thymin in die Phagen-DNS eingebaut wor-
den (nach Stahl et al., 1961). Aus Dichteuntersuchungen
entnimmt man, daB bei den BUDR-Phagen bis zu 65 % Thymin
durch Bromdesoxyuridin ersetzt sind.

Um an schon vorliegende Messungen (Hotz, 1965, Hermann,
1966) anzuschlieBen, wurden zur Bestrahlung jeweils 0,2 ml
der jeweiligen Suspension 1:10 in 4 %iger Difco-NB ver-
diinnt. Bei Versuchen mit dem Schubtzstoff Cystamin (Her-
steller: Calbiochem, Los Angeles) wurde die bendtigte Menge
in der 4 %igen Néhrbouillon geldst, bevor die Phagen hinzu-
gegeben wurden. Als Cystaminkonzentration wurde 0,1 Mol/1
gewdhlt, da bei dieser Konzentration von Hotz (1965) mexi-
maler Schutzeffekt bei T1-Phagen becbachtet wurde. Alle Sus-
pensionen wurden mit n-NaOH auf pH 7,0 eingestellt. Als
BestrahlungsgefdRe dienten Glasampullen, in die 0,2 ml der
zu bestrahlenden Phagensuspension pipettiert wurden. Da im
suspendierten Zustand das Durchleiten von Luft und Sauer-
stoff in offenen Ampullen, sowie Anwesenheit dieser Gase

in abgeschmolzenen Ampullen keinen IEinfluBl auf das Ergeb-
nis hatte, wurden alle Bestrahiungen in offenen Ampullen
unter Iumftatmosphire ausgefiihrt. Bei den Bestrahlungen im
Trockenen wurden die Suspensionen eingefroren und anschlies-
send aus der festen Phase beil 40—2 Torr ca. BOh lang ge-
trocknet (Gefriertrocknung). Ein Aktivit8tsverlust durch
das Trocknen und die anschlieBende Resuspension konnte in
keinem Fall beobachtet werden. Die so hergestellten Pro-
ben wurden auf die gewunschte Bestrahlungstemperatur ge-
bracht und bestrahlt. Dabei wurden die trockenen Proben

ca. 120 min. vor der Bestrahlung beli der entsprechenden
Temperatur aufbewahrt.
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2. Bestrahlungsanordnung

Bei allen Temperaturen mit Ausnahme von 4,2 °K wurden die
Bestrahlungen an einer 6OCo-Gamma-Quelle (Gammacell 220;
Atomic Energy of Canada Ltd.) ausgefiihrt. In dem zylin-
drischen Bestrahlungsraum der Quelle besteht eine nahezu
homogene Dosisleistungsverteilung von etwa 1,8 Mrad/h.
Durch verschiedene Temperaturbider konnten die Proben bei
Jeweils konstanter Temperatur bestrahlt werden. Die Be-
strahlungen bei der tiefsten Temperatur (4,2 °K) konnten
an der Gammaquelle infolge technischer Schwierigkeiten
nicht vorgenommen werden. Fiir diesen Zweck wurde eine An-
ordnung aufgebaut, die in Abb. 1 schematisch dargestell?
ist. Als Strahlungsquelle diente ein 12 MeV-Linearbeschleu-
niger fir Elektronen, der im Impulsbetrieb arbeitete. In
etwa 1 m Abstand befand sich gegeniber dem Austrittsfen-
ster der schnellen Elektronen aus dem Beschleuniger eine

5 mm starke, 0lgekithlte Wolframplatte, die als Antikatode
die Erzeugung hochenergetischer Rontgenstrahlen gestattete.
Der Abstand von 1 m war notwendig, da der Elektronenstrahl
am Austrittsfenster nur einen Querschnitt von wenigen -
Millimetern besitzt, fir die Bestrahlung der Proben jedoch
ein Strahlquerschnitt von ca. 20 ém2 gefordert werden muBite.
Durch Streuung der Elektronen an der Luftsdule von 1 m konnte
diese Auffacherung des Strahles erreicht werden.

Die Umsetzung der Elektronenstrahlenergie in Ribtgzen-
strahlenenergie erfolgt bel hochenergetischen Elektronen
mit einem wesentlich hoheren Wirkungsgrad als bei den kon-
ventionellen Rontgenanlagen mit einer Spannung von etwa
200 kV. Der Wirkungsgrad 1#8t sich nach Kohlrausch (1955)
durch die Formel

NM=To - Z -V

. . -9 =1, B _
bestimmen. Mit Tlo = 1077 V' '3 2y qppon = 74 und V = 12 MeV
9 %. Auf Grund der hohen Elektronen-
energien f2llt das Maximum der erzeugten Rontgenstrahlen

ergibt sich fiir 0

fi
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in die Ausbreitungsrichtung der Elektronen (relativistische
Voreilung).

Der LET-Wert der ROntgenstrahlung weicht in diesem Energie~
bereich maximal um 20 % von dem der-6OCo—Gamma-Strahlung
ab. Da flir Phagen in diesem LET-Bereich (~ 0,2 keV/u)

keine LET-Abhangigkeit bei der Inaktivierungsrate beobach-
tet wurde (Brustad, 1961, Schambra u. Hutchinson, 1964),
ist dieser geringfigige Unterschied belanglos.

Die zu bestrahlenden Proben befinden sich konzentrisch
angeordnet am Boden eines mit fliissigem Helium gefillten
DewargefafBles, welches von einem weiteren Dewargefafi, in
dem sich flussiger Stickstoff als Warmeschutzmantel befin-
det, umgeben ist. Der innere Dewar mit den Proben wurde
von dem Uberhebern des Heliums auf 77-OK vorgekihlt und
evakuiert. Am oberen Ende des Heliumdewars konnte ein
Blindflansch angesetzt werden, an dem sich ein Uberdruck-
ventil befand, welches das Einkondensiéren von Iuft in
den Heliumraum verhinderte und das Entweichen des ver-
dampften Heliums ermdglichte. Die als O-Ring-Dichtungen
konstruierten Durchfihrungen fiir den Heliumheber und die
Leitungen zum Widerstandsthermometer waren ebenfalls an
diesem Flansch angebracht.

Die AuBenwdnde der DewargefilBe wurden graphitiert und
leitend mit der Versilberung der Innenfldchen auf Masse-
potential verbunden, um die sonst beobachteten statischen
Aufladungen zu vermeiden, die gelegentlich zur Zerstorung
der DewargefdBe filhrten (Funkendurchschlige).

Am Ort der Proben konnte mit dieser Anordnung eine homo-
gene Dosisleistung von 6 Mrad/h erreicht werden. Der
Linearbeschleuniger lieferte dabei einen Elektronenstrahl
von 5 us Impulsdauer, 100 Hz Folgefrequenz und einer mitt-
leren Stromstadrke von 100 mA wghrend der Impulsdauer.
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3. Dosimetrie

60

++

Die Dosisleistung der Co-Gamma~-Quelle wurde mit dem
Fricke-Aktinometer (Fe

Anderung der optischen Dichte an geeichten Plexiglaspro-

- Fe¥™") und durch Messung der

ben (Perspex HX von Dr. Berry; Radiobiology Laboratory,
Churchill Hospital, Oxford) bestimmt. Die Ergebnisse
stimmten untereinander iberein.

Plexiglas- und biologische Dosimetrie waren die Grundlage
fir die Dosisbestimmung der mit dem Linearbeschleuniger
erzeugten Rontgenstrahlen. Fir die biologische Dosimetrie
dienten Dosiseffektkurven an T1-Phagen bei 273 °K und

77 OK, die statistisch recht gut gesichert sind, als Basis.
Mit der so bestimmten Dosisleistung wurden einige an der
Gamma-Quelle gefundene Dosis-Effekt-Beziehungen an T1-
Phagen am Linearbeschleuniger wiederholt. Es ergab sich
eine nahezu vollsté@ndige Ubereinstimmung. Weiterhin stimm-
ten auch Messungen mit einer Tonisationskammer an beiden
Strahlungsquellen im Rahmen der Fehlergrenzen Uberein.

4, Temperatureinstellung und -messung

Un die Abhiangigkeit der Inaktivierungsrate von der Tempe-
ratur zu bestimmen, muBte flir jede Bestrahlung ein mig-
lichst konstantes Temperaturbad zur Verfigung stehen. Im
einzelnen dienten dazu:

Temperatur Material

293-330 °K Wasser (+ Heizung)
27% °x Eis/Wasser (Tripelpunkt)
253 °g NaCl/Wasser (geeignete Konzentration)

70
g%% o%) KCl/Wasser (geeignete Konzentration)
195 °kx Trockeneis/Aceton

143 °g Isopentan (mit flﬁssig@m N, gekiihlt)
113 °x Isopentan (Tripelpunkt)

77 °K fliissiger Stickstoff (Siedepunkt)
20 °k Kihlung mit fliissigem Helium

4, 2%k fliissiges Helium (Siedepunkt)
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Im Bereich 77 °k - 330 OK erfolgte die Temperaturmessung

mit einem Nickel-Chrom/Konstantan-Thermoelement, das bei
verschiedenen Fixpunkten geeicht war.

Die beiden tiefsten Temperaturen 4,2 °K und 20 °K wurden
mit einem Allen & Bradley-Thermoresistor und einer Wider-
standsbricke kontrolliert. Die Eichung dieser Thermore-
sistoren erfolgte im 1. Physikalischen Institut der Univer-
sitdt Karlsruhe mittels eines Helium- und eines Wasserstoff-
danpfdruck~Thermometers.

Schwankungen der Temperatur wurden im wesentlichen durch
Instabilitdten der Temperaturbader verursacht. Der daraus
resultierende Fehler liegt bei = 2 - 5 °C. In diesem Feh~
ler ist der durch die Absorption der Strahlenenergie be-
dingte Temperaturanstieg von etwa 2,5 °C/Mrad (vei Zimmer-
temperatur) emthalten. Auch im Trockenen, wo ein groBer
Teil des Wiarmeaustauschers durch Strahlung erfolgt, sollte
die durch Absorption von Strahlenenergie bedingte Tempe-
raturerhohung zu keinem grdBeren Fehler fihren. Abkihlung
trockener Proben auf 77 °K wihrend 30 min. bzw. 48 Stunden
ergab Jjewelils die gleiche D57 nach Bestrahlung, d.h. die
~Proben sind spatestens nach 30 min. um 200 °¢ abgekihlt,
Ein Temperaturanstieg durch absorbierte Strahlung, selbst
wenn er auf Grund der mit abnehmender Temperatur sinkenden
spezifischen Wirme grifer als 2,5 °C/Mrad ist, wird also
bei einer Dosisleistung von 1,8 Mrad/h nicht ins Gewicht
fallen, AuBerdem miiBte sich mit steigender Dosis wegen der
damit verbundenen Temperaturerhchung die Neigung der Dosis-
Effekt-Kurven &ndern, was in keinem Fall beobachtet wurde.

5. Titration der Phagen

Um die Zahl der die Bestrahlung ilberlebenden Phagen zu
bestimmen, muB eine sog. Titration ausgefihrt werden. Dazu
werden die Phagen in 1 %iger Trypton-Nghrbouillon bis auf
eine Konzentration (Titer) von etwa 5 - 405 aktiven Phagen/
ml verdinnt (Adams, 1959). 0,1 ml dieser verdinnten Phagen-
suspension werden zusammen mit der gleichen Menge Wirts-
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bakterien (E.coli B) auf einem Indikatornihrboden (Bresch,
1952) plattiert. Die Bakterien bilden auf dem Nihrboden
einen Rasen, in dem nach ca. 8-stundiger Bebriitung bei

37 °C {iberall dort plaques (L¥cher) entstehen, wo ein nicht
inaktivierter Phage ein Bakterium zur Lyse gebracht hat.
Wie Ellis und Delbriick (1939) gezeigt haben, ist die Zahl
dieser plaques dem Titer an aktiven Phagen proportional.
Durch Bestimmung des Titers von unbestrahlten und bestrahl-
ten Phagen kann auf diese Welse der Prozentsatz der durch
die Bestrahlung niclt inaktivierten Phagen bestimmt werden.
Un statistisch gesicherte Ergebnisse zu erhalten, wurde
jede Probe zweimal plattiert. Auf diese Weise standen pro
Dosiseffektkurve Jjeweils 16 Platten (Ndhrboden) zur Verfi-
gung (fiir Messungen bei 4,2 °K = 12 Platten).

©. Fehlerabschatzung

Zahlreiche Parameter gehen bei der Bestimmung der Strah-
lenempfindlichkeit der T1-Phagen in die MeBgenauigkeit ein.
Ebenso setzt sich der resultierende Gesamtfehler aus ver-
schiedenen Komponenten zusammen. Mit unterschiedlichem
Gewicht tragen hierzu bei: Temperaturbestimmung, Auszidhlen
der Plaques, Pipettieren, Inhomogenitat der Dosisvertei-
lung und Dosimetrie. Der Beitrag der ersten 4 Komponenten
kann durch die Streuung der erhaltenen Dosiseffektkurven
auf maximal * 10 % abgeschidtzt werden. Der durch Unsicher-
heiten in der Dosimetrie verursachte Fehler kann getrennt
behandelt werden, da er keine statistische Streuvung auf-
welst, sondern nur eine Parallelverschiebung der erhaltenen
MeBkurven (Strahlenempfindlichkeit gegen Temperatur) be-
wirkt. Da alle Resultate aus diesen Kurven abgeleitet wer-
den kOnnen, werden die Ergebnisse von einem Fehler in der
Dosimetrie nicht verandert.
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IITI. Versuchsauswertung und Ergebnisse

1. Einfluf der Temperatur

Da a priori nicht nur eine Moglichkelt existiert, die aus-
gefihrten Messungen graphisch darzustellen, sollen im Fol-
genden einige Verfahren zur graphischen Auswertung der er-
haltenen Ergebnisse angefuhrt werden, aus welchen sich
Informationen iber den Temperatureinflufl wdhrend der Be-
strahlung von Bakteriophagen entnehmen lassen.

Zundchst wird dazu die in Gleichung 4 definierte Strah-
lenempfindlichkeit (4/D57) als Funktion der Bestrahlungs-
temperatur aufgetragen. Unabhingig von dem Einflufl zu-~
s8tzlich ver8nderter Parameter ergab sich rein qualitativ
fir alle an T1-Phagen vorgenommenen Untersuchungen ein
Verlauf, wie er in Abb. 15 zu sehen ist. Auffallend ist

der grofe Unterschied in der Strahlenempfindlichkeit im
Temperaturbereich von 4,2 °K bis 330 OK, wenn die Phagen

in Suspension bestrahlt werden. Die hier eintretende Ande-
rung der Sensibilitadt erstreckt sich iUber ca. eine GroBen-
ordnung, wahrend im gleichen Temperaturintervall an trocke-
nen Phagen nur ein Faktor von etwa 2 beobachtet wird. Diese
Temperaturabhingigkeit 188t sich nicht ohne weiteres in
einen einfachen mathematischen Zusammenhang bringen; es
scheint eine kompliziertere Abhingigkeit von Strahlenempfind-
lichkeit und Temperatur vorzuliegen. Besondere Bedeutung ‘
wird der Tatsache beigemessen, daB in beiden Fdllen (Trocken
und Suspension) unterhaldb von etwa 100 °K der EinfluB der
Temperatur auf die Strahlenempfindlichkeit nahezu vollstan-
dig verschwindet.,

Wird anstelle der Strahlenempfindlichkeit ihr reziproker
Wert - die Strahlenresistenz (D57) - als Funktion der Tem-
peratur untersucht, so erhdlt man als Ergebnis den in den
Abb. 16 - 118 gezeigten Verlmuf. Dabel ergibt sich in
Suspension eine lineare Abhangigkeit wvon D57 und Tempera-
tur, die lediglich beim Phesenwechsel eine Unstetigkeit
aufweist, indem die Strahlenresistenz beim Ubergang von
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~der festen (Eis) zur fllissigen Phase mehr oder weniger

stark abnimmt. Bei Abwesenheit von Cystamin wird sowohl

bei T1- als auch bei T1-BUDR-Phagen ein erheblicher Phasen-
einfluB bemerkbar, wahrend bei den Proben mit Cystamin bei
T1-Phagen ein geringerer und bel T“-BUDR-~-Phagen kein Phasen-
effekt auftritt. Bel den gleichen Bestrahlungen im Trocke-
nen tritt der lineare Verlauf nur im Tieftemperaturbereich
auf, wahrend mit zunehmender Temperatur eine Abweichung von
der Linearitat einsetzt.

Bel der welteren Untersuchung unserer MeBergebnisse soll
nun der Versuch unternommen werden, ob aus der gefundenen
Temperaturabhéhgigkeit der Strahlenempfindlichkeit irgend-
welche Anhaltspunkte iiber eventuell ablaufende Vorginge,
die zur Inaktivierung des Phagen fiihren, erhalten werden
konnen. Eine Moglichkeit, Ngheres iiber die Natur dieser
Vorgange zu erfahren, besteht darin, Erkenntnisse aus der
chemischen Kinetik auf unser Problem zu lUbertragen. Wie
Arrhenius gezeigt hat, kann der Temperaturverlauf chemi-
scher Reaktionen und dariiber hinaus auch der fiir wiele
physikalischen Prozesse durch Exponentialfunktionen, in
die eine fur den stattfindenden Vorgang charakteristische
sogenannte Aktivierungsenergie eingeht, mathematisch be-
schrieben werden. Flir die Geschwindigkeitskonstante VK

setzt man an:
‘ -Ea/kT

VK ~ e

wobel Ea fir die Aktivierungsenergie in kecal/Mol, k fir
die Boltzmannkonstante und T fliir die absolute Temperatur
stehen.

Eine mdgliche Bedeutung der Aktivierungsenergie geht aus
Abb. 19 hervor. Um eine Reaktion vom Ausgangs- in den End-
zustand zu uUberfihren, muB ein Potentialwall der Hihe Eé
Uberwunden werden. Fiir die Rickreaktion betragt die Hohe
E'é = Eé ~ @, wobei Q die Warmetonung der betrachteten
Reaktion darstellt. Nimmt man den Temperaturverlauf eines

Prozesses auf, so erhdlt man bei halblogarithmischer Auf-
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tragung von 1/T gegen Vi (oder auch die Ausbeute) eine
Gerade, aus deren Steigung sich die Aktivierungsenergie
ermitteln 1aBt. Fir verschiedene Klassen chemischer Um-
setzungen ergeben sich oft charakteristische Temperatur-
verldufe, so daBl in vielen Fallen bei bekannter T-Abhan-
gigkeit eines unbekannten Vorganges auf die Natur dessel-
ben geschlossen werden kann. Analog dazu sollten aus der
Temperaturabhangigkeit bei der Inaktivierung von Phagen
Angaben daruber gemacht werden konnen, ob der erhaltene
T-Verlauf einem bekannten physikalischen oder chemischen
Prozess Zugeordnet werden kann. Dazu trégt man den Loga-
rithmus der Strahlenempfindlichkeit in S gegen 4/T auf
(sog. Arrheniusplot). Man erhdlt in unserem Fall als Er-
gebnis Kurven, wie sie in den Abb. 20 und 21 dargestellt
sind. Im folgenden wird geprift, ob sich diese Kurven als
Uberlagerung mdéglichst weniger Exponentialfunktionen dar-
stellen lassen, wobei man bel Bestatigung dieser Annahme
auf mehrere an der Inaktivierung betelligte Vorginge mit
verschiedenen Aktivierungsenergien schliellen kdnnte.

Dazu wird von allen 1/D, -Werten der bei tiefen Tempera-

turen erreichte konstan2Z9 temperaturunabhdngige Anteil
abgezogen. Die dadurch erhaltenen Werte werden wieder ein-
gezeichnet und auf ilhren linearen Verlauf iberprift. Da-
bei konnte durch die Punkte unterhalb etwa 200 °K eine
Gerade gelegt werden, aus der sich eine innerhaldb 10 %
lUbereinstimmende Aktivierungsenergie (0,38 kcal/Mol) fir
in Suspension und im Trockenen bestrahlte Phagen errech-
nen 1l3aRt. Die Summe dieser Geraden und dem konstanten An-
teil wird von den 4/D57—Werten abgezogen. Man erhdlt in
allen Fallen wieder Geraden. Die entsprechenden Aktivie-
rungsenergien betragen im Trockenen unter allen Versuchs-
bedingungen 1 kcal/Mol, im Flissigen liegen sie in einem
Intervall von 2,8 bis 5,3 kcal/Mol. In Tabelle I sind die
erhaltenen Aktivierungsenergien eingetragen.

An Hand der erhaltenen Ergebnisse 188t sich nun ein ana-
lytischer Ausdruck fir die Strahlenempfindlichkeit S als
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Funktion der Temperatur angeben:
S=Soexp(-Ego)/KT)+SqeXp(~E§q)/kT)+SZeXp(—E§2>/kT)+SBeXp(—Eé5)/KT‘

Die nach Bestimmung der Aktivierungsenergien berechneten
Kurvenverlaufe sind in Tabelle II enthalten. Sie wurden
auBerdem in den Abb. 20 und 21 mit den gefundenen 1/D57—
Werten eingezeichnet. Zur mathematischen Beschreibung der
Inaktivierungskurven werden also Jeweils nur zwel verschie-
dene Aktivierungsenergien sowie der konstante Anteil beno-
tigt. Aus diesen Kurven 18Bt sich auch entnehmen, daB der
konstante Anteil unterhalb von ca. 50 °K erreicht wird.
Diese Annahme wird auch von einem Experiment bei 20 °x
bestatigt, welches fir diese Temperatur die gleiche D57
liefert wie fiir 4,2 %K (4Abb. 24).

Sieht man von diesem MeBpunkt bei 20 °k ab, so besteht
prinzipiell die MOglichkeit, in den verschiedenen Darstel-
lungen die bei 4,2 °K und 77 °K erhaltenen Werte direkt
miteinander zu verbinden. Die aus den Arrheniusdarstellun-
gen zu entnehmenden Ergebnisse (Aktivierungsenergien) &n-—
dern sich dabei allerdings nur innerhalb der Fehlergren-
zen. Dabel soll jedoch darauf hingewiesen werden, dal trotz
der relativ geringfiigigen quantitativen Verdnderungen ein
wichtiger qualitativer Unterschied zu den Ergebnissen der
oben erwihnten Auswertung besteht: die Temperaturunabhin-
gigkeit der Strahlenempfindlichkeit bel tiefen Temperatu-
ren geht in diesem Fall in eine - wenn auch sehr geringe -
Temperaturabhingigkeit (entsprechend einer Aktivierungs-
energie von 0.002 * 0.001 kcal/M>l) iiber. Welchem Auswert-
verfahren flir die Interpretation unserer Messungen der
Vorzug zu geben ist, soll in Kapitel IV diskutiert werden.

2. EinfluB von Cystamin und BUDR-Substitution

i et i s AT e i o e S

Wird in der T1-DNS Thymin durch Bromuracil substituiert,
so tritt eine Strahlensensibilisierung ein, die eine
Temperaturabhingigkeit aufweist. Diese Sensibilisierung
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steigt im Bereich 4,2 °K bis 330 °K um 50 % von 1,7 auf

2,4 an (Tabelle IV). Aus Abb. 10 und 20 und Tab. III ist

zu entnehmen, dafl sowohl an T1-Phagen wie auch an T1-BUDR-
Phagen bei Anwesenheit von Cystamin eine Schutzwirkung zu
beobachten ist, die fiir beide Phagen im Bereich von 4,2 Ok-
330 °K keine Temperaturabhingigkeit aufweist. Der beobach-
tete Schutzfakbtor liegt Jedoch mit 2,7 bel BUDR~Phagen um
50 % hoher als bei normalen T1-Phagen (1,8); Cystamin

zelgt also beili BUDR-Phagen eine zusatzlich zum normalen
Schutz auftretende Desensibilisierung.

s e e R i W 2 i W i e M W S S st

Die durch BUDR-Einbau in die DNS beobachtete Sensibili-
sierung weist bei Bestrahlung in Suspension eine etwas
andere Temperaturabhingigkeit auf als im Trockenen. Von
4,2 °K bis ca. 230 °K tritt zunfchst auch eine Stelgerung
der Empfindlichkeit ein, die Jjedoch mit weiter zunehmender
Temperatur wieder absinkt und bis ca. 330 %K fast quanti-
tativ verschwindet. Dieser Befund tritt sowohl bei Anwe-
senheit wie Abwesenheit von Cystamin auf (Tab. IV). Auch
bei Bestrahlung in Suspension wird ein Schutzeffekt durch
Anwesenheit von Cystamin festgestellt. Solange die Suspen-
sion im Eis bestrahlt wird, ist die schiitzende Wirkung ana-
log zum trockenen Medium temperaturunabhingig. Der Schutz-
faktor betright 1,7 £ 15 %.Nach Ubergang in die flissige
Phase (~ 260 OK, Gefrierpunktserniedrigung!) steigt der
Schutzfaktor um ca. einen Faktor 2 an (Tab. III). Wahrend
bei Zimmertemperatur der Schutzfaktor bei einer 0.1 mol
Cystaminkonzentration unabhingig davon ist, ob die Bestrah-
lung unter Sauerstoff- oder Stickstoffatmosphire stattfin-
det, wird bei tieferen Temperaturen (195 OK) ein ausge-
pragter Schutz bei Bestrahlung unter Stickstoff-Atmosphire
beobachtet. Die D, bei suspendierten T1-Phagen steigt von

510 kR (02) auf 700 kR (N2)°
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%, Strahlenempfindlichkeit bei An- und Abwesenheit
von Wasser

Wie man bereits aus den Abb. 12, 13 und 15 und der Tabelle V
entnehmen kann, wird durch Entzug von Wasser (Bestrahlung
der Proben unter Vakuum) die Resistenz der T1-Phagen gegen-
uber ionisierenden Strahlen wesentlich erhdht. Vor allem
bei Temperaturen uUber dem Gefrierpunkt Ubt Anwesenheit von
Wasser eine erhebliche Sensibilisierung aus. Die Schutz-
faktoren durch Entzug von Wasser liegen bei 330 °K zwischen
3,1 und 10 (in Abhdngigkeit davon, ob BUDR-Sensibilisierung
und/oder Cystaminschutz vorliegen oder nicht), vermindern
sich Jjedoch bei 4,2 °K unter sonst gleichen Verhaltnissen
auf 1,3 bis 1,9.

Im Zusammenhang damit geht auch der EinfluBl der Temperatur
auf die Strahlenempfindlichkeit zurick. Aus den Tabellen
VI und VII 148t sich entnehmen, daB der durch Wechsel der
Bestrahlungstemperatur von 330 °K auf 4,2 °K erhaltene
Schutzfaktor sich von 5,5 bis 14 (Abhingigkeit siehe oben)
in Suspension auf 2,1 bis 3,3 im Trockenen verringert.

Auf die schiitzende bzw. seﬂsibilisiérende Funktion von
Cystamin und BUDR-Substitution hat Wasserentzug einen ver-
gleichsweise vernachldssigbaren EinfluB (Tabelle III und
Iv).

4, Modifizierung der Strahlensensibilitat durch
Phagentiter und Methodik des Einfrierens

Bei den Versuchen an T1-Phagen in Suspension wurden noch
zwel bemerkenswerte Effekte gefunden. Danach kann die
Strahlenempfindlichkeit in unterschiedlichem MaBe durch
die Art des Einfrierens beeinfluBlt werden. Langsames Ab-
kithlen (5 °C/min) auf die Bestrshlungstemperatur ergibt
dabeli eine grolere Strahlenresistenz als schnelles Ab-
kihlen auf tiefe Temperaturen und anschlieBende Erwdr-
mung auf die gewinschte Bestrahlungstemperatur. Dieser
Effekt tritt nur unterhalb von 250 °k in Erscheinung.
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Wihrend die durch langsames Abkiihlen erhaltenen 4/D57—
Werte (L-Werte) auf einer normalen Arrheniuskurve liegen,
weisen die bei schnellen resultierenden 4/D37—Werte (S~
Werte) in der gleichen Darstellung ein unregelmiBiges Ver-
halten auf. Die "S-Werte" durchlaufen bei ca. 230 %K ein
lokales Minimum in der Strahlenempfindlichkéit, erreichen
bei ca. 190 °K ein ebenfalls lokales Maximum und besitzen
unterhaldb dieser Temperatur die gleiche Temperaturabhingig-
keit wie die "L-Werte'", die jédoch zu hoherer Strahlen-
empfindlichkeit parallel verschoben ist.

Weiterhin kann die Strahlenempfindlichkeit durch den Phagen-
titer bei Bestrahlung in Suspension beeinfluBt werden. Die-
ser Effekt tritt ebenfalls nur in Suspension unterhalb von
250 ?K auf. Phagensuspensionen mit hoherem Titer sind da-
bei strahlenresistenter als solche mit niedrigem Titer.
Interessant ist dabei, daBl dieser "Titereffekt" sich be=
sonders bei den "L-Werten" und kaum bei den "S-Werten"
bemerkbar macht. Bei den Versuchen handelte es sich um
Suspensionen mit 408 Ph/ml bzw. 40“0 Ph/ml. Die beiden
Effekte sind in Abb. 25 dargestellt. Bei den weiteren
Versuchen wurde daher generell mit einem Titer von ca.

5 - 10°
gien sowie der Schutz- und Sensibilisierungsfaktoren von

Ph/ml gearbeitet. Die GPoRe der Aktivierungsener-

Cystamin und Bromuracil wurde durch diese Effekte nicht
verandert.

5. EinfluR von Vakuum und Dosisleistung

Un die Abhidngigkeit der Strahlenempfindlichkeit von der
Gite des Vakuums bei Bestrahlung trockener Proben festzu~
stellen, wurden Untersuchungen im Bereich 3 - 40—4 Torr
bis 1 - 10—5 Torr ausgefihrt. Im genannten Bereich konnte

kein EinfluB auf die Strahlensensibilitat gefunden werden.

Eine Anderung in der Strahlenempfindlichkeit der T1-Phagen

beim Ubergang von einer kontinuierlich emittierenden

0

Strahlungsquelle (6 Co-Y) mit einer Dosisleistung von
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1,8 - 10°

wurde nicht festgestellt. Die mittlere Dosisleistung
wdhrend der Impulsdauer (5 us) betrug dabei 1,2 - 10
rad/h bei einer Folgefrequenz von 100 Hz. Daraus ergibt

rad/h zu einer im Impulsbetrieb arbeitenden

10

sich eine effektive Dosisleistung von 6 - 406 rad/h.
Der EinfluBl von Vakuum und Dosisleistung bei der Bestrah-
lung wird in den Abb. 26 und 27 gezeigt.

IV. Diskussion

1. Allgemeine Bemerkungen zur biologischen

Strahlenschidigung

Der wesentliche Gesichtspunkt bei der Ausfihrung der vor-
liegenden Untersuchungen bestand darin, durch Variation
der Temperatur bei Bestrahlung biologischer Elementarein-
heiten weitere Informationen iber die zur Strahlenschidi-
gung fihrenden Vorgange zu gewinnen. Dabeil hat sich ge=
zelgt, daB die beobachtete Schadigung bereits bei Bestrah-
lung von T1-Phagen nach Wasserentzug (Vakuum) eine rela-
tiv komplizierte Temperaturabhingigkeit aufweist. Nahert
man die Verhdltnisse wdhrend der Bestrahlung denen im
biologischen Milieu weiter an, d.h. bestrahlt man unter
Anwesenheit von Wasser und Luft, so treten sofort eine
Reihe zusatzlicher Parameter auf, die sich in ihrer Wir-
kung der des Temperatureinflusses auf den Strahlenschaden
Uberlagern. Zum Versténdnis dieser an T1-Phagen gewonnenen
Resultate, sowie deren Beeinflussung durch Schutz- und
Sensibilisierungsstoffe in Abhangigkeit von der Temperatur,
soll zundchst auf einige Vorstellungen bezlglich-des Ein-
wirkens ionisierender Strahlung auf organische Materie
eingegangen werden.

Wird organische Materie ionisierenden Strahlen ausge-
setzt, so wird zwischen den sogenannten direkten und
indirekten Strahlenwirkungen unterschieden (Bacq und
Alexander, 1961). Da in der Literatur recht unterschied-
liche Auffassungen uUber die Definition von direkten und
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indirekten Effekten vertreten werden, soll an dieser
Stelle angegeben werden, was im Folgenden unter diesen
Begriffen zu verstehen ist. Unter direkter Wirkung wird
die Absorption der Strahlenenergie im biologischen Objekt
verstanden. Hierzu z&@hlen also Ionisationen; Anregungen,
Auger-Effekt, simultane Mehrfachanregungen und andere pri-
m8re Prozesse der Energielibertragung. Bei der indirekten
Wirkung sollen alle Formen der nach der primé@ren Energie-
absorption ablaufenden Vorginge der Energieleitung einge-
schlossen sein, die zu Verdnderungen am untersuchten Ob-
jekt fihren. Insbesondere gehdren hierzu die bei Bestrah-
lung des biologischen Objektes sowie des umgebenden Mediums
gebildeten Produkte, die auf dn Organismus toxisch wirken.
Weil in dieser Hinsicht die wichtigste Komponente das Was-
ser ist, wird hierbei in erster Linie die Wirkung der
Strahlung auf das Wasser in Betracht gezogen. Die bel der
Radiolyse des Wassers entstehenden reaktiven Spezies (zum
groBten Teil sind es Radikale) konnen durch Diffusion zum
biologischen Molekil gelangen und dort durch Reaktionen
mit diesem eine biologische Schiadigung hervorrufen. Der
Anteil der direkten und indirekten Wirkungen bei Bestrah-
lung ist sehr unterschiedlich; er hangt in groRem Unmfang
vom Medium ab, in dem bestrahlt wird. Bei Bestrahlung von
Phagen in verdinnten wissrigen Losungen betragt selbst bel
einem Titer von 4040 Ph/ml das Massenverhdltnis Phagen zu
Wasser ca. 4:406, d.h. der weitaus groBte Teil der absor-
bierten Energie wird von den HZO-Molekﬁlen Ubernommen.

Die indirekten Effekte kOnnen also gegeniiber den direkten
nicht vernachlédssigt werden. Nach Zugabe von sogenannten
Schutzsubstanzen (EiweiBstoffe, einige schwefelhaltige
Verbindungen) kann der Anteil der indirekten Strahlenschi-
den Jjedoch wieder erheblich reduziert werden. Man nimmt an,
daBl die gebildeten diffusiblen Agentien bevorzugt mit
diesen Schutzstoffen entsprechend deren hohem Gewichtsanteil
und in geringerem - Umfang mit den biologischen Molekiilen
reagieren (Watson, 1952, Braams, 1963, Latarjet u. Ephrati,
1952).
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Eine weitere Reduktion des Beitrags indirekter Effekte
1aBt sich bei Bestrahlung trockener Phagen erreichen. Je-
doch 148t sich auch durch sorgfadltiges Trocknen der Bei-
trag indirekter Effekte nicht vollig eliminieren. Wie
Zimmer (in Alexander, 1957) betont hat, sind z.B. durch
gebundenes Wasser an Biomolekiilen sowie durch Energielei-
tungsprozesse innerhaldb dieser Molekiile auch im trockenen
Zustand indirekte Effekte mbglich. Eine weitere Bestati-
gung fir die Mitwirkung indirekter Effekte im Trockenen
erfolgt aus Untersuchungen von Jung und Kurzinger.(1967),
die eine starke Inaktivierung von T1-Phagen und RNase bei
Einwirkung von Wasserstoffradikalen fanden. Die Entstehung
dieser Radikale bei Bestrahlung organischen Materials wurde
von Hart und Platzman (1961) und Jacobs (1962) gefunden.
AuBerdem werden durch die direkte Strahleneinwirkung auch
Ionen, Radikalionen und weitere Radikale gebildet, die
iiber zahlreiche Sekunddrreaktionen entweder harmlos rekom—
binieren oder aber zum biologischen Schaden beitragen
konnen (Bolt und Carroll, 1963). GroRBe Bedeutung bei der
Entstehung des Strahlenschadens wird dabei der Bildung
freier Radikale beigemessen (Ehrenbergs Ehrenberg u.
Zimmer, 1957, Zimmer, 1960, Braams, 1963, Miller, 1964,
Henriksen, 1966). Dies wird ohne weiteres verstdndlich,
wenn man bedenkt, daBl die Radikale auf Grund ihres un-
paaren Elektrons sehr reaktionsfahig sind. Auch wenn ihre
Erzeugung noch zu keiner biologischen Schadigung fihren
sollte, Reaktionen mit organischen Substanzen zogen in
den bisher untersuchten Fallen meistens schwerwiegende
Verdnderungen am Jeweiligen Untersuchungsobjekt nach sich
(Zimmer, 1959, 1960, Miller und Zimmer, 1959, Henriksen,
1966).

Die Bedeutung der Radikale als Zwischenstufe der Reaktions-

kette, die zur Veranderun

. . .
tte, and des biclogischen Materials

g
fihrt, darf allerdings nicht {iberbewertet werden, solange
der Anteil der auBerdem wdhrend der Bestrahlung gebil-

deten Agentien nicht bekannt ist. Wahrend Radikale wegen

ihrer magnetischen Eigenschaften vergleichsweise einfach
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nachgewiesen werden kdnnen (Elektronen-Spin-Resonanz),
existiert filir die anderen Bestrahlungsprodukte keine Nach-
weis-Methode, bei der nicht in das zu untersuchende System
direkt eingegriffen werden mufl, wodurch erhebliche Fehler~
quellen, wenn nicht sogar falsche Ergebnisse, auftreten
konnen.

2. Der EinfluB des Wassers auf die gefundene

Temperaturabhingigkeit

Es wurde bereits im vorangehenden Abschnitt erwahnt, dal
bei der Bestrahlung von Wasser eine ganze Reihe mehr oder
weniger reaktiver Bestrahlungsprodukte entsteht, die bei
gleichzeitiger Anwesenheit von biologischem Material den
Anteil der indirekten Schiddigungen wesentlich vergroBern
konnen. Obwohl dieser Anteil durch Zugabe von Difco-NB
reduziert werden kann (Watson, 1950, 1952, Hotz, 1965),
zelgt die durch Wasserentzug im gesamten untersuchten’
Temperaturbereich gefundene erhohte Strahlenresistenz von
T1-Phagen (siehe Tabelle V), daB auch unter diesen Bedingun-
gen indirekte Effekte beteiligt sind. Es konnte erstmalig
an Phagen gezeigt werden, daB auch bei tiefsten Tempera-
turen (4.2 °K) noch indirekte Effeckte bei Bestrahlung von
Phagen in Suspension auftreten. Mit den in Tabelle V fur
verschiedene Temperaturen angegebenen Schutzfaktoren durch
Wasserentzug 188t sich der Anteil der indirekten Effekte
bei 4.2 °K auf 25 - 50 % (in Abhsngigkeit von Schutz- und
Sensibilisierungsstoffen) absch8tzen. Allerdings kann mit
unserer Versuchstechnik nicht ermittelt werden, ob die den
indirekten Effekten zuzuordnenden Vorgangen bel tiefen
Temperaturen bereits bei der Bestrahlungstemperatur ab-
laufen oder erst wdhrend der zum Nachweis der Schidigung
unumganglichen Erwidrmung auf Zimmertemperatur. ESR~-Unter-
und Gordy (1961a, 1961b} und Henriksen. (1962, 1963) lassen
uns die letztere Moglichkeit fiur wahrscheinlicher halten.
Die Autoren fanden, daB die bel tiefen Temperaturen erhal-
tenen Spektren sich bei Erwarmen auf Zimmertemperatur ver-
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andern, es bilden sich die Spektren, die auch nach Be-
strahlung bei Zimmertemperatur erhalten werden. Es wird
angenommen, daB die wdhrend der Bestrahlung erzeugten
prim8ren Radikale bei tiefen Temperaturen getrapt werden.
Flir H~Radikale konnte dies z.B. von Patten und Gordy (1964)
an wassriger DNS-Losung bei 4.2 OK, von Flournoy, Baum
und Siegel (1962) in reinem Wasser unterhalb von 50 °K
nachgewiesen werden. Wahrend des Erwarmens reagleren

diese primaren Radikale mit der untersuchten Substanz
(indirekter Effekt) und erzeugen auf diesem Weg den letzt-
lich beobachtbaren biologischen Schaden.

Ein interessantes Ergebnis kann aus Tabelle V entnommen
werden: Die Schutzfaktoren durch Wasserentzug und damit
auch der dazugehorige Anteil der indirekten Effekte blei-
ben jeweils Dbis zum Ubergang von der festen (Eis) zur

flussigen Phase, also lber einen Temperaturbereich von
mehr als 200 OC, konstant. Da jeder Phage von der ca.
108—fachen Gewichtsmenge an Wassermolekiilen umgeben ist,
konnte dieses Ergebnis bedeuten, daB fiir den indirekten
Effekt der Bestrahlungsprodukte des Wassers in diesem
Temperaturbereich nur die unmittelbar den Phagen umgeben-
den Wassermolekiile verantwortlich sind. Die in den ent-
fernteren Wassermolekiilen gebildeten reaktiven Spczies
konnen als Folge der geringen Diffusionsléngen im Eis
nicht zu den Phagen gelangen, sie rekombinieren vorher.

Nach dem Ubergang in die fliissige Phase ist die Diffusion
erleichtert, worauf auch der pldtzliche Anstieg der Strah-
lensensibilitat (siehe Abb. 16 u. 17) zuriickgefihrt werden
konnte. Dieser Phaseneffekt wurde unter anderen auch von
Shalek (1967) an Phagen-Bakterien-Komplexen und von
Houtermans (1956) an Sporen von Baz. subtilis gefunden.
Houtermans fiihrt den Phaseneffekt ebenfalls auf Diffusions-

vorgange zurick.

Neben Diffusionsprozessen kann auch eine vermehrte Insta-
bilitdt der Phagen-DNS im flilissigen Medium die Ursache fir
die mit dem Phasenwechsel eintretende Steigerung der Strah-
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lenempfindlichkeit sein. Nach dem auf Seite 35 ausfiihrlich
beschriebenen Franck-Rabinowitsch-Effekt hangt die Disso-
ziationswahrscheinlichkeit von der Temperatur und dem Aggre-~
gatzustand des umgebenden Mediums ab. Die Dissoziations-
wahrscheinlichkeit steigt im Ubergangsgebiet von der festen
zur flissigen Phase vergleichsweise stark an, wodurch der
nach der Ionisation ablaufende schadigende Vorgang der Dis-
soziation mit grdBerer Hiufigkeit stattfinden kann. Ande-
rerseits konnen z.B. gegeniiberliegende Ionisationen, die
durch die im Fliissigen erleichterte Dissoziation zu Doppel=-
strangbrichen und damit zur Inaktivierung fihren, im Eis
als Folge der erhdhten Rekombinationsrate repariert werden.
Un die Inaktivierung der Plaquebildungsfdhigkeit zu ver-
hindern, genigt es sogar bereits, wenn nur einer der gegen-
Uberliegenden Einzelstrangbriche auf diese Weise rilickgingig
gemacht wird.

Mit dem unterschiedlichen Anteil indirekter Effekte werden
auch der EinfluBl des Titers und der Einfriermethode bei
Bestrahlung in Suspergion bei Temperaturen unter 250 °x
verstdndlich. Bei schnellem Einfrieren (S-Werte) bleibt

die relative Anordnung von Wassermolekiilen und Phagenpar-
tikeln erhalten; die Inaktivierung der Phagen im Eis er-
folgt nach dem oben erlauterten Mocdell. Beli langsamer Ab-
kithlung der Suspension (L-Werte) konnen Eiskristalle ge-
bildet werden. Das Wachsen von Eiskristallen erfolgt vorzugs-
weise in Richtung niedriger Konzentration, wodurch eine
teilweise Entmischung von Wasssr und Phagenpartikeln er-
méglicht wird. Auf diese Weise entstehen lokale Phagenkon-
zentrate, bei welchen als Polge der Entmischung der Anteil
der indirekten Schidigungen reduziert ist, die Strahlen-
empfindlichkeit nimmt ab. Weil eine vollkommene Trennung

von Phagenpartikeln und Eiskristallen offenbar nicht mog-
lich ist, sinkt die beobachtete Strahlenempfindlichkeit nach
langsamen Abkuhlen nicht ganz bis auf den Wert, der nach
Wasserentzug erhalten werden kann.

Der gleiche EinfluBl der Einfriermethode auf die Strahlen-
empfindlichkeit wird von Wood (1959) an Hefezellen beschrie-
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ben. Er erklérte dieses Verhalten mit der bei langsamem
Einfrieren moglichen Dehydrierung des Zellinnern. Damit
wird gleichzeitig der im Zellinnern entstehende Anteil an
Wasserradikalen reduziert, die Strahlenempfindlichkeit
sinkt. In unserem Fall kann die Dehydrierung als Ursache
der S- und L-Werte ausgeschlossen werden, da sich andern-—
falls die zugehorigen D57-Werte nach langsamem und schnel-
lem Abkihlen bis zum Gefrierpunkt der Phagensuspension

(- 15 °C) unterscheiden miBten. In unseren Messungen macht
sich hingegen erst unterhalb von - 40 °C ein EinfluB der
Einfriermethode auf die GroBe der D57 bemerkbar.

Mit dem gleichen Modell kann auch der EinfluB des Titers
verstanden werden. Bei den S-Werten wird keine Anderung
der Strahlenempfindlichkeit erwartet, da die Phagen beil

8 Pn/m1 auf 1079 Ph/ml
immer noch von einer im Vergleich mehrere Grofienordnungen

einer Anderung des Titers von 10

ibersteigenden Gewichtsmenge an Wassermolekilen umgeben
sind.

Wird die Phagensuspension dagegen langsam abgekiihlt, so
konnen sich bei hdherem Titer die lokalen Phagenkonzen-—
trationen weiter vergroBern, was eine weitere Senkung der
indirekten Effekte und damit der Strahlenempfindlichkeit
zur Folge hat. In unserem Fall war es moglich, bei einer
010 Ph/ml durch langsames Abkiihlen fast
die gleiche Resistenz gegen ionisierende Strahlen zu er-
halten, wie sie unter sonst gleichen Bedingungen fiir
trockene Phagen beobachtet wurde.

Konzentration von 1

Das nach schnellem Abkiihlen im Temperaturbereich von ca.
190 o - 230 %K beobachtete Verhalten der Strahlenempfind-~
lichkeit (lokales Minimum u. Maximum) kann mit dem Uber~
gang von amorphem Eis in die hexagonale Modifikation in
Zusammenhang gebracht werden. Nach schnellem Abkihlen von
Wasser wurde in vielen Fallen und besonders beil Anwesen-
heit von Proteinverunreinigungen (in unserem Fall Difco-NB)
die Bildung einer sogenannten amorphen Eisstruktur ("glassy
state") beobachtet (Meryman, 496%, Sanner, 1965, Dainton
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und Jones, 1962). Diese wandelt sich im Temperaturiﬁter—
vall von 140 °K - 220 OK_iﬂ die hexagonale Modifikation
("polycrystalline Stafe”) um, die auch nach langsamer Ab-
kihlung erhalten wird. Die UmwandlungSZeiten betragen bei

140 °K  10° min

200 °K 60 min

220 °k 10 min

Das Temperaturintervall, in dem diese Umwandlung eintritt,
wird etwas durch die Anwesenheit von gelosten oder suspen-
dierten Substanzen verschoben (Meryman, 1966), so daB wir
die bei den S-Werten im Bereich von 190 °K - 230 °K beob-
achtete Empfindlichkeitsabnahme mit der Umwandlung von
amorphem in hexogonales Eis (und damit steigender Ent-
mischung)'erkléren'kénneno Bei 230 °K wandelt sich das
durch schnelles Abkihlen gebildete amorphe Eis innerhalb
weniger Minuten in die hexagonale Struktur um, langsam und
schnell abgekiihlte Phagensuspensionen weisen daher oberhalb
von ca. 230 °K gleiche Empfindlichkeit auf.

Ein Hhnlicher EinfluB der Einfriermethode auf die Strahlen-
empfindlichkeit wurde von Sanner (196F) gefunden. Er fin-
det an Thiogel-Losungen im "glassy state" eine hdhere Radi-
kalausbeute als im "polycristalline state'. Er fﬁhrt den
Effekt - nicht im Gegensatz zu unserer Deutung - darauf
zurick, daB die verschiedenen Kristallformen des Wassers
(glassy und polycrystalline bzw. amorph und hexagonal)

die Rekombination der gebildeten Radikale in unterschied-
licher Weise beeinflussen.

5., Interpretation der erhaltenen Temperaturabhingigkeit

Die bei verschiedenen Temperaturen beobachtete Strahlen-
empfindlichkeit des T4-Phagen konnte bei allen unter-
suchten Bedingungen nach einer fir Temperaturabhingige
Vorgidnge iiblichen Methode ausgewertet werden. Nach dieser
Methode, die in Kap. III.q . ausfihrlich bveschrieben wurde,
deutet die resultierende Temperaturabhingigkeit auf Reak-
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tionen hin, die nach der Absorption der Strahlung, d.h.
nach Erzeugung der primaren Anregungen und Ionisationen
ablaufen und zum Effekt, z.B. der Inaktivierung des Phagen
fihren. Besonders interessant wird in diesem Zusammenhang
die Tatsache, daB die Auswertung temperaturabhingiger
strahleninduzierter Verdnderungen nach dem gleichen Prin-
zip an verschiedenen biologischen Substanzen (Enzyme:
Brustad, 1964, Fluke, 1966, Glnther und Jung, 1967;

Sporen: Houtermans, 1956, Webb, Ehret und Powers, 1958;
Phagen: Bachofer, Ehret, Mayer und Powers, 1953, Hermann,
1966; Phagen-Bakterien-Komplexe: Shalek, Smith and Hunter,
1967) und sogar an Kunststoffen (Chapiro, 1964) zu mit
unseren Ergebnissen vergleichbaren Resultate fiihrte (Tabelle
VIII). Der Temperaturverlauf kann in allen diesen Fdllen
als Uberlagerung von maximal drei Exponentialfunktionen
der vorhin erliuterten Art verstanden werden. Bevor gepriuft
wird, ob sich die in diesen e-Funktionen eingehenden Akti-
vierungsenergien mit wahrscheinlichen, zur Inaktivierung
fihrenden Vorgangen korrelieren lassen, sollen noch andere
Darstellungen der Ergebnisse bericksichtigt werden, um da-
durch weitere Informationen zu gewinnen., Es ist naheliegend,
daflir die Strahlenempfindlichkeit (1/D37) sowie ihren rezi-
proken Wert, die Strahlenresistenz (D57) als Funktion der
Temperatur zu untersuchen.

Die Abhangigkeit der D57 von der Temperatur ist in den

Abb. 16 ~ 18 aufgetragen. Wahrend bei T1-Phagen mit und
ohne Schutzstoff in Suspension der Ubergang von der fliissi-
gen in die feste Phase mit einer deutlichen Steigerung der
Strahlenresisténz verbunden ist, verringert sich diese
Anderung bei BU-substituierten Phagen und verechwindet bei
diesen Phagen nach Zugabe des Schutzstoffes Cystamin.

Der Temperaturverlauf im Vakuum weist keine Besonderheiten
auf. Fir eine eingehende Diskussion der durch diese Auf-
tragungsweise erhaltenen Kurven sind auch Messungen bis

zu sehr hohen Temperaturen (~ 500 OK) erforderlich. Unter-

suchungen dieser Art waren im Rahmen dieser Arbeit Jedoch
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nicht vorgesehen, da uns besonders das theoretisch wich-
tige Verhalten bei tiefen Temperaturen interessierte. Auf-
schluflreiche Hinweise konnen fiir das Tiefsttemperaturver-
halten entnommen werden. Im Bereich unterhalb 200 °K findet
in erster Niherung ein linearer Anstieg der D57 sowohl im
Trockenen wie auch in Suspension statt. Dieses Ergebnis er-
langt besondere Bedeutung bel der Diskussion des von vielen
Autoren teils gefundenen (Webb, Ehret und Powers, 1958,
Brustad, 1964) teils postulierten (Bachofer, Ehret, Mayer
und Powers, 1953, Fluke, 1966, Hermann, 1966, Glinther und
Jung, 1967) konstanten temperaturunabhingigen Anteils bei
tiefen Temperaturén° Eine Temperaturunabhangigkeit in die-
sem Bereich wurde von den meisten Autoren auf Grund der
auch bei unserer Auswertung benutzten Arrheniusdarstellung
gewonnen. Bei der im Kap. III.3%. durchgefiihrten Auswertung
wurde auf die mdgliche Existenz des temperaturunabhingigen
Terms auch bei unseren Messungen hingewiesen. Es ergab sich,
daB diese Temperaturunabhingigkeit, falls sie in unserem
Fall iUberhaupt erreicht wird, erst bei Temperaturen unter
BO-OK auftritt. Es liegt in dem gerade filir Untersuchungen
im Tiefsttemperaturbereich unglnstigen MaBstab der Arrhe-
niusdarstellung begriindet, daB, wenn nicht eine dichte
Folge von Messungen im Bereich von 4.2 °K bis ca. 25 °g
vorliegt, eine Aussage iliber die Existenz dieses Terms ohne
zusdtzliche Information aus anderen Darstellungen nur mit
ziemlicher Unsicherheit gemacht werden kann, sofern sich
seine Existenz nicht schon bei Temperaturen von ca. 80 °g
aufwdrts bestdtigen 18Rt (Webb, Ehret und Powers, 1958).
Aus der linearen Darstellung D37 gegen die Temperatur er-
gibt sich nun, daB mit einem Verschwinden der Temperatur-
abhangigkeit mit groBer Sicherheit nicht oberhalb von 20 °g
zu rechnen ist, es sei, man postuliert einen Temperatur-
verlauf, der von dem nach Abb. 16 ~ 18 wahrscheinlichen
Verlauf zwischen 4.2 °K und 77 %K stark abweicht.
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Ein wichtiger Unterschied zwischen der eben diskutierten
Darstellung (D37 gegen T) und der Arfheniusdarstellung

muBl jedoch noch betont werden. Wahrend wir eben die Ab-
hingigkeit der Strehlenresistenz (D37) von der Temperatur
betrachteten, wird in der Arrheniusdarstellung gewdohnlich
die Strahlenempfindlichkeit, also die reziproke D57, als
Funktion der Temperatur untersucht. Steigt die D57 linear
an, so geht diese Linearitat bei der Betrachtung der Strah-
lenempfindlichkeit (D37) natirlich verloren, wir erhalten
in Abhangigkeit von der Temperatur eine Kurve, deren Stei-
gung mit abnehmender Temperatur kleiner wird. Dies kommt
in Abb. 14 (lineares Raster) und den Abb. 20 und 21 (halb-
log. Raster, Arrheniusdarstellung) deutlich zum Ausdruck.
Wie bereits in der linearen Darstellung (Abb. 15) zu schen
ist, kann die Knderung der Strahlenempfindlichkeit unter
etwa 50 °K vernachlassigt werden. Innerhalb der Fehler-~
grenzen von ca. 10 % kann in dieser Darstellung durchaus
von einer Temperaturunabhingigkeit gesprochen werden, da
die maximale Anderung in diesem Bereich (Verbindung von
4.2 °K mit 77 °K) nur ca. 1/4 des Betrages des angegebe-
nen Fehlers ausmacht. Die Tatsache, daB bei der Darstellung
1)5,7 gegen T eine lineare, bei der Darstellung ’I/D57 gegen
T eine zu tiefen Temperaturen fast verschwindende Tempera-
turabhingigkeit gefunden wird, mag zundchst widerspriich-
lich erscheinen. Dieser scheinbare Widerspruch wird dadurch
bedingt, dall im ersten Fall die Absolutbetridge der mit der
Temperatur sich &ndernden D57—Werte eingehen, widhrend im
zweiten Fall nur die relativen Anderungen eine Rolle spie-
len, die natiirlich bei gleicher absoluter Anderung pro
Temperatprintervall aber ansteigenden D57-Werten immer °
kleiner werden.

Fir die bei der Arrheniusdarstellung auftretenden Aktivie-
rungsenergien ist es nun kaum von Bedeutung, ob sie auf
der Basis einer bei tiefen Temperaturen verschwindenden
oder vernachlédssigbaren Temperaturabhingigkeit ermittelt
werden. Im ersten Fall ergibt sich eine Komponente mit der
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Aktivierungsenergie Ea = 0, im zweiten Fall erhdlt man
einen zwar endlichen, aber sehr nahe bei Null gelegenen
Wert. Dieser Wert betrigt maximal 2 + 1 cal,/ M>l. Er wurde
unter der Voraussetzung erhalten, dall sich die Temperatur-
abhingigkeit im Bereich 4.2 °K - 77 °K im Arrheniusplot
durch eine Gerade, die die Punkte 4.2 %K una 77 °K verbin-
det, beschreiben 1aBt. Nach unseren Ergebnissen ist es je-
~doch sehr wahrscheinlich, daB diese Gerade durch eine
konvexe Kurve ersetzt werden kann, wenn sie auch nicht
notwendig in der Umgebung von 4.2 °K in eine Gerade mit
der Steigung Null iUbergeht, so weist sie Jjedoch sicher

bei 4.2 °K eine kleinere Steigung als die durch Verbindung
von 4.2 9K und 77 %% erhaltene Gerade auf (dies kann aus
der linearen Beziehung zwischen D57 und Temperatur in Abb.
16 - 17 gefolgert werden). Der Wert von maximal 2 cal/Mol
liegt um etwa 2 GroBenordnungen unter der in diesem Tempe-
raturbereich verfiligbaren thermischen Energie kT, ihm kann
daher keine thermodynamische Bedeutung beigemessen werden.

Die groBen und mittleren Aktivierungsenergien andern sich
selbst bei Ersetzen des konstanten Anteils durch die Gerade
nur innerhalb lhrer Fehlergrenzen. Beli der kleinsten Akti-
vierungsenergie kann unter diesen Bedingungen im Trockenen
keine Aussage Uber ihre Existenz gemacht werden, da zu
wenig MeBpunkte vorliegen. In Suspension, wo mehrere Zwi-
schentemperaturen untersucht wurden, bleibt sie erhalten;
sie ist auf Grund der geringeren Anzahl von Punkten, durch
welche sie definiert werden kann, mit einem Fehler von

* 50 % behaftet. Es ist daher durchaus mdglich, daBR im
Trockenen bei Ausfihrung einiger weiterer lMessungen diese
kleine Aktivierungsenergie auch bei Fehlen des konstanten

Anteils gefunden werden kann.

Die durch den Phaseneffekt bewirkten Abweichungen der MeB-
punkte beil den in Suspension bestrahlten Phagen fallen in
der Arrheniusdarstellung nicht ins Gewicht (Abb. 21). Der
EinfluBl auf die GrdBe der Aktivierungsenergie Eég) liegt
innerhalb ihrer Fehlergrenzen und bebtridgt daher * 1 kcal,M>l.
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Es wurde bereits erwdhnt, daB die Auswertung mittels des
Arrheniusplots an unterschiedlichen Cobjekten zu bemerkens-—
wert einheitlichen Ergebnissen fuhrt. Wie aus Tabelle VIII
ersichtlich wird, liegen die aus der Temperaturabhiéngig-
keit bestimmbaren Aktivierungsenergien in allen untersuch-
ten Fdllen in einem Bereich von O bis 7 kcal/M»ol.

Zur Beschreibung des Temperaturverlaufs werden ohne Aus-
nahme maximal drel verschiedene Aktivierungsenergien benotigt,
ein Ergebnis, das auch beil unserer Untersuchungen am T1-
Phagen bestatigt werden konnte. Diese Tatsache erlangt nun
insofern Bedeutung, als man bisher festgestellt hat, daBl die
durch Strahlungen ausgeldsten biologischen Wirkungen auBer-
ordentlich vielfdltig sind und ihnen daher auch die ver-
schiedensten Wirkungsmechanismen zugrunde gelegt worden
sind., Mit diesen Ergebnissen erscheint es als nicht unwahr-
scheinlich, zumindest filir einen Teil der an verschiedenen
biologischen Substanzen entstandenen Veranderungen gemein-
same Wirkungsprozesse anzunehmen und damit die biologische
Schadigung unter mehr einheitlichen Gesichtspunkten zu be-
trachten.

Im Folgenden soll nun untersucht werden, in welcher Weise
sich die verschiedenen an T1-Phagen gefundenen Aktivie-
rungsenergien auf bekannte Vorginge mit Zhnlicher Tempe-
raturabhingigkeit zurickfihren lassen. DaB bei tiefen Tem-
peraturen im Bereich von 4.2 °K bis ungefahr 100 °K in
guter Ndherung keine Temperaturabhingigkeit beobachtet
wird, steht durchaus im Einklang mit verschiedenen Vor-
stellungen uUber die Wechselwirkung ionisierender Strahlen
mit organischer Materie. Im Hinblick auf die in Tabelle VIII
aufgefiihrten Ergebnisse ist anzunehmen, dal das Tieftempe~
raturverhalten bei Bestrahlung von T1-Phagen eine charak-
teristische Eigenschaft von biologischem Material im all-
gemeinen ist.
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In erster Linie kdnnen daher die nach Absorption der Strah-
lung entstehenden Ionisationen und Anregungen bei tiefen
Temperaturen fir den Strahlenschaden verantwortlich ge-
macht werden. Da die Zahl der Ionisationen unabhingig von
der Temperatur ist (Augenstein, Brustad u. Mason, 1964) und
Anregungen nur mit sehr viel geringerer Wahrscheinlichkeit
als Ionisationen biologische Wirkungen hervorrufen (Lea,
1946, Hutchinson, 1960), sollte bei einer durch diese Vor-
~gange hervorgerufenen Schidigung kein Temperatureinflul
erwartet werden. Die als Folge der Ionisation in vielen
Fdllen eintretende Dissoziation des organischen Molekils
in zum Teil reaktive, diffusible Bruchsticke ~ durch deren
Reaktionen mit dem Biomolekiil eine temperaturabhingige
Strahlenempfindlichkeit auftreten kann - wird in diesem
Temperaturintervall durch den Franck-Rabinowitsch-Effekt
(Franck und Rabinowitsch, 1934) weitgehend verhindert.
Nach diescm sog. "cage-effect" ist fiur das Eintreten der
Dissoziation nicht nur die Bildungs~ sondern auch die Rekom-
binationswahrscheinlichkeit maBlgebend. Da den in grofer
Anzahl gebildeten Radikalen bei tiefen Temperaturen nicht
gentgend thermische Energie zur Verfligung steht, die zum
Ausbrechen aus dem sie umgebenden Kéfig von Molekiilen aus-
reicht, steigt die Rekombinationswahrscheinlichkeit an,
zumal fur diesen Vorgang nach Casey, 1962, ein praktisch
verschwindender Energiebetrag ausreicht. Da der absolute
Betrag des konstanten Anteils nach Wasserentzug (Kapitel
IV.2.) abnimmt, kann auch in diesem Bereich auf eine Be-
teiligung indirekter Effekte und damit eine nicht ver- \
schwindende Bildungswahrscheinlichkeit bei der Dissozia-
tion geschlossen werden. IThre Temperaturabhangigkeit kann
von 4.2 °K bis 100 %K praktisch vernachlissigt werden,
oberhalb 100 °K nimmt sie im Trockenen schwicher, im Eis

starker zu.

Eine andere Deutung fiur den konstanten Anteil ergibt sich
auf der Grundlage des "thermal spike"-Modells (Norman u.
Spiegler, 1962a, 1962b). Dieses Modell geht davon aus, daB
die Absorption von Strahlenenergie zu lokalem Erhitzen von
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kleinen Regionen filhrt. In einer Umgebung dieses Gebietes
stellt sich filir kurze Zeit eine hdhere, sogenannte Yeffek-
tive Temperatur" ein, bei welcher die durch Absorption
der Strahlung induzierten sekunddren Reaktionen ablaufen
konnen. Bel unseren Messungen wiirde sich nach dieser Vor-
stellung eine effektive Temperatur in der GroBenordnung
von 100 °K fiir die Zeit eingestellt'haben, in welcher die
sekundiren Reaktionen ablaufen. Die effektive Temperatur
ist von 4.2 °K bis 100 °K unabhingig von der GroBe der
Ungebungstemperatur. o - '

Die im Tempefaturbereich 400’°K - 330 g gefﬁndenén Akti-
vierungsenergien an T1-Phagen llegen etwa elne GroBen—
ordnung unter den fiir chemlsche Prozesse bekannten° Zur
Erklarung missen wir daher apdere temperaturabhanglge‘
Vorgange heran21ehen. So wird z.B. von Semgonov (1961)
angegeben, daB Reaktionen von freien qulkalen mit Molekii~
len Aktivierungsenergien bendtigen, die kleiner als 10 kcal/
Mol sind-. Die Ansicht, daB strahlenlndu21erte Radlkale

bei der Blldung des biologischen Schadens eine w1cht1ge
Rolle spielen, wird u.a. von Powers und Kaleta (4960),
Zimmer. (4960) Braams (1963) ,Henriksen, Sanner und Pihl
@963'wnd MUller (4964) vertretenc Nach dem ﬁranck-Rablno—
w1tsch—Effekt muBten vor allem H-Radikale erzeugt werden,
da sie sich anm lelchtesten durch Diffusion von ihrem
Muttermolekul entfernen konnen° Dieser Vorgang w1rd auch
dadurch unterstutzt, dafBl bg;.H-Atomen die mltgegebene
kinetische Energie besonders groB ist. Rowlands uhd Whiffen
(1962) bestitigten diese Annahmé, indem:sie an verschiedenen
organischen Substanzen gefundene Radlkale mittels der ESR
deuteten und zu dem Ergebnls kamen, daB in ca. 70 % der
Fdlle C-H-Bindungen unter Fre;setzung elnes,H bei Bestrah-
lung zerstdrt worden sind. Diese H-Radikale. sind besonders
reakbtionsfdhig und regieren nach Entstehung_sofOrt welter.
Dabei konnen sie entweder zu molekularem Weasserstoff rekom-
binieren odér durch Abstraktions- und Anlagerungsreaktionen
(Braams, 4965, Hart und Platzman, 1961, Voevodski und Molin,
1962) weitere Schiden verursachen. Besonders Anlagerungs-
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reaktionen von H-Radikalen an Doppelbindungen weisen nach
Semjonow Aktivierungsenergien in der GroBenordnung von
etwa 1 kcal/Mol auf. Die von uns im Trockenen gemessene
Aktivierungsenergie von 1 kcal/Mol kdnnte méglicherweise
auf das Stattfinden derartiger Reaktionen hinwelsen, zumal
diese Anlagerungsreaktionen iber einen groBen Temperatur-
bereich bis einschlieRlich 77 °K bei chemischen Umsetzungen
beobachtet wurden. Eine Stiutze in dieser Annahme erhielten
wir durch ESR-Untersuchungen. Aus den ESR-Spektren des DNS-~
Bausteins Thymin konnten Shields und Gordy (1959) ein Ra-
dikal der folgenden Struktur

-CH2-—é—CH5-

|

identifizieren, das durch eine Anlagerung von atomaren
Wasserstoff an die 6-er Position im Thyminring entsteht.
Auch den bei Bestrahlung in Suspension gefundenen Akti-
vierungsenergien kinnten Radikalresktionen zugrunde lie-
gen. Nach Hart und Platzman (1961) kann die Schadigung
im Flissigen durch Abstraktions- und Anlagerungsreaktionen
mit den H-Atomen der in der Ldsung befindlichen organi-
schen Substanzen durch die resktiven H- und OH-Radikale
erfolgen. Die dazu erforderlichen Aktivierungsenergien
werden mit 4 - 6 kcal/M>1 angegeben. Dieser Wert stimmt
sehr gut mit den von uns gemessenen Daten iUberein.

Einer neueren Arbeit von Cercek (1966) zufolge erscheint
es als durchaus mdéglich, dem Strahlenschaden in Suspension
auch Reaktionen des Biomolekiils mit den bei der Radiolyse
des Wassers ebenfalls gebildeten hydratisierten Elektronen
zuzuordnen., Mit Hilfe der Puls-Radiolyse-~Technik bestimmte
Cercek fur Reaktionen organischer Substanzen und hydrati-
sierten Elektronen eine Aktivierungsenergie von 3,5 #+ 4
kcal/Mol. Nachdem auch andere Aubtoren (Allen, Ebert und
Willamowski, 1966) mit der gleichen Versuchstechnik an
organischen und anorganischen Substanzen ebenfalls Werte
um 3 - 4 kcal/Mol erhielten, kdonnte damit ein weiterer
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Vorgang gefunden sein, der fiur strahleninduzierte Verin-
derungen in Suspensionen verantwortiich gemacht werden
kann.

Die kleinste durch unsere lMessungen gefundene Aktivierungs-
energie von etwa 0.4 kcal/Mol wurde an den bisher unter-
suchten biologischen Objekten in keinem Fall beobachtet.
Uber das mbgliche Auftreten dieser Komponente auch an
diesen ObJjekten kann z.Zt. keine Aussage gemacht werden,
da hierzu lMessungen bis zu sehr tiefen Temperaturen vor-
liegen miissen, die tiefsten bislang untersuchten Tempe-
raturen jedoch bis auf zwel Ausnahmen (Webb et al., 1958,
Brustad, 1964) 77 °K nicht unterschreiten. Eine Analyse
der MeBdaten von Webb et al. an Sporen des B.megaterium
und von Brustad an Trypsin ergab, daB bei B.megaterium
die Existenz dieser kleinen Aktivierungsenergie méglich
erscheint, Jjedoch zur Bestatigung zusdtzliche Messungen
bei tiefen Temperaturen erforderlich sind, wadhrend an
Trypsin diese Aktivierungsenergie sehr wahrscheinlich
nicht auftritt. Daher ist es nach Vergleich der bisher
in der Iiteratur vorliegenden Untersuchungen nicht aus-
zuschlieBen, daB es sich bel den von uns beobachteten
0,4 kcal/Mol um eine flir Bakteriophagen charakteristische
Aktivierungsenergie handelt.

Zur Deutung dieser Komponente konnen physikalische Eigen-
schaften von Molekiilverbanden herangezogen werden., Die
obige Aktivierungsenergie von 0.4 kcal/Mol liegt in der
GroBenordnung des Abstandes von Schwingungsniveaus beil
Molekiilen. Damit besteht die Moglichkeit, Energie von
z.B. angeregten Molekiilen iber Exciton-Phononen-Wechsel-
wirkung auf Molekiile zu iibertragen, die dadurch die Ioni-
sierungsgrenze erreichen und damit zum biologischen Scha-
den beitragen konnen. Prozesse der EnergieWanderung in
ihren unterschiedlichsten Formen wurden bisher zur Er-
klarung der strahlenbedingten Verdnderungen von vielen
Autoren herangezogen (u.a. Timoféeff-Ressovsky, Zimmer
und Delbrick, 1935, Alexander und Charlesby, 1954, Dote
und Williams, 1959, Szent-Gydrgyi, 41957, Zimmer, 1960).
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Mit der nachfolgenden Hypothese soll versucht werden, die
Existenz von Potentialmulden in der biologischen Materie
mit der beobachteten Temperaturabhingigkeit der Strahlen-
empfindlichkeit in Zusammenhang zu bringen. Die Wahrschein-
lichkeit dafir, daBl die wahrend der Bestrahlung entstehen-
den reaktiven Agentien in Potentialmulden festgehalten
werden, bevor sie mit dem biologischen Objekt reagieren
konnen, steigt mit sinkender Temperatur exponentiell an.
Es ist nun ohne weiteres denkbar, dall verschiedene Formen
derartiger Senken im organischen Material existieren, wo-
bei Jjeweils eine bestimmte Energie bendtigt wird, um die
darin festgehaltenen ("getrapten") primiren Bestrahlungs-
produkte wieder in Freiheit zu setzen. Unsere Ergebnisse
und damit auch die Resultate an anderen bestrahlten Ob-
jekten, bei denen verschiedene Aktivierungsenergien er-
mittelt werden konnten, erlauben nach dieser Vorstellung
die Annahme, die gefundenen Aktivierungsenergien mit dem
Energiebetrag in Beziehung zu setzen, der fiur diesen Vor-
gang des "detrapping" bendtigt wird. Es muB jedoch betont
werden, daB in den gemessenen Aktivierungsenergien auch
der Energiebetrag enthalten ist, der nach Freisetzung

der getrapten Spezies fiir Reaktionen dieser mit den orga-
nischen Molekiilen erforderlich ist.

Wir haben somit eine Reihe von Modellen zur Verfiligung,

die es uns ermdglichen, das gefundene Temperaturverhal-
ten zu verstehen. Um jedoch eine eindeutige Zuordnung
zwischen den auf Grund dieser Modelle mdéglichen Reaktionen
und der auftretenden Temperaturabhingigkeit zu gewihr-
leisten, muBl durch strahlenchemische Untersuchungen bewie-
sen werden, dafl diese Prozesse tatsichlich fur den resul-
tierenden Schaden verantwortlich sind. Da mit solchen
Versuchen in den Ablauf der im Untersuchungsobjekt statt-
findenden Lebensvorginge eingegriffen werden mufl, sind die
Resultate entweder mit einem sehr groBen Fehler behaftet
oder konnen nur unter sehr groBem meBtechnischen Aufwand
erhalten werden. Selbst an so relativ einfach gebauten
Organismen, wie es die Bakteriophagen darstellen, konnten
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daher auf diesem Wege bisher keine befriedigenden Ergeb-
nisse erzielt werden.

Die einzige Versuchstechnik, mit der es bisher gelang,

in umfangreicherem MaBe Informationen iber einige der
prim&ren Bestrahlungsprodukte sowie deren Sekundidrreak-
tionen zu erhalten, besteht in der Untersuchung der durch
die Bestrahlung érzeugten freien Radikale.

Erstaunlich ist dabei die Tatsache, dafl unsere bei der
Inaktivierung von T1-Phagen gewonnenen Ergebnisse sehr

gut mit denen nach Auswertung von Radikalausbeutemessun-~
gen an verschiedenen biologischen Substanzen erhaltenen
iibereinstimmen. So konnten Miller und Kcéhnlein (1964) zei-
gen, daBl die Radikalausbeute an bel Zimmertemperatur be-
strahlten Nucleosiden um den Faktor 2 - 3 hoéher liegt

als nach Bestrahlung bei 77 °k und anschlieBender Erwir-
mung auf 295 °K. Den gleichen Wert konnten wir fir das
Verhdltnis der Inaktivierungskonstanten bei denselben
Temperaturen an trockenen T-Phagen finden.

Messungen von Henriksen (1963),Henriksen.(1966),Setlow

und Doyle.(11953),Brustad.(1964),Pollard, Powell und

Reaume. (1952), Miller (1964),Hotz (1965),Glinther und Jung
(1967) , Hermann. (1966) an weiteren verschiedenen biologi-
schen Substanzen ergaben ebenfalls einen Wert von 2 - 3 fir
das Verh&dltnis der Radikalausbeuten bzw. der Inaktivierungs-
konstanten bei 295‘°K und 77 %K. In Tabelle IX sind einige
an T1- und @X-Phagen von verschiedenen Autoren gefundenen
Verh&ltnisse der Inaktivierungskonstanten zusammengestellt.
Auch die aus den Temperaturverliufen der Inaktivierungs-
konstanten sowie der Radikalausbeuten errechneten Aktivie-
rungsenergien stimmen bei einer Reihe von Enzymen und
Bakteriophagen Uberein, wie dies in Tabelle VIII zum Aus-
druck kommt. Damit erscheint es als nicht unwahrscheinlich,

daB die den gefundenen Aktivierungsenergien zuzuordnenden
Vorgange bei Phagen, Enzymen und Sporen von gleicher Natur
sind und die Beteiligung von Radikalprozessen mdglicher~
weise eine groBe Rolle spielt.
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4. TemperatureinfluB auf Schubz- und

Sensibilisierungsstoffe

Un weitere Anhaltspunkte iiber die durch ionisierende Strah-
len ausgeldsten Vorginge zu gewinnen, wurde die Strahlen-
empfindlichkeit bei elnigen Versuchsserien verédndert. Die
Desensibilisierung wurde durch Hinzuflugen des Schutzstof-
fes Cystamin (Bacq, 1965, Hotz, 1965) erreicht; durch Ein-
bau des basenanalogen Bromuracil anstelle von Thymin in die
DNS des Phagen konnte die Empfindlichkeit gesteigert wer-
den (Stahl et al., 1961). Bevor die auf diese Weise erhal-
tenen Ergebnisse diskutiert werden, soll kurz etwas zur
Wirkungsweise dieser Substanzen gesagt werden.

Zur Erforschung des Schutzeffektes ist bisher eine Reihe
von Modellen entwickelt worden (Gray, 1956, Eldjarn und
Pihl, 1960, Prevot-Bernat, 1953, Alexander und Charlesby,
1955, Braams, 1963%). Da die Modelle von Gray sowie Eldjarn
und Pihl fir unsere Untersuchungen weniger geelgnet er-
schienen, sollen hier besonders das sogenahnte Wasserstoff-
donatormodell von Prevot-Bernat/Alexander und Charlesby
und eine Hypothese von Braams skizziert werden. Nach dem
Wasserstoffdenatormodell kdénnen die nach folgendem Schema
entstehenden Strahlenschaden

RiH 1onlslerende Strahlqng Ri + H° (2)

durch SH-haltige Substanzen repariert werden, indem ein
H-Atom von der Schutzsubstanz (SH) auf das Bioradikal
(R°) {ibertragen wird:

Ri + SH )~RiH + S° . (3)

ESR-Untersuchungen von Ormerod und Alexander (1963%) an
Lachsspermien konnten die nach Gleichung 3 postulierte
Reaktion nachweisen.
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Nach Hotz (1965) ist auch der Vorgang der Elektronendona-
tion von Schwefel an das Biomolekiil als Schutzreaktion
denkbar, dies besonders beli Anwesenheit von H -Tonen.

Nech einer Deutung von Braams (1963) beruht die Schutz-
wirkung SH-haltiger Substanzen auf der Tatsache, daB sie
als Radikalscavanger fungieren. Dabel reagieren nach sei-
ner Hypothese fast ausschlieBlich Wasserstoff- und andere
kleine diffusible Radikale mit der SH-Verbindung, wodurch
ein maximaler Schutzeffekt von etwa 2 zu erwarten ist.

Da die angegebenen Modelle fur die Schutzwirkung sich auf
SH-Substanzen als Schutzstoffe beziehen, wurde von Hotz
(1966) auf Grund von Arbeiten der Gruppe Pryor und Mitar—
beiter (1963%) die Moglichkeit aufgezeigt, daB die H-Dona-
tion nicht nur bei SH-haltigen Verbindungen, sondern auch
bei Disulfiden wie Cystamin stattfinden kann. Die Schutz-
reaktionen wirden dann beim Wasserstoffdonatormodell durch
die Gleichung

R; + RSSR > R,H + RSSR® (4)

und fir den Schutzmechanismus nach Braams durch die
Gleichung: H + RSSR > RSSR° + H2 (5)

beschrieben werden konnen.

Fir die sensibilisierende Wirkung der BU-Substitution
(Djordjevic und Szybalski, 1960, Opara-Kubinska, Kurylo-
Boravska und Szybalski, 1963) ist bisher noch kein befrie-
digendes Modell entstanden. Von Lochmann (1963%) wurde fest-
gestellt, daB der prozentuale BU-Abbau in BU-haltigen
Enterococcus Stei-Zellen um den Faktor 5 - 10 hoher liegt
als der des Thymins in normalen Zellen. Als Umwandlungs-
produkt des BU fand er Uracil. Interessant ist in diesem
Zusammenhang auch das Ergebnis von ESR-Untersuchungen an
Thymin und BU. Miller, Kéhnlein und Zimmer (1963%) fanden,
daB fiur die Bildung freier Radikale im Thymin 1400 eV, im
Bromuracil dagegen nur 160 eV erfofderlich sind. Summers
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und Szybalski (1965) geben an, daB sich bei Bestrahlung
von BU-substituierter Einstrang-DNS die Zahl der Einstrang-
briche im Vergleich zu normaler DNS nicht veréndert, je-
doch Basenschi@den am BU in vielen Fdllen beobachtet wurden.
(Wacker, Mennigmann und Szybalski, 1962, Wacker, 1963).
Bromuracil in wissriger Ldsung wurde von Reuschl (1966)
untersucht mit dem Ergebnis, daB die H- und OH-Radikale
mit dem BU ein relativ stabiles Radikal bilden (Hydro-
uracilradikal), wihrend durch Reaktion des BU mit dem
hydratisierten Elektron ein reaktives Radikal (Uracil-
radikal) gebildet wird, das jeweils ein weiteres BU-
Molekil angreift. Eine entsprechende Reaktion des auf
diese Weise gebildeten Thyminradikals (Thymin + e aq)
wurde bisher nicht beobachtet.

Wdhrend man bisher der Uberzeugung war, daB die BU-Sensi-
bilisierung keine Temperaturabhingigkeit aufweist (Tanooka,
1964, Hotz, 1965, Hermann, 1966) und daher mit direkter
Strahlenwirkung gedeutet wurde, ist aus unseren Ergebnis-
sen ein deutlicher TemperatureinfluBl erkennbar. Es kann
somit auch die Teilnahme indirekter Effekte bei der BU-
Sensibilisierung nicht ausgeschlossen werden. Mit der An-
nahme, daB die von Reuschl (1966) beschriebenen Radikal~
reaktionen fiir BU in wassriger Losung auch in BU-substi-
tuierten Phagen bei Anwesenheit von Wasser ablaufen, kann
sogar eine T-Abhdngigkeit erwartet werden. DaB von Hotz
(1965) diese Abh&ngigkeit nicht gefunden wurde, liegt ver-
mutlich daran, daB seine Untersuchungen nur bei 77 °K und
293 °x ausgefihrt wurden, beil Temperaturen also, wo in
Suspension auch bei unseren Messungen gleiche Strahlen-
empfindlichkeit vorliegt (Tabelle IV).

Unsere Temperaturabhingigkeit kann jedoch nicht mit den
von Reuschl (1966) gefundenen Vorgingen erklart werden,
da aus unseren Messungen auf einen desensibilisierenden
EinfluB des Wassers und/oder der Wasserradikale geschlossen
werden kann; denn im Flissigen (T > ~ 250 °K) wird eine
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mit steigender Temperatur zunehmende Desensibilisierung
beobachtet, die bei etwa 330 9K die BU-Sensibilisierung
fast vollstdndig aufhebt und praktisch unabhingig von
Cystaminan- bzw. Cystaminabwesenheit ist. Es ist daher
denkbar, daB die bel der Radiolyse des Wassers entstehen-
den Radikale bei hoheren Temperaturen (~ > 300 OK) Vor—
zugswelise mit den durch die BU-Substitution zusatzlich
gebildeten schadigenden Bestrahlungsprodukten reagieren
und somit die BU-Sensibilisierung aufheben. Eine Stiitze
dieser Annahme kann in dem unterschiedlichen Verlauf der
durch Cystaminanwesenheit bedingten Schutzfaktoren bei
T1- und T1-BU-Phagen gesehen werden. Wie weiter unten ge-
zeigt werden wird, ist der bei T1-Phagen oberhalb des Ge-
frierpunktes beobachtete Anstieg des Schutzfaktors mit
der Temperatur auf die groBeren Diffusionslangen speziell
der Wasserradikale zurilickzufihren. DaB dieser Anstieg beil
Cystamin-geschiitzten BU-Phagen Jjedoch nicht auftritt - der
Schutzfaktor nimmt sogar leicht ab - kann mit der oben
herangezogenen Hypothese zur Deutung der BU-Desensibili-
sierung im Wasser verstanden werden. Die schadigenden und
fliir den Temperatureffekt mit verantwortlichen Wasserradi-
kale reagieren bei T1-BU-Phagen und ansteigender Tempera-
tur mit groBerer Wahrscheinlichkeit mit den Bestrahlungs-~
produkten des BU als mit dem Biomolekil. Dadurch ist der
Prozentsatz an Wasserradikalen, der durch Reaktion mit
Cystamin unsch8dlich gemacht wird (Schutzmechanismus) bei
BU-Phagen kleiner als bei T1-Phagen, wie es auch aus
Tabelle III ersichtlich wird. Dieser interessante Effekt
wurde bisher noch nicht gemessen, da er erst oberhalb

von 300 °K merklich in Erscheinung tritt und die in der
Literatur angegebenen Temperaturen flr Untersuchungen

an T1 und T1-BU-Phagen 300 °K nicht iberschreiten.

Der im Eis und im Trockenen auftretende Temperaturein-
fluBl bei der Sensibilisierung kann auf temperaturabhin-
gigen Reaktionen von Radikalen beruhen, die bei der di-
rekten Wirkung der Strahlung auf das Bromuracil entstehen
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und entweder weiter reagieren (zusitzliche indirekte Schi-
digung) oder rekombinieren. Bei den tiefsten Temperaturen
kann die Sensibilisierung mit dem Auftreten zusdtzlicher
direkter Effekte am Bromuracil im Vergleich zum Thymin der
normalen Phagen verstanden werden. Dies steht auch im Ein-
klang mit den vorhin erwdhnten Ergebnissen von Miller,
Kohnlein und Zimmer (1963 ) wonach fiir die Radikalerzeugung
am Bromuracil ein wesentlich geringerer Energiebetrag er-
forderlich ist als bei Thymin.

Fir die Erklarung der bei Anwesenheit von Cystamin ein-
tretenden Schutzwirkung gegeniber ionisierender Strahlen
soll auf die Radikalfanger-Eigenschaften von schwefelhal-
tigen Substanzen (Braams, 196%, Hotz, 1965) hingewiesgsen
werden. Um das Modell von Braams (1963) zur Erklarung
unserer Ergebnisse anzuwenden, muB seine Glltigkeit er-
weitert werden, da es urspriinglich fir trockene Enzyme und
SH~haltige Schutzsubstanzen entwickelt wurde. Da es nach
Hotz (1965) wahrscheinlich ist, daB Cystamin (-SS-) und
Cysteamin (~SH) nach dem gleichen Mechanismus schiitzen
und Braams die Gliltigkeit seiner Modelle auch bei Anwesen-
heit von Wasser filir méglich h&lt, soll versucht werden,
den Cystaminschutz im Trockenen und in Suspension nach
diesem "verallgemeinerten Modell" zu diskutieren.

Die Schutzwirkung.im Trockenen bei normalen T1-Phagen

kann mit der Reaktion nach Gleichung (5) verstanden wer~
den. Dabei missen nicht notwendig alle erzeugten H-Radikale
beseitigt werden, was nach dem bei einer 0.1 m Cystamin-
konzentration beobachteten maximalen Schutzeffekt (Hotz,
1966) theoretisch zu erwarten wire, denn es ist auch denk-
bar, daB die Cystaminmolekiile aus sterischen Grinden nicht
an alle strahlenempfindlichen Stellen im Phagen gelangen
kénnen, wobei es dann den dort erzeugten H-Radikalen trotz
Cystaminanwesenheit gelingen kann, durch Diffusion weiteren
Schaden zu verursachen. Diese H-Radikale, sowie die weiteren
nicht durch Cystamin schiitzbaren radikalischen und nicht-
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radikalischen Spezies sollen dann mit fir den Temperatur-
effekt verantwortlich sein.

Fiir den im Eis an normalen Phagen gemessenen Schutzfaktor
wird der gleiche Mechanismus angenommen, jedoch mit dem
Zusatz, dal ein groBer Teil des Cystamins auch mit den

im Wasser zusitzlich neben den am Biomolekiil gebildeten
H-Radikalen reagiert, die normalerweise rekombinieren,

da sie wegen der kurzen Diffusionsléngen im Eis nicht bis
zu den Phagen gelangen konnen. Zum ermittelten Schutzfak-
tor tragen daher diese im Eis zusatzlich ablaufenden Reak-
tionen nicht bei, da die bei der Wasserradiolyse gebilde-
ten Radikale auch bei Anwesenheit von Cystamin zum groBten
Teil vor der zum Nachweis der Strahlenschadigung erforder-
lichen Erwdrmung der Untersuchungsobjekte bereits rekom-
biniert haben. Findet die Bestrahlung jedoch oberhalb des
Gefrierpunktes statt, so steigt die Diffusionslénge der
Wasserradikale mit zunehmender Temperatur an, die Phagen
konnen also bei ansteigender Temperatur in zunehmendem
MaBe auch von weiter entfernt gebildeten Radikalen ange-
griffen werden, womit der auch beobachtete Anstieg der
Strahlenempfindlichkeit erklart werden kann. Bei Anwesen-
heit von Cystamin tragen dann in diesem Temperaturbereich
mit wachsendem Anteil auch die Reaktionen von Cystamin
mit den Wasserradikalen zum Schutzfaktor bei, die im Eis
keinen Beitrag geben (begrenzte Diffusionslénge, siehe
ohen).

Bei Anwesenheit von Bromuracil (BU) in der Phagen-DNS
wird im Trockenen durch Cystamin ein um 50 % groBerer
Schutzfaktor als bel Abwesenheit dieser Substanz erreicht.
Zur Klarung dieses Ergebnisses kann angenommen werden, daf
nach BU-Einbau zus&tzliche Radikale erzeugt werden, die
bei Zugabe von Cystamin durch eine Reaktion mit diesem
Schutzstoff unschddlich gemacht werden. Es besteht wei-
terhin die Mb'glichkei‘b3 daBl die gebildeten H-Radikale mit
einer groferen Reaktionsrate mit dem eingebauten BU rea-
gieren, als wenn sich an seiner Stelle Thymin in der DIS
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befindet. Bei dieser Annahme wirden prozentual mehr H-
Radikale fur auftretende Schidden bei T1-BUDR-Phagen als
bei normalen T1-Phagen verantwortlich sein. Daher kann
durch Hinzufigen des ﬁ—scavangers Cystamin ein im Ver-
gleich mit normalen Phagen erhchter Schutzfaktor erwartet
werden, da mehr weggefangene H-Radikale potentielle Schi-
diger sind.

Im Fis tritt dieser zusitzliche Schutz (BU-Desensibili-
sierung) nicht oder nur in stark reduziertem AusmaB auf.
Als Folge der soeben postulierten hohen Reaktionsrate
zwischen ﬁ und BU und der durch den groBen UberschuB an
Wassermolekiilen reduzierten Cystaminkonzentration tritt
im Fis die Schutzreaktion ﬁ + CSSC gegeniber der schadi-
genden Reaktion ﬁ + BU in den Hintergrund.

Bei T1-BUDR-Phagen im Fliissigen wird im Gegensatz zum Eis
bei Anwesenheit von Cystamin eine zus8tzliche Desensibili-
sierung gefunden. Oben wurde dieser Effekt damit erklart,
daB eine oberhalb des Gefrierpunktes einsetzende Reaktion
der Bestrahlungsprodukte des Wassers mit den durch die BU-
Substitution zusHitzlich gebildeten schidigenden Bestrah-
lungsprodukten angenommen wurde.

Mit Cysteamin beschreiben Hotz und Zimmer (1963%) einen
dhnlichen Effekt an T4-BUDR-Phagen. Die Autoren nehmen
an, daB offenbar nur im Flissigen ein Produkt entsteht,
welches durch eine chemische Reaktion mit Cysteamin fir

eine Schadigung unwirksam gemacht wird.

Zum SchluB soll noch auf ein interessantes Ergebnis iber
den EinfluB des Bauerstoffs bei der Bestrahlung\von.Phégen
in Suspension hingewiesen werden. In Arbeiten von Howard-
Flanders et al. (196%) und Hotz.(1966) wurde festgestelldb,
daB die sensibilisierende Wirkung von Sauerstoff bei der
Bestrahlung von T1-Phagen mit Schutzstoff nach Uberschrei-
ten einer Mindestkonzentration dieses Schutzstoffes
(Mercaptoethanol, Cysteamin, Cystamin) aufgehoben werden
kann. Howard-Flanders et al. geben an, daBl auf Grund der
unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten von Schutz-
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stoff- und Sauerstoffmolekiilen mit den gebildeten Radi-~
kalen das molare Verhdltnis von Schutzstoff zu Sauerstoff
im Bestrahlungsmedium 30:1 betragen muB, wenn beide Reak-
tionen mit gleicher Wahrscheinlichkeit ablaufen sollen.
So0ll die Reaktion des Sauerstoffs mit den Radikalen unter-
driickt werden, muB ein grdBerer UberschuB (> 30:1) an
Schutzstoffmolekiilen vorhanden sein. In unserem Fall wird
ein derartiger UberschuB mit einer O.M1-molaren Cystamin-
konzentration bei T4-Phagen in 4 % NB bei Zimmertemperatur
erreicht. Bestrahlungen mit und ohne Sauerstoffatmosphire
bedingen in diesem Medium keine Anderung der D57—Werteo
Beim Ubergang zu tieferen Temperaturen (195 °K) wird aller-
dings bei unseren Messungen wieder ein Sauerstoffeffekt

an cystamingeschiitzten T1-Phagen beobachtet. Die Strahlen-
empfindlichkeit steigt beim Ubergang von einer Ng—gesét—
tigten T1-Phagensuspension zu einer Oe-geséttigten beil
O.1-molarer Cystaminkonzentration um 40 % an. Dies ist
ohne weiteres einzusehen, wenn man berucksichtigt, daB
sich die Reaktionsraten von Cystamin mit den sch&digenden
Radikalen sowie die entsprechende Resktion mit Sauerstoff
beim Ubergang zu tiefen Temperaturen verschieden stark
andern. Die Cystaminmolekiile sind wesentlich gréBer als
die Schutzstoffmolekiile, letztere kSnnen daher auch bei
tieferen Temperaturen leichter diffundieren als dies den
Schutzstoffmolekiilen méglich ist. Eine entsprechende Er-
hohung der Cystaminkonzentration sollte auch in diesem
Temperaturbereich die sensibilisierende Wirkung des
Schutzstoffes kompensieren kdnnen.

V. Zusammenfassung

Es wurden mit 6OCo-—Y--Strahlén Untersuchungen am Coli~

Phagen T1 ausgefithrt. In Abhangigkeit von der Temperatur,
die im Bereich von 4.2 °K bis 330 °K variiert werden
konnte, wurde untersucht, in welcher Weise die Strahlen-
empfindlichkeit durch die An- und Abwesenheit von Wasser,
die An- und Abwesenheit des Schutzstoffes Cystamin und



- 49 -

die Sensibilisierung durch BU~Einbau in die Phagen-DNS be-
einfluBBt werden kann.

Im genannten Temperaturbereich dndert sich bei Abwesen-
heit von Wasser (Trocken) die Strahlenempfindlichkeit um
c2., einen Faktor 2, wahrend bei Anwesenheit von Wasser
(Suspension) diese Anderung im Durchschnitt fast eine
GroBenordnung betradgt. Die hohere Empfindlichkeit im
zweiten Fall wurde mit der zusdtzlich schddigenden Wir-
kung der bei der Radiolyse des Wassers entstehenden Bestrah-
lungsprodukte erklart. In Suspension wurde gefunden, dafll
die Strahlenempfindlichkeit unterhalb des Geffierpunktes’
davon abhingt, auf welche Art die Bestrahlungstemperatur
erreicht wird, wobel ebenfalls der Titer der Phagensus-
pension eingeht. Die Ursache dieses Effektes wurde auf die
verschiedenen Kristailstrukturen des Eises und die begrenz-
ten Diffusionslangen der Bestrahlungsprodukte des Wassers
zurickgefihrt.

Wird die Temperaturabhéngigkeit der Strahlenempfindlich-
keit S in Form des sogenannten Arrheniusplots ausgewertet,
so erhdlt man Aktivierungsenergien im Bereich O bis 6
kcal/Mol, denen verschiedene fiir die Inaktivierung des
Phagen verantwortliche Reaktionen zugeordnet werden konnen.
In allen untersuchten Fallen kann die Strahlenempfindlich-
keit als Funktion der Temperatur durch Uberlagerung eines
temperaturunabhangigen und eines aus zwel Komponenten be-
stehenden temperaturabhiangigen Anteils dargestellt werden:

~E! /RT -E"/RT
§ =8, (1+Fe * + e @) Mrag™]

Es wurde zum ersten Mal gezeigt, daB diese Abhingigkeit
auch bei Anwesenheit von Wasser gilt.

Durch die Untersuchungen bis zu Temperaturen des flissi-
gen Helitms (4.2 %K) konnte sowohl im Trockenen als auch
in Suspension das mdgliche Vorliegen einer bisher an keinenm
organischen Objekt beobachteten kleinsten Aktivierungsener-
‘gie von 0.38 kcal,/M>l gezeigt werden.



- 50 -

Die 1 kcal-Komponente im Trockenen sowie die in Suspen-
sion auftretenden 2,8 - 5,3 kcal/M>l stimmen sehr gut
mit den von verschiedenen Autoren an einer Reihe von or-
ganischen Objekten gemessenen Aktivierungsenergien iiber-
ein. Es besteht daher Grund zur Annahme, dal unseren Re-
sultaten eine Uber den speziellen Fall des T1-Fhagen
hinausgehende allgemeine Bedeutung fir den Mechanismus
der Strahlenschddigung an organischer lMaterie beigemes-
sen werden kann.

Bei Anwesenheit von Cystamin wird unter allen Versuchs-
bedingungen eine Schutzwirkung erhalten, die mit einem
verallgemeinerten Modell von Braams (1963) qualitativ

gedeutet werden kann.

Wird in der T1-DNS das Thymin durch Bromuracil (BU) er-
setzt, so tritt eine Sensibilisierung gegeniiber Y-Strah-
len auf, die durch Cystaminanwesenheit wahrend der Be-~
strahlung teilweise reduziert wird. Oberhalb Zimmertem-
peratur geht die Sensibilisierung bei suspendierten T1-
BU~-Phagen sowohl bei An-~ als auch bel Abwesenheit von
Cystamin nahezu vollstandig zurlick. Diese Ergebnisse wer-
den mit dem Ablaufen spezieller Radikalprozesse gedeutet.
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Tabellen und Abbildungen



Tabelle I: Zusammenstellung der an T1-Phagen im Tempera-
turbereich 4,2 °g - 330 °K ermittelten Akti-

vierungsenergien.
kcal/Mhl
Suspension
~(0) 1) (2) (3)
Ea Ea Ea Ea
T1 ' (8,1) 0 0.42 - 4,1
T1-CSSC (8,L) 0 0.42 - 2.8
T1-BUDR (8,1) 0 0.42 - 3.0
T1-BUDR-CSSC (S8,L) 0 0.42 - 5.3
Trocken
71 . o 0.35 1.0 -
T1-CS3SC 0 0.35 1.0 -
T1-BUDR 0 0.35 1.0 -
T1-BUDR-CSSC 0 0.35 1.0 -




Tabelle IT: Mathematische Beschreibung der Temperaturabhingigkeit der Strahlen-

enpfindlichkeit S = 1/D37 nach der Arrheniusdarstellung.

| Suspension
T1-BUDR (s) S =3,2 (1+4,0 ¢ 420/RT ¢ + 210 e 2000/RTy 3 o™
71-BUDR (1) S=2,6 (1424 e420/RT g + 630 e3000/RTy ypog-
T1-BUDR.CSSC (8) S =1,7 (1 + 4,0 e”42°/RT +C + 4000 e“53°°/RT) Mrad™
T1-BUDR-CSSC (L) S =1,4 (1 + 3,9 9'42°/RT + 0 + 7000 e'53°O/RT) Mrad~
1 (s) S=2,2 (1+4,1 420/RT 4 + 3400 2~4100/RTy g
™ (L) S=1,9 (1+ 1,8 §'420/RT + 0 + 4900 e'41OO/RT)'Mrad-
T1-CSSC (s) S=1,4 (1 + 2,4 o~420/RT + 0 + 160 e’ZBOO/RT) Mrad~
T1-CSSC (L) S =1,1 (1+2,2 o 420/RT + 300 e"2800/RTy yos-
Trocken
T71-BUDR S 2,0 (1+1,7 e 350/BT 5 ¢ o=1000/RT oy yppq~
71-BUDR-CSSC S = 0,75 (1 4 2,2 359/ 4 5 o~1000/RT oy ypgq-"
1 S=1,2 (140,85 ¢ 390/RT | 5 5 g=1000/RT oy po oy
71-CSSC S = 0,70 (1 + 0,86 e~ 390/BT | 3. o o=1000/RT oy jrgq-




Tabelle IIT: Schutzfaktoren bei Anwesenheit von Cystamin
(0.1 Mol) wBhrend der Bestrahlung von T1-
Phagen.

Quotiesten der | g [og] | (Mitrelwert Trocken
37 : aus L, 8)
4.2 1.60 1.70
77 1.60 1.80
113 1.75 1.90
T4-CSSC 195 1.65 1.70
T 253 1.80 1.90
273 2.5 1.80
200 3.0 1.80
530 3.7 1.90
4.2 1.90 2.70
77 1.90 2.70
113 1.85 2.50
T4 -BUDR~-CSSC 195 1.60 2.60
T4-BUDR 253 2.10 2.80
273 Z,40 2.80
%10 3,20 2.50
330 %.20 2.40




Tabelle IV: Sensibilisierungsfaktoren bei Bestrahlung

BU-substituierter T1-Phagen.

ngti fg’g:gnder T [°K] %ﬁgigﬁggt Trocken
37 aus L, S)
4.2 1.50 1.70
77 1.50 1.80
7 113 1.65 1.80
5;:5555 195 1.80 2.20
233 1.90 2.20
27% 1.50 2.40
293 1.35 2.30
323 1.10 2.30
330 ~1.0 2.40
4,2 1.25 1.08
77 1.25 1.20
'T1-CSSC 113 1.60 1.40
T4-BUDR~CSSC 195 1.75 145
233 1.55 1.50
273 1.10 1.50
330 1.10 1.80




Tabelle V: Schutzfaktoren durch Wasserentzug.
D57 bei Abwesenheit von Wasser
m [°k] D57 beli Anwesenneit von wasser
71 T1-CSSC T1-BUDR T1~-BUDR-CSSC

330 10 5 4.2 3.1
293 5.2 3.7 3.0 2.5
232 T4 2.0 1.1 2.7
195 1.5 1.7 1.1 2.1
77 1.5 1.7 1.2 1.9
4.2 1.5 1.6 1.3 1.9




Tabelle VI: Dy, fiir die Inaktivierung von T1-Phagen

in Suspension.

890 (720)

D35 [kradl
T [9K] T T1-CSSC ™-BUDR | T1-BUDR-CSSC
L - Werte (8 - Werte)

330 28 140 126
523 _ A 44
313 65 171 163
303 53
293 77 198 57 180
273 93 233 61 213
253 190 340 114 247
233 306 (320) 400 (385) 174 (158) ; 257 (248)
213 344 (272) 490 (465)i 182 (162) | 276 (240)
195 | 332 (240) 520 (410)i 200 (126) | 284 (237)
113 435 (275) 680 (555); 245 (178) | 409 (360)
77 | 480 (360) 750 (600)] 320 (242) i 580 (488)
20 (315)

4.2 BHO (460) 360 (315) i 695 (590)




Tabelle VII:

Dzs

fliir die Inaktivierung von T1-Phagen

im Trockenen.

.
D3o) Lxradl
7 [°x] T T1-CSSC T4-BUDR | T1-BUDR-CSSC
Trocken
325 385 710 168 395
300 395
273 412 750 174 498
2%2 435 815 194 545
195 510 870 233 600
144 610 1070 325 847
114 660 1240 265 895
77 720 1310 406 1110
4.2 820 1420 490 1310




Tabelle VIIl:. Zusammenstellung der an biologischen Objekten ermittelten Aktivierungsenergien.

(fehlt = untersucht, tritt jedoch nicht auf;

nicht méglich).

- = Apgaben wegen fehlender MeBpunkte

Objekt Strahlung Messung Agtivieruggsenergieg kcal/Mgl Referenz
0 1 2 3
Trocken
Glycin 33.MeV-¢» | Radikale 0 - 0.8 - Henriksen 66
" 100-MeV-C " 0 - 1.2 - "

" 330-MeV-Ar n 0 - 0.9 - " |
Ribonuclease 60-Co-y Inakt. fehlt - 1 - Gynther u. Jung 67
" 6O-CO-Y " " - 1 - " "

: % T T N B BT N 1 Rae AU
" 2-MeV-d " 0 - 1.05 - Giinther u. Jung 67
" 1,4-keV-p " o fehlt fehlt - Jung 66
" 3-MeV-e " c - 1.06 6.1 Filuke 65
" 6,5-MeV-e” | Radikale 0 - 1,1 - Henriksen 65
Lysozyn 3-MeV-e | Inakt. © - 0.62 .54 i Fluke 65
" 6,5-MeV-e~ | Radikale o - 1,2 6.6 Henriksen 65
! 33-MeV-o " 0 - 1 " 66
" 100-MeV-C H o] - 1 " 66
Trypsin 6,5-MeV-e~ " o - 1,45 - " 65
" 18-MeV-d Inakt. o fehlt 1.1 4.5 Brustad 64
" 33-MeV-q " 0 " 1.2 5 "

Fortsetzung nidchste Seite




Fortsetzung Tabelle VIIIL

Trypein

Invertase

"
¢X-174~Phagen

" + C33C
T1.-Phagan

"

" + C3SC
T1~-BUDR~Phagen

" + €Ss¢C
T1~Phagen

" + €83¢C
T1-BUDR-Phagen

" + C8sC
Sporen v.B.megaterium
Pelyathylen

Hyaluronidase

90-MeV.-B
100-MeV-~C
116-MeV-Ne
330-MeV-Ar
350-MeV~Ar
4-eV.-d
8--Me Vg
2-MeV-p
2-MeV-p
3,8-MeV-d
2-MeV-p
2-MeV-p
2-MeV-p
2-MeV-p
60-Co-y
60-Co~y
60-Ci-y
60~Cn-y
50-kV-X
60-Co-y
1-3-MeV-e_

Inakt.

t
1)

"

Radikale
Inakt °

1"

cCross-—
links
Inakt,

fehlt

0.35
0.35
0.35
¢.35

0.9 2.9 Brustad 64

1 3,1 n

1 3. 7 "

1 3 n

1.3 - Henriksen 66

1 6 Pollard et al., 52

0.96 6. t " "

1 - Ginther u,- Hermann 67

1 - 1 1"
fehlt 5.4 Adams u. Pollard 52

1 - Hermann 66

1 _ 1

1 - 1"

1 _ "

1 - diese Arbeit

1 - " 1"

1 - " "

1 - " 1"

1.06 - Webb et al, 58

1 - Chapiro 64

1,12 - Vollmer-Fluke 67

Fortsetzung nichste Seite




Fortsetzung Tabelle VIII

Suspension
T2r-Phagen-Eycoli-~
Komplex
T1-Phagen

"+ CSSC
T1-BUDR-Phagen
"+ C3SC

60—CO-Y
60-Co=y
60—00-y
60-Co-y
60-Co~y

Inakt,

o O o o

0.42
0.42
0.42
0.42

5.6

4,1
2.8
3.0
5.3

Shalek et al. 67

diese Arbeit




Tabelle IX:

Verhéltnisse der Inaktivierungskonstanten S bei zwei verschiedenen Temperaturen
fiir trockene T1- und @X-174-Phagen.

Strahlenempf. 2950K

Phage Strahlung Nachweis " 779K Referenz
1 MeV-Protonen: Inaktivierung 1. Hermann (1966)
y-Strahlen " 1. diese Arbeit
" ' " 1. Hotz u. Zimmer (1963)
T1+CSSC MeV-Protonen " 1.9 Hermann (1966)
y-Strahlen " 1.8 diese Arbeit
" " 1.65 Hotz u. Zimmer (1963)
T1-BUDR MeV-Protonen " 2.0 Hermann (1966)
y=Strahlen " 2.4 diese Arbeit
" " 2.2 Hotz u. Zimmer (1963)
T1-BUDR MeV-Protonen " 2.6 Hermann (1966)
+ CB88C y=Strahlen " 2.4 diese Arbeit
" " 2.0 Hotz u. Zimmer (1963)
@174 MeV-Protonen " 1.6 Ginther u. Hermann
@7, 174+CSSC " v 1.6 (1967)
gx-174 y-Strahlen " 2.4 Hotz (1965)




Abb. 1:

Anordnung fur Bestrahlungen am Linear-
beschleuniger.
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Abb. 2: Insktivierung von trockenen T1-Phagen mit
Y-Strahlen bei verschiedenen Temperaturen.
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Abb. 3: Imnaktivierung von trockenen T1~-BUDR-Phagen
nit yY-Strahlen bei verschiedenen Temperaturen.



=
==

1078

a 323 °K
2 195°K
x 177K
S VA

 T1-BUDR Trweken

3Mrad



Abb. 4: Inaktivierung von trockenen T1-Phagen mit
Y-Strahlen unter Zusatz von Cystamin bei
verschiedenen Temperaturen.
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Abb. 5: TInaktivierung von trockenen T1-BUDR-Phagen mit
Y-Strahlen unter Zusatz von Cystamin bei ver-
schiedenen Temperaturen.
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Abb. 6:

Insktivierung von suspendierten T1-Phagen mit

Y~-Strahlen bei verschiedenen Temperaturen.

L = langsames Abkihlen auf die Bestrahlungs-
temperatur

S = schnelles Abkithlen auf 77 °K und an-
schlieBende Bestrahlung bei angegebener
Temperatur
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Abbc 7

Inaktivierung von suspendierten T1-BUDR-Phagen

mit Y-Strahlen bei verschiedenen Temperaturen.

L = langsames Abkiihlen auf die Bestrahlungs-
temperatur

S = schnelles Abkiihlen auf 77 °K und an-
schlieflende Bestrahlung bel angegebener
Temperatur
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Abb. 8:

Inaktivierung von suspendierten T1-Phagen mit

Y~Strahlen unter Zusatz von Cystamin bei ver-

schiedenen Temperaturen.

I, = langsames Abkihlen auf die Bestrahlungs-
temperatur

S = schnelles Abkiihlen auf 77 °K und an-
schlieBende Bestrahlung bel engegebener
Temperatur
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Abb. 9:

Inaktivierung von suspendierten T1-BUDR-Phagen

mit y-Strahlen unter Zusatz von Cystamin bei

verschiedenen Temperaturen.

L = langsames Abkithlen auf die Bestrahlungs-
temperatur

S = schnelles Abkiihlen auf 77 K und an-
schlieBende Bestrahlung bei angegebener
Temperatur



T1-BUDR-CSSC

N4 3Mrad

107+

07t

Tm“”-

===

-4
10 :

- DosIS



Abb. 10: EinfluB des Schutzstoffes Cystamin auf die
o Inaktivierung trockener T41-Phagen durch
Y-Strahlen bei verschiedenen Temperaturen.
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Abb. 11: EinfluB des Schutzstoffes Cystamin auf die Inak-
tivierung suspendierter T1-Phagen durch Y-Strah-
len bei verschiedenen Temperaturen.
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Abb. 12: EinfluB des Wasserentzuges auf die Inaktivierung
von T1-Phagen durch Y-Strahlen bel verschiedenen
Temperaturen.
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Abb. 1%: EinfluB des Wasserentzuges auf die Inaktivierung
von T11-Phagen durch Y-Strahlen unter Anwesen-
heit von Cystamin bei verschiedenen Temperaturen.
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Abb., 14: Strahlensensibilisierung durch BU-Einbau in
die Phagen-DNS am Beispiel suspendierter
T1-Phagen (I-Wert).
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Abb., 15: Abhdngigkeit der Strahlenempfindlichkeit (S=4/957)
von der Temperatur bel vY-bestrahlten T1-
Phagen unter Anwesenhelt von Cystamin.

S-Wert: schnelles Abkihlen der Suspension auf
77 °K, anschlieBende Bestrahlung bei
angegebener Temperatur

L-Wert: langsames Abkihlen der Suspension auf
Bestrahlungstemperatur

Trocken: Entzug von Wasser aus suspendierten
T1-Phagen durch Gefriertrocknen
(36 Std. bei 1072 Torr)
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Abb. 16: Abhdngigkeit der D57 bel suspendierten T4-Phagen
von der Temperatur. Bestrahlung mit Y-Strahlen
bei An- und Abwesenheit von Cystamin.
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Abb., 17: Abhdngigkeit der‘D5,7 beil suspendierten T1-BUDR-
Phagen von der Temperatur. Bestrahlung mit
Y-Strehlen bei An- und Abwesenheit von Cystamin.




300
800

700
600

L 500
¥

= 30

9
=< 200 |

£l

v T1-BUDR-CSSC|
v T1-BUDR

(Suspension(L-wert)

100
Temperatyr ——=

Alll

WK




Abb. 18: Abhdngigkeit der D5,7 bei trockenen T1-Phagen
von der Temperatur. Bestrahlung mit Y-Strahlen
bei An- und Abwesenheit von Cystamin.
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Abb.

19:

Potentialverlauf bei Reaktionen mit exponen-
tieller Temperaturabhidngigkeit. Bedeutung der
Aktivierungsenergie

Ei

]

Aktivierungsenergie filir Hinreaktion

A
(Anfangszustand ———> Endzustand)
EY = Aktivierungsenergie fur Ruckreaktion
A
(BEndzustand ——>» Ausgangszustand)
Q = Warmetonung der Reaktion
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Abb. 20: Verlauf der Strahlenempfindlichkeit (S = 4/D57)
mit der Temperatur (Arrheniusdarstellung) bei
trockenen T1-Phagen.
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Abb. 21: Verlauf der Strahlenempfindlichkeit (S = ’{/D57)
mit der Temperatur (Arrheniusdarstellung) bei
suspendierten T1-Phagen (L-Werte).
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Abb. 22: Separierung der die Temperaturabhingigkeit be-
stimmenden Anteile bei der Arrheniusdarstellung

gemdB der Gleichung:
—Eé/RT —EQ/RT -1
S = So(ﬂ + F' e + F" e ) Mrad

fur trockene T1-BU-Phagen.
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Separierung der die Temperaturabhingigkeit be-
stimmenden Anteile bei der Arrheniusdarstellung
gemdl der Gleichung:
fEé/RT

‘ » ~E!'/RT
S:SO(/!'FF'G

+ F" e ) Mrad” !

fir suspendierte T1-Phagen bel Anwesenheit von
Cystamin.
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Abb. 24:

Arrheniusdarstellung fiir suspendierte T1-Phagen.



062

00¢

oGl

00l

~<—— [,)] L/000L
05

> B

U3ya04|

1M1 a
LaISUaasng ﬁ O

¥009-11

0¢



Abb. 25:

Arrheniusdarstellung fiir trockene und suspen-

dierte T1-Phagen. EinfluR des Phagentiters bei

Bestrahlung.

L = langsames Abkihlen auf die Bestrahlungs-
temperatur

S = schnelles Abkihlen auf 77 °K und anschlieBende
Bestrahlung bei angegebener Temperatur
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Abb. 26: Unabhangigkeit der Strahlenempfindlichkeit wvon
der Dosisleistung bei T1-Phagen (Beispiel:
suspendierte T1-BU-Phagen).
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Abb. 27: Unabhingigkeit der Strahlenempfindlichkeit wvon
der Gute des Vakuums bei trockenen 'I‘"’l'—Phagerl°
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