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10 Einleitung

10 Die zeitlichen Phasen der Strahlenwirkung

In der naturwissenschaftlich orientierten Strahlenbiolo
gie werden Strahlenwirkungen als Funktion der Dosis unter
suchto Je nach Anlage des Experiments können sehr ver
schiedenartige Effekte als Kriterium für das Auftreten
einer Strahlenwirkung angesehen werden: zoBo die Inakti
vierung eines Enzymmoleküls, der Verlust der Replikations
fähigkeit von DNS oder Viren, das Auslösen einer Mutation,
das Abtöten einer Zelle oder eines Organismus, USWo Bis
es jedoch zu einer beobachtbaren Veränderung eines Makro
moleküls oder einer Zelle kommt, läuft im Anschluß an die
Strahlenabsorption eine ganze Reihe von Reaktionen nach
einander wie auch nebeneinander ab, wodurch recht kompli
zierte Ereignisketten zustandekommeno Bei dem Versuch,
die Entwicklung eines Strahlenschadens in möglichst vielen
Einzelheiten zu verfolgen, ist es interessant und auf
schlußreich, diese komplexe Folge von Reaktionen zwischen
Strahlenabsorption und beobachtetem biologischem Schaden
in charakteristische zeitliche Abschnitte zu zerlegen
(Platzman 1958, Hart u. Platzman 1961, Platzman 1962~):

Während der ersten oder physikalischen Phase (vgle Abbo1)
der Strahlenwirkung wird von elektrisch geladenen schnell
bewegten Teilchen Energie an die durchstrahlte Materie
übertragene Dabei entstehen zum überwiegenden Teil elek
tronisch angeregte oder ionisierte Moleküle, die sich
in einer äußerst ungleichmäßigen räumlichen Verteilung
befindeno

Diese Primärprodukte sind gewöhnlich sehr instabil und
reagieren sofort weiter entweder spontan oder bei Stößen
mit Molekülen ihrer Umgebung, wobei reaktionsfähige
Produkte, gewöhnlich freie Atome und Radikale entsteheno
Diese zweite oder physiko-chemische Phase kann aus einer
einzigen Reaktion bestehen oder aus einer komplexen Folge
von Reaktioneno Viele der beteiligten Wechselwirkungen
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treten in anderen Zweigen von Physik und Chemie nicht
auf, einige wenige sind von der Photochemie her bekannto

Wenn das System schließlich das thermische Gleichgewicht
erreicht hat, tritt es damit in die dritte oder chemische
Phase eino Hier setzen die aktivierten Moleküle die Reak
tion untereinander oder mit ihrer Umgebung forte Wenn
diese Veränderungen im zu untersuchenden Objekt selbst,
zoBo in einem DNS-Molekül, als Folge der Strahlenabsorp
tion auftreten, dann bezeichnet man das als direkte Strah
lenwirkun~o Es können aber auch. reaktionsfähige Produkte
in der Umgebung eines Makromoleküls entstehen; falls
sich die betrachteten Moleküle in wässriger Lösung befin
den, sind das zoBe Wasserradikale und hydratisierte Elek
troneno Diese reaktionsfähigen Species diffundieren zu
den gelösten Makromolekülen und reagieren mit ihnen unter
Ausbildung einer Schädigungo In diesem Fall spricht man
von indirekter Strahlenwirkun~ (vglo Abbo 1)0

Unabhängig davon, auf welchem Weg sie erzeugt wurden,
können molekulare Veränderungen, falls sie in einem biolo
gischen Objekt auftreten, dieses System stören oder ver
ändern, wobei sich im Verlauf der biologischen Phase die
schließlich zu beobachtende biologische Wirkung ausbildet
(vglo IlVerstärkertheorie der Organismen", Jordan 1948)0
In dieser Phase kommt dem Stoffwechsel des betroffenen
Organismus bei der Entwicklung eines Strahlenschadens eine
besonders große Bedeutung zu (vglo Abbo 1); die Primär
prozesse der Strahlenabsorption spielen hier nur noch die
Rolle von kleinen Defekten innerhalb des Gesamtorganismus,
wobei Art und Größe einer Strahlenschädigung sehr stark
davon abhängen, ob diese Defekte repariert werden oder
ob sie vergrößert werden, wenn die "Maschine" versucht,
unter gestörten Bedingungen zu arbeiteno

Die einzelnen Phasen sind selbstverständlich nicht streng
von einander abzugrenzeno Sie sind aber trotzdem eine
gute Hilfe, die komplexe Folge von Prozessen, die nach
der Absorption von energiereichen Strahlen abläuft, etwas
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überschaubarer und damit der Diskussion leichter zugäng
lich zu machenc Charakteristisch ist, daß jede Phase sehr
kurz ist im Vergleich zu der nachfolgenden, doch hängt die
Zeitdauer der einzelnen Phasen sehr stark von dem bestrahl
ten System abc Die nachfolgende Zusammenstellung vermittelt
einen Eindruck von der Größenordnung dieser Zeiten in einem
wässrigen System:

Physikalische Phase, Dauer etwa 10-13 sec
Physiko-chemische Phase, Dauer etwa 10-10 sec
Chemische Phase, Dauer etwa 10-6 sec
Biologische Phase, Dauer bis zu mehreren Jahren

Die ideale strahlenbiologische Untersuchung müßte eine
eingehende Analyse enthalten, welche Primärprodukte in
der physikalischen Phase gebildet werden und welche Fol=
gereaktionen während der physiko-chemischen und chemischen
Phase auftreteno Ferner müßte eine solche Untersuchung
erklären können, auf welche Weise d,ie zu Ende der chemi
schen Phase als Folge der Strahlenabsorption entstandenen
molekularen Veränderungen die Lebensvorgänge eines biolo
gischen Objektes beeinflussen und wie es zur Ausbildung
eines beobachtbaren Strahlenschadens kommto

20 Die verschiedenen Epochen der Strahlenbiologie

Obwohl eine solche vollständige Beschreibung aller am
Zustandekommen einer Strahlenschädigung beteiligten Pro
zesse bis heute niemals erreicht worden ist, bleibt sie
nach wie vor das erklärte Ziel strahlenbiologischer For
schungo In der Vergangenheit benutzte man recht unter
schiedliche Untersuchungsmethoden, um dieses angestrebte
Ziel zu erreicheno Je nach Art des Vorgehens lassen sich~

verschiedene Epochen der Strahlenbiologie unterscheideno

Wie zu Beginn einer jeden neuen Forschungsrichtung herrsch
te in der Anfangszeit der Strahlenbiologie die rein des
kriptive Arbeitsweise vorc Diese qualitative Strahlenbio
logie erlangte jedoch keine besondere Bedeutung, weil man
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relativ frühzeitig anfing, quantitativ zu arbeiteno

Die Entstehung der guantitativenStrahlenbiologie könnte
man auf die Zeit kurz nach der Jahrhundertwende datieren,
etwa auf das Jahr 1908, in dem die Arbeiten von Bardeen,
Gager, Guilleminot uovon Regaud und Dubreuil erschieneno
Maßgebliche Impulse erhielt diese Entwicklung nach 1922,
als mathematisch-statistische Methoden in die bis dahin
überwiegend biologisch orientierte Forschungsrichtung
Eingang fanden (Blau und Altenburger 1922; Dessauer 1922,
'1931). Stark vereinfacht ließe sich die AJ::bei tsweise fol
gendermaßen beschreiben: Man untersuchte Strahlenwirkun
gen als Funktion der absorbierten Strahlungsenergie, dcho
als Funktion der Dosiso Aus der Form der erhaltenen Dosis
Effekt-Kurven versuchte man durch Anwendung mathematischer
Methoden Rückschlüsse auf die wirksamen Mechanismen zu
ziehen. Dieses Vorgehen führte zur Entstehung der Treffer
theorie, die sich in der Folgezeit, nachdem die physika
lischen Prozesse der Strahlenabsorption genauer bekannt
waren, zur Treffbereichstheorie weiterentwickelteo Diese
Entwicklung erreichte ihren Höhepunkt 1946/47, als die
beiden aus gemeinsamen Diskussionen aber dann wegen der
Kriegsereignisse unabhängig entstandenen Bücher von Lea
(1946) und von Timofeeff-Ressovsky und Zimmer (1947) er
schienen, wodurch sich die Strahlenbiologie endgültig
als unabhängiger Zweig naturwissenschaftlicher Forschung
etablierte. Obwohl die quantitative Strahlenbiologie unser
Wissen von den wirkungen ionisierender Strahlen ungemein
erweiterte -- es sei hier nur an die glänzenden Erfolge
der klassischen Strahlengenetik erinnert --, wurde schließ
lich klar, daß diese Art des Vorgehe~s nicht geeignet war,
die zwischen Strahlenabsorption und biologischem Effekt
ablaufenden Reaktionsschritte vollständig aufzuklären 0

Es bildete sich daraufhin eine Forschungsrichtung aus,
die man als Strahlenbiologie der modifizierenden Parameter
bezeichnen könnte. Der Beginn dieser Entwicklung ist etwa
auf das Jahr 1945 zu datieren, wobei jedoch zu erwähnen ist,
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daß bis zu diesem Zeitpunkt schon zahlreiche Untersuchun
gen zu diesem Problemkreis bekanntgeworden waren~ Diese
Arbeitsrichtung basiert auf folgender Überlegung: Man
greift in den normalen Ablauf der Ereigniskette ein und
analysiert, wie sich die Endprodukte mit der Art des Ein
griffs verändern, in der Absicht, daraus den ungestörten
Zustand der Reaktionskette zu erschlieBeno In der Praxis
führte dieses Konzept dazu, daß man die Einwirkung von
Strahlen auf biologische Objekte in ihrer Abhängigkeit
von verschiedenen Parametern untersuchte, um durch Zusam
menstellung aller Befunde ein mosaikartiges Bild vom Zu
standekommen einer Strahlenschädigung zu konstruiereno In
einigen Laboratorien, wo diese Forschungsrichtung beson
ders konsequent verfolgt wurde, konzentrierten sich größere
Arbeitsgruppen auf ein einziges Untersuchungsobjekt (zoBo
Sporen von Bo megaterium), um daran alle nur denkbaren
physikalischen und chemischen Parameter durchzutesten
(vglo Powers 1962)0

Welche Fülle von Parametern bei Untersuchungen dieser Art
zu berücksichtigen ist, zeigt eindrucksvoll eine von
Korogodin (1966) zusammengestellte Tabelle (nach Zimmer
1967)0 In diesem auf Abbo 2 wiedergegebenen Reaktions
schema entspricht der erste Schritt bei der Entwicklung
eines Strahlenschadens etwa der physikalischen und physiko
chemischen Phase (vglo Abbo 1), der zweite der chemischen
Phase, während die beiden letzten als biologische Phase
anzusehen sindo Wie diese Zusammenstellung zeigt, gibt es
eine solche Vielfalt der Möglichkeiten, Strahlenwirkungen
durch Variation der Versuchsbedingungen zu modifizieren,
daß das angestrebte Ziel, die Aufklärung der Mechanismen
der Strahlenwirkung, nicht erreicht werden konnteo Das ist
insbesondere deshalb der Fall, weil von Art zu Art der
untersuchten Lebewesen ganz verschiedene der vielen Para
meter und überdies in unterschiedlichem Maße wirksam wer
den o Aus diesem Grunde verglich Hollaender (zitiert bei
Zimmer 1961) vor wenigen Jahren die Entwicklung der Strah
lenbiologie mit der llGeschichte eines Schlachtfeldes, auf
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dem nur Schlachten verloren wurdenlI, und 1966 zeigte
Haynes, daß selbst bei Einsatz modernster Computer keine
eindeutigen Interpretationen gefundener Ergebnisse mög
lich sindo

30 Bedeutung der physiko-chemischen Phase

Die vorstehend geschilderten Arbeitsmethoden haben den
gemeinsamen Nachteil, daß man von den beobachteten End
effekten einer Strahlenwirkung ausgeht und daraus rück
wärts die zeitliche Reihenfolge der abgelaufenen Reak
tionen zu erschließen versucht. Selbst wenn man relativ
einfache Moleküle als Untersuchungsobjekte verwendet,
kommt man mit dieser Methode selten weiter zurück als
bis zum Beginn der chemischen Phaseo Da hier in fast
allen Fällen die Grenze liegt, wird der Eindruck immer
weiter verbreitet, daß die Absorption energiereicher
Strahlung direkt zur chemischen Phase führt, doho zur
Bildung von Molekülfragmenten im thermischen Gleichge
wicht mit ihrer Umgebung; doch hat Platzman (1962) nach
drücklich darauf hingewiesen, daß diese Auffassung nicht
richtig isto Auf der anderen Seite sind die während der
physikalischen Phase ablaufenden Prozesse für die Zwecke
der Strahlenbiologie mit. hinreichender Genauigkeit be
kannt, und Bacq und Alexander (1961) halten es für un
wahrscheinlich, daß die weitere Entwicklung der Strahlen
physik einen besonderen Einfluß auf die Strahlenbiologie
gewinnen wirdo Dadurch ist die Situation entstanden, daß
die ersten Schritte der Strahlenabsorption relativ genau
bekannt sind und die zu Ende der chemischen Phase vor
liegenden Endprodukte wenigstens in einigen einfachen
Systemen quantitativ bestimmt werden könneno Dennoch ist
es bisher nicht möglich gewesen, daraus die gesamte Ereig
niskette zu erschließen, weil die dazwischen ablaufenden
Reaktionsschritte so komplexer Natur sind und von so
vielen Parametern abhängen (vglo Abbo 2), daß die zur
Verfügung stehende Information zu einem solchen Schluß
nicht ausreicht 0
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Auf Grund dieser Situation suchte man längere Zeit nach
geeigneten Untersuchungsmethoden, um mehr über die un
mittelbar auf die Strahlenabsorption folgenden physiko
chemischen Reaktionen zu erfahren (vglo Zimmer 1958, 1960)0
Als eine solche Methode erwies sich die Elektron-Spin
Resonanz-Spektrographie (ESR) , die 1955 zum ersten Mal
auf Biochemikalien (Gordy, Ard und Shields 1955) und zwei
Jahre später auf biologische Objekte (Zimmer, Ehrenberg
und Ehrenberg 1957) angewandt wurdeo Wie umfangreich das
während des letzten Jahrzehnts von dieser Forschungsrich
tung erarbeitete Material ist und welche allgemeingültigen
Folgerungen für die Aufklärung der Mechanismen der Strah
lenwirkung aus diesen Befunden gezogen werden können, ist
in einem Übersichtsreferat von Zimmer und Müller (1965)
ausführlich beschrieben wordeno Es gibt allerdings einen
grundsätzlichen und schwerwiegenden Einwand, der gelegent
lich gegen diese Art von Experimenten erhoben wird: Es
verstreichen nämlich zwischen der Erzeugung der freien
Radikale und ihrer Messung mindestens einige 11inuten, so
daß die primär erzeugten sehr reaktionsfähigen Radikale
schon abreagiert haben, ehe ihr Nachweis möglich ist und
nur die langlebigen Radikale durch die Messung erfaßt
werdeno Die Durchführung schneller Elektron-Spin-Resonanz
Messungen während der Bestrahlung, die diese Schwierigkeit
zum Teil umgehen könnten, sind bei gleichzeitig hoher
Empfindlichkeit technisch sehr schwierig, wenn nicht un
mögliche Damit bleibt das Problem ungeklärt, ob die mit
der ESR-l'1ethode nachweisbaren Radikale mit denjenigen
identisch sind, die den beobachteten biologischen Schaden
hervorbringen, oder ob diese langlebigen Radikale nur
harmlose Nebenprodukte der Bestrahlung sinde Zur Lösung
dieses Problems wurde kürzlich von Zimmer (1967) vorge
schlagen, die Bestrahlung und die ersten Messungen bei
der Temperatur des flüssigen Heliums durchzuführen und
dann unter langsamem Anwärmen den weiteren Reaktionsver
lauf qualitativ und quantitativ messend zu verfolgeno
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4. Energieübertragung bei derrrStrahlenabsorption

Eine andere Möglichkeit, um rriformation Über die physika
lische und physiko-chemische J?hasec-der Strahlenwirkung
zu sammeln, besteht '~arln:, die Wirkllngen der verschiede
nen Primärprozesse der Energieabsorption in biologischen
Systemen zu untersucheno Dazu ist es notwendig, kurz auf
die einzelnen Primärprozesse einzugehen, die während der
physikalischen Phase von Bedeutung sein können.

den meisten strahlen-·
zu beobachtenden Ver~,

änderungen unabhängig von der ~t der Primärstrahlung
praktisch aus?chließlich von geladenen Teilchen her o ~~nn

die Energie vo~ Röntgen- und v-Strahlung wird über ver
schiedene Prozksse (Photoeffekt, Comptoneffekt, Paarbil
dung) in kinetische Energie von Elektronen umgewandelt,
und Neutronen übertragen ihre Energie in elastischen
Stößen an Atomkerneo Von diesen schnellen geladenen Teil
chen wirkt eine elektrostatische Kraft für kurze Zeit auf
die in der Nähe der Teilchenbahn gelegenen Moleküle ein.
Die dabei übertragene Energie wird praktisch ausschließ
lich zur elektronischen Anregung~ bzwo Ionisation der
betreffenden Moleküle verwendet. Zwar können von einem ge
ladenen Teilchen auch Vibrations- und Rotationsniveaus
direkt angeregt werden, doch'sind die entsprechenden Wir
kungsquerschnitte um mehrere Größenordnungen kleiner als bei
Elektronenanregung, da die zu bewegenden Massen d~r;Atpme

groß gegen die Elektronenmasse sindo Überdies sinq;·die.
.. _, - ".'}.

in beiden Prozessen übertragenen Energiebeträge um einen
Faktor von 102 bzwo104 kleiner als die elektroni.schen .
Anregungsenergien,sodaß die dfrekte:,ÄIU':18i§\lin,g v<;?~ Vibra
tions- und Rotations·ni.veaus [ei'rle~bei_d-er,J;)i~:m;~sLionbiolo
gischer Strahlenschäderi-'völIi!g'>unbedel.1tende -.Art ,9,erAkti
vierung darstellt. Angeregte utld :ionisierte M01~~le.,sind
folglich die häufigsten J?rimär:rjrödukte';.die: i.p..9-er physi
kalischen Phase gebildet i;ieruen 0 Dabei· sindfip.pegung unct

Ionisation der Valenzschale wesentlich häufiger als Über-
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gänge in inneren Schalen, was sich mit Hilfe der sogo

optischen Näherung leicht zeigen läßt (vglo Platzman
1962a)0 Die Einzelheiten der beteiligten physikalischen
Prozesse sind 1/\Teitgehend bekannt und in zahlreichen
zusammenfassenden Arbeiten dargestellt (Fano 1952,1954,
1963; Platzman 1958, 1962a, 1967; Hart und Platzman 1961;
Hutchinson und Pollard 1961 ; Boag 1963, 1967)0

Elastische Kernstöße: Neben den beiden dominierenden
Primärprozessen, Anregung und Ionisation, gibt es noch
weitere Arten der Energieübertragung, mit denen man sich
in der Strahlenbiologie bisher noch nicht befaßt hatte,
wie zoBo Energieübertragung durch elastische Kernstößeo
Schon bald nach der Entdeckung der Uranspaltung zeigten
Corson und Thornton (1939) und Joliot (-1939) an Nebel
kammeraufnahmen, daß die von Kernspaltungsfragmenten her
rührenden Spuren sich durch eine äußerst hohe Ionisierungs
dichte sowie durch starke Verzweigung auszeichneno Die
Verzweigung der Spuren wurde elastischen Stößen zwischen
den schnell bewegten geladenen Spaltfragmenten und Atomen
des Füllgases zugeschriebeno Brostr~m, B~ggild und Laurit
sen (1940) untersuchten die Häufigkeit der auftretenden
Winkel in Abhängigkeit von der Länge der Teilchenbahn
zwischen Stoßort und dem Ende der Reichweite, doho in Ab
hängigkeit von der Energie der Teilcheno Auf Grund dieser
Messungen erarbeitete Bohr (1940, 1941) die Grundlagen
für das theoretische Verständnis des Beitrags, den elasti
sche Stöße bei der Absorption schneller geladener Teilchen
in Materie leisteno Die in der Folgezeit weiter ausgear
beitete Theorie (Bohr 1948) wurde später von Lindhard,
Scharff und Mitarbeitern (Nielsen 1956, Lindhard und Scharff
1964, Lindhard, Nielsen, Scharft, uoThomsen 1963, Lindhard,
Scharff und Schi~tt 1963) weiterentwickelt und verfeinerto
Die letztgenannten Autoren (Lindhard, Scharff und Schi~tt

1963) leiteten eine universelle Formel für das Kern-Ab
bremsvermögen ab, wobei sie ein Thomas-Fermi-Modellzur
Bestimmung der Abschirm-Effekte benutzteno In jüngster
Zeit beschäftigt sich eine Gruppe um Kistemaker ausführ-



- 10 -

lich mit der Physik elastischer Kernstöße (Kistemaker,
de Heer, Sanders und Snoek 1967)0

Bei elastischen Stößen zwischen Atomen erfolgt die
Wechselwirkung zwischen dem (abgeschirmten) Coulombfeld
des einfallenden Teilchens und dem (abgeschirmten) Cou
lombfeld des Kerns des beim Stoß beteiligten Atomso Aus
diesem Grunde vrird der angeführte Prozeß im allgemeinen
als I1Kernstoßlt bezeichnet", Gelegentlich wird unter "Kern
stOßIl (nuclear collision) auch die Auslösung einer Kern
umwandlung durch Beschuß mit schnellen Teilchen verstan
den (Fano 1954)0 Da IlKernstöße ll und ltKernreaktionen ll aber
so völlig verschiedene Vorgänge sind, erscheint es vor
teilhaft, sie auch in sprachlicher Hinsicht eindeutig
zu unterscheideno Kernstöße werden häufig auch als
l!elastische Stößel! bezeichneto Sie sind elastisch in dem
Sinne, daß die gesamte kinetische Energie des einfallenden
und des gestoßenen Atoms erhalten bleibt, was aber lucht
bedeutet, daß das einfallende Teilchen ohne Energieverlust
gestreut wirdo

Bei hohen Geschwindigkeiten v»vo (Bohr'sche Geschwindig

keit Vo = c/137 = e2/h = 20183 0108 cm/sec = Geschwindig
keit eines Elektrons in der tiefsten Bahn des Wasserstoff
atoms) verliert ein schweres geladenes Teilchen beim Durch
gang durch Materie nur sehr wenig seiner Energie bei ela
stischen Kernstößeno Dies gilt nicht mehr, wenn sich das
Teilchen so langsam bewegt (v-vo ) , daß seine Durchschnitts
ladung sich an Null annähert", In diesem Energiebereich
nimmt das elektronische Abbremsvermögen mit kleiner werden
der Ionengeschwindigkeit ab, da die Stöße mit den Atom
elektronen in zunehmendem Maße adiabatisch werden", Im

Gegensatz dazu nimmt der Energieverlust pro Weglänge durch
elastische Stöße stark zu, und zwar ungefähr wie ß-2

(ß = v/c)o Es wird folglich bei kleinen Ionengeschwindig
keiten eine kritische Geschwindigkeit geben, unterhalb
der durch elastische Stöße mehr Energie dissipiert wird als
durch Wechselwirkung zwischen dem einfallenden Ion und den
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Atomelektronen der durchstrahlten Materieo Nicht nur
schwere Ionen, auch Elektronen können durch elastische
Stöße Energie verliereno Allerdings sind die Stöße, bei
denen genügend Impuls übertragen wird, um ein Atom aus
seinem Molekülverband zu lösen, äußerst selteno Das gilt
auch dann noch, wenn die Energie der Elektronen so groß
ist, daß ihre Masse die Ruhmasse bei weitem übersteigto
Für Elektronen mit Energien unterhalb von 100 keV ist die
Schädigung eines Moleküls durch Kernstoß energetisch nicht
mehr möglicho Für Neutronen sind elastische Stöße mit
Atomkernen des durchstrahlten Materials der wichtigste
Primärprozeß bei der Energieabgabe, nur erfolgt hier die
wechselwirkung nicht über Coulomb- sondern über Kern
kräfte 0 Aus diesem Grunde kommt der Verwendung von Neu
tronen zur Erzeugung von Versetzungen in Festkörpern be
sondere Bedeutung zUo

Andere Prozesse: Neben Anregungen, Ionisationen und
elastischen Kernstößen gibt es noch eine Reihe weiterer
Prozesse, über die Strahlungsenergie an Materie über
tragen wird: zoBo Ionisierung der inneren Schalen mit
nachfolgender Auger-Kaskade; Umladeprozesse an positiven
Ionen, wobei das einfallende Teilchen ein Elektron in eine
äußere Bahn aufnimmt, um es bei nachfolgenden wechselwir
kungen wieder abzugeben; Mehrfachanregungen und Mehrfach
ionisationen, worunter im allgemeinen die gleichzeitige
Anregung (bzwc Ionisierung) mehrerer Elektronen in einem
einzigen Molekül durch dasselbe geladene Teilchen ver
standen wirdo Die biologischen wirkungen dieser Prozesse
sind bis jetzt noch nicht experimentell untersucht worden,
obwohl ihre Bedeutung für die Strahlenbiologie auf Grund
theoretischer Überlegungen bereits mehrfach diskutiert

wurde (Platzman 1952, Hart und Platzman 1961; Ore 1967)0
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50 Zielsetzung der vorliegenden Untersuchung

Die vorangegangene Betrachtung zeigt, daß der erste Schritt
in dem auf Abbo 1 dargestellten Schema, doho die Absorp
tion der Strahlung im bestrahlten Objekt, über mehrere ver
schiedenartige Primärprozesse verläufto Damit entsteht be
reits zu Anfang der Ereigniskette eine Mehrdeutigkeit, und
man muß annehmen, daß auf die verschiedenen Arten der
Energieübertragung auch unterschiedliche Reaktionsketten
folgen werdeno Damit rühren die zu Ende der chemischen
Phase nachweisbaren Veränderungen von mehreren Reaktions
ketten her, so daß die Ermittlung der wirksamen Mechanis
men außerordentlich erschwert wirdo Um diese Mehrdeutigkeit
auszuschließen, unternahmen wir den Versuch, die einzelnen
Primärprozesse zu trennen, um sie von einander unabhängig
untersuchen zu könnene Dazu mußten zunächst die experimen
tellen Voraussetzungen geschaffen werden, um aus den
"normalerweisell gemeinsam auftretenden Primärprozessen
alle bis auf einen einzigen zu eliminieren, so daß die zu
beobachtenden Wirkungen als Produkte einer einzigen, wenn
vielleicht auch verzweigten Reaktionskette anzusehen sinde
Durch dieses Vorgehen versuchten wir, das Reaktionsschema
auf Abbe 1 zumindest in der physikalischen Phase wesent
lich zu vereinfachen und die Möglichkeit zu schaffen, Un
terschiede in den Wirkungen der verschiedenen Primärpro
zesse aufzuklärene Um weitere Aufschlüsse über die in der
physiko-chemischen und chemischen Phase ablaufenden Reak
tionen zu erhalten, untersuchten wir außerdem den Einfluß
der Temperatur auf die Strahlenempfindlichkeite Die dabei
gewonnenen Resultate legten den Schluß nahe, daß diffusible
Radikale, wie zoBo atomarer Wasserstoff, bei der Strahlen
schädigung biologischer Objekte eine Rolle spielen könnten 0

Diese Schlußfolgerung wurde daraufhin experimentell nach
geprüft; die entsprechenden Versuche, die im abschließen
den Kapitel VI beschrieben sind, erbrachten den Nachweis,
daß strahleninduzierte diffusible Radikale und atomarer
Wasserstoff in identischer Weise auf biologische Objekte
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einwirken, was weitere interessante Aufschlüsse über die
physiko-chemische und chemische Phase der Strahlenwirkung
vermittelte 0

Bei der Wahl des Untersuchungsobjektes ließen wir uns von
folgenden Überlegungen leiten: Wie das Schema auf Abbo 1
zeigt, werden alle Reaktionsschritte unterhalb der moleku
laren Veränderungen vom Stoffwechsel des bestrahlten Orga
nismus beeinflußt, so daß die zu beobachtenden Strahlen
wirkungen von einer großen Zahl komplizierter biochemischer
Reaktionen abhängeno Wenn man sich für die Mechanismen
der Strahlenwirkung interessiert -- und Mechanismen auf
klären heißt in diesem Zusammenhang ja nichts anderes,
als die Entstehung eines Strahlenschdens auf bekannte phy-
sikalische und chemische Prozesse zurückzufüb~en-- dann
erscheint es zweckmäßig, die Untersuchungen auf relativ
einfache biologische Objekte ohne Nervensystem und ohne
komplizierte Physiologie zu beschränkeno

Als Untersuchungsobjekt wählten wir Desoxyribonucleinsäure
(DNS); denn auf Grund zahlreicher Befunde steht außer
Zweifel, daß in Viren, Zellen und höheren Organismen der
überwiegende Teil des Strahlenschadens primär von einer
Veränderung der DNS herrührto Bereits die Anwendung der
Treffbereichstheorie führte zu dem Befund, daß die ver
schiedenen Strukturen in einer Zelle für deren Strahlen
empfindlichkeit von ganz unterschiedlicher Bedeutung sind

(Lea 1946; Timofeeff-Ressovsky und Zimmer 1947)0 Später ver
suchte man, durch Anwendung besonderer Meß- und Auswerte
methoden nicht nur die Größe, sondern auch die Form des
mutmaßlichen Treffbereichs zu erschließen (Pollard, Guild,

Hutchinson und Setlow 1955; Jagger und Pollard 1956; Klein
und Preiss 1958; Preiss und Klein 1958; Wilson und Pollard
1958; McCrea, Preiss und O'Loughlin 1960; Preiss und Pollard
1961)0 Dieses letztgenannte Ziel konnte nicht erreicht
werden, dagegen ergab sich aus dem an einer großen Zahl
verschiedener biologischer Objekte gesammelten Material
ein charakteristischer Zusammenhang zwischen dem Nuklein-



-14 -

säu:teg~ertaltütid- ·d'e~'T8tf'~nle~ne11l.ptTridl.iCJ.1k:eit-vdn.V'irert;, [';
:ß:a1tt'e:tieri;~ L'Säuge-ei~T';':'Un.d F.flanzenzelIen·· ·CTerii ··1961' J: '\ ,r

1965; Kaplan und Moses 1964; Sparrow, Underbrillkufld

~parrow 1967) "nachdem _ein,e .. s,olc:heKorrelatioI+ '. zwiscllen

vi';u~!~~ö~~,-, u~d,-9tfarrT~ri~~~7±Iidil~1l~e:ft~~be'~~~~~,V<?;h..L~'a ,._'0'

(194:6 )liriCi- zrWi~rchen DNS- ~bzwo RNS':"Gehci.iie::Lnes "Virus U:~d
. ..:~:' .:~-~~:;.:j'f ;--;::~::~_:.' n.Lf~)L:_:·"" ~rq~J . ::.-:'. .- ,,' _~C'; _... '.L.:' <>.L~".L.,.. : ;j: '.. ,,:J<::;.f>::'
seiner str~~lene;mpfinQ.liChk:eitspäter von Epstei.n (19?3)_

'au?~~#~,~4~1f:~?'~4,tj~:;w~ro~(p~qh derEtntei~lf~~-[:vin~:i~p;~#;:"[ ,
und"'Mos'es'(1964) exiE?tier.en vier Gruppen von -Organismen

:-:'!:,~~;:,::_;; tr:ili.j,:. :~'f1f)._,F~;;,1: c::c -"",'1': ..L:~. C.,:.· ":'-1(':'._ _ (.:.. ~\i .~:,,,::c~--:: 1.::""(IJ. .,.·'~<Y\) . ',;"(_";~~~!

di'el1ihslÖlltlich .ihrer S,trahlenempf~.ndlic~ei.tdeut~ich

unti~rs'chi~deri'we~d~ri kö~en, u~d z;;~r: ~(1)"::V{renrrfi'-rein-
-,':) ::,. ,':;: r~'r ,', ': ,'::qJ r"j '~:",:,: ("',;' -, ," - i" ; , .;' ~t· r-:c i ,~: ." --:":~; :-~ :'>1 .{.'~I'" '-i

zelsträngiger ,D,N$; . (2) Vir.en· mltQ,oppel'strä~gigerD:N'S; '.
',' .." ":'1"', ',~ ~:~. (',1 '-") r ~~~ ,', . , ;:,:- ,'~~ Cf '::':: ~f,,:v~ '::; ") : j' -'.' ,l,·'-:,?' .. :> -oE .. ~.. '! :- ::-:', . ,,' )' ::",", '

(3) ·hapl~{cle.'Bakterl~n und Hefezellerl und C4! '~dipl?ide " ..
~~~Blle~ ~~A'~ä,~getle+.~'n .'Vögelri\~ndE:efeh~,;cinne;h~~l1;·~ j'eder

,., ['1':"; ,:~.- _ I' ., ~L:J::";.J~~~ '·.~,~).:/~t~; ~~ ,Si):r". ~~:' ..~; " ~ ,:-;~':~jf':'~~~:\ l"~~;.:' _ :'..:.';r:..,t~,/_ i-'
l:rrl:l:ppe lSlJ.--.ale blj~~7.LenempIJ;nC1_LJ.Cn.Kel~C1em lJl'Jb ...liel1.E!-.L lj . o~er

der Chromo~;mengr~'ß~ annähernci"pr6p6rticinal (Aristi~g'~it'·:'

NO,84-; BC~~ NJ~l~insä.~~~gehilt)~ ~~{Zl.1ri~chs't:al~ B~~{~iS "

dafür anzusehen is-f,a.id'die''nNS in d~il v~ischieden~ri 'brga-

~nir$m{Snde:p:·ia.l,;pjjseh4~gge"Q8:l;ld e:p.' 'J::geff~e:g~j:0,1l~q:P.\3ire:l.:io ~~, :f

--:- Y' r', ,r., ' .' t-,-, .. \

D~.~ .. erw~~Jftc8;)~int~~i,~nq e11t.ilal~ a~er noc'~ weite:re'Info'rm?--

tiqn: .Die~:~it~~1~~'Zahi' d~r zur Inakti~i~}~p'g 'D;~twixtdigtj~
Pri,lll1:irion,ii:3at:!-onen bei{rägt ",etwa 1 für Ej,:q.zel$trang-Yirenc',

L": ,;~~<!, ",.·7i:.,'~ . .1 .:.",.' ...'_ (:(lJU. j-} ~,'·,:.u"'r .,Dr1.;,~::·J'Y~;\J

größenordrtupg$mäßig.1Q für DOPPE?lst:rang';:Vir:en"50 -'190 ,
-- - . ' .. ~.,," ': :)-'.~ i': ~.' ::-;::_,,__;' j (' ;~f.-: .-', ~r "~.'. ,',';' _,~; ,·f. '.> ::) "'~ -... ~::~.ri ~'~: '. ':; '..1' ,;j .i. ,·.~C ::)., IJ '

füro.ieJlNS _hapJ.oid~r I';1:i,.kroorganismen, 1900 und meh+ tür
··-'l.1'~:· ...t.:" ,,;~,-!(:~ i[~:'T:::)_~> ·,J.:r)"r ,:"L_i" "',,:~ l}_L ,!~f·'::~"ILr:T:i,r.:,..;;'-.;, :.,C~=-';.J: ,L"' :'.-;.--,

di,ploide SäugEi,tierze+lenc. DieE?e zunehmende Stra:nJ,.eJ:lre-
".~':'_~,,:.,' \_{.J~:' ')j';'".-:..L '~~ ", -=: i .. ,~_ 'r..C~' ~'-::'~ :~T'-'f ,·.::;:lTC:.: >jL '; ~> ,:-,.\, X).CL.L

sißtenz(ier .. AQl+eren OrganismeI:). steht, n:i-ch~. nur,imW:i"q.er- A

.:.."\,,. :~"-~,'.,.j, G<\':'"·::,:.'";" ':':)J~'.\ t,,:"'; i~T~;'i ;,:·C);~, '~j" L'l":~;:'-:; ·..·:,:;[,C" ::()-:-\\~.:"i" ';:.1)
spruch~~r T~effbereich$theor:ie, sondern auch zur modernen

'," ',':·:; ..!i." ,U -':'j '.. 'T _L'':'':~C) ,-" ~·Tcr.~,·:,(~,::7·;··: "'j~:~':~',.;:.r{J ...'J: f~'} -,~ ..C'...~·:'.!J:~

Molekular)Jiologie, die fordert, ..d~ß 4ur Aufrechterhc;J.1tung
:.~ \,',', u,~ ": :") ;' ':,' J. :':~.' ,} :'--,<IC~ ',.:: .. ':') ..'~) i~:j'-T :,; ! (-..- ': \ ,-Lu, ", _::.~ r'[ ;~'; __'--.i c~":, >.... :.' ~;:-

il;1:['er FuIlkt:i?nSfähigkeit die'Str~ktur d,~rDJJS innerhalb
~~hr enger Grenze~ 1J.nve~sehrt'Ls~i~~murr: .' iri d.en l~tzteri';I

CL,i» ! '" -)(~::,~)'. ',_.1.~,; ~", :_(12CJ rx "<1. ~,;E. i. l .<."~' :~r.:·.--r.~);}-\, ...

.. Jahren ist durch Untersuchungen' an Bakterienzellen deut-
"'T(',: ;,c:'·: ~,'~ ;-"j":_L~ '.'";,'(,; ',··:"i.:2 ..L__>~:' ,:,';,':': i' ':' . :'~':;-:J,::, ",, __ r~::""'T ~.-

lich gewordE;m, ßafLd,:i8 D~~ In:f9:rm(;l~ion-zur,Repar(;ltllT ...••
st~ihlenindü4ie+t~~'!3chäd~ri:-;~AthälfJ (Hay~~s, .: wolir;uhcl'

:~r ''',~ ::";' '-', ·,-r:.. ~' , :: :- <,. : f ~ ,f .:: :'l',' ,.,- :"l~ n -< ! . ".~, (~ __ • ·i" :~'f' :"f;':'~ .~--"; ::'~, ",} ~r ~C'., c, , ':;, ;,(~-, ( ;~.~;:; ':

Ti:P, ,,1966) 0 Diese Fähigkeit 'der."~eilen zur :Eliriliilie:tung
genetis~hyr Schäden gilt rüch~ ~iJ.~::;fJr:kil~stlidJ:i\dtirch ~:J

Strahiu~g od~~'C~~IP-ikali~n) 'hervg;geruf~he Schäden;- son-
-~,'.,-.- :,>i.r.n":, ". ~ :'.':C.;-·· :':',;.--;[1 ~',,' ....'~::~,:,~,-~j .".:; .::(,;,

dern auch für Fehlleistungen, die der Zelle während des



- 15 -

ungestörten Replikationsprozesses unterlaufen, was die
relativ geringe Zahl spontaner Mutationen erklären könnte
(Hanawalt und Haynes 1967)0 Aus den angegebenen relativen
Empfindlichkeiten der verschiedenen Gruppen folgt, daß
etwa 90 %der durch ionisierende Strahlen in Zweistrang
DNS erzeugten Schäden nicht zur Wirkung kommen und sich
somit dem direktert Nachweis entziehen (vglo Kapo VII)o
Wenn in einem solchen Molekül durch Bestrahlung zoBo
mehrere Einzelbrüche entstanden sind, dann ist es gegen
physikalische und chemische Einflüsse (Scherkräfte, ther
mische Energien, geringe Ionenstärke, uswo) viel empfind
licher als der intakte Doppelstrang, so daß die Behand
lung der DNS nach der Bestrahlung einen großen Einfluß auf
die Zahl der überlebenden Moleküle besitzt und überdies
noch von zahlreichen unkontrollierten Parametern abhängto

Aus dies:em Grunde wählten wir die DNS des Bakteriophagen
~X 174 als Untersuchungsobjekto Infolge ihres kleinen Mo
lekulargewichtes von 1,7 0 106 Dalton (Sinsheimer 1959b)
ist sie gegenüber hydrodynamischen Scherkräften weitgehend
unempfindlich 0 Das Molekül ist einsträngig (Sinsheimer
1959b) und besitzt Ringstruktur (Fiers und Sinsheimer
1962), was auch durch elektronenmikros~opischeAufnahmen
bestätigt werden konnte (Freifelder, Kleinschmidt und
Sinsheimer 1964)0 Es ist ferner bekannt, daß seine biolo
gische Funktionsfähigkeit durch einen einzigen durch
DNase-Einwirkung hervorgerufenen Strangbruch (Fiers und
Sinsheimer 1962), durch ein einziges Depurinierungsereig
nis (Ginoza, Hoelle, Vessey und Cormack 1964) oder durch
das Auftreten einer einzigen Primärionisation irgendwo
im Molekül (Ginoza 1963) verlorengehto Von ganz besonderer
Bedeutung war die Tatsache, daß für 0X 174-DNS eine Methode
bekannt war, mit deren Hilfe die Unversehrtheit der gene
tischen Information nachgewiesen werden kann (Guthrie und
Sinsheimer 1963)0 Als Kriterium für die Funktionstüchtig
keit des Moleküls gilt dabei die Fähigkeit der DNS, in
takte ~X-Bakteriophagenhervorzubringeno Zum Nachweis
wird die DNS mit sogo Sphäroplasten zusammengebracht, das
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sind Bakterien, bei denen durch Lysozym-Behandlung ein
Teil der Zellwand entfernt wurdeo Dadurch kann die DNS
in das Innere des Bakteriums eindringen und veranlaßt das
Bakterium') komplette Bakteriophagen zu produziereno
20 - 30 Minuten nach der Infektion platzt die Bakterien
zelle (Lyse) und entläßt durchschnittlich 180 infektiöse
9lX 174-Bakteriophagen pro Zelle (Denhardt und Sinsheimer
1965a)& Um zu verhindern, daß die freigesetzten Phagen
weitere Sphäroplasten lysieren, verwendet man zur Sphäro
plasten-Herstellung Bakterien, wie zeBo die Mutante
Eocoli K 12, die vom ganzen Virus nicht infiziert werden
(Guthrie und Sinsheimer 1960)0 Die nach dem ersten Ver
mehrungszyklus in der Reaktionslösung vorhandenen 0X
Phagen werden entsprechend den von Adams (1959) angegebe
nen Vorschriften auf Eocoli C plattierto Auf Indikator
nährböden (Bresch 1952) bilden die Bakterien einen blau
gefärbten Rasen, in dem die gleichzeitig mit den Bakterien
aufgebrachten Phagen während der etwa 15 Stunden dauern
den Bebrütung runde Löcher (= Plaques) bildeno Es ist be
kannt, daß die Zahl der Plaques proportional zur Phagen
konzentration ist (Ellis und Delbrück 1939)0 - Für einige
Experimente wurden je nach Problemstellung neben der
9lX-DNS auch T1-Bakteriophagen, die zweisträngige DNS ent
halten, oder das Enzym Ribonuclease verwendet, dessen Ver
halten bei Einwirkung ionisierender Strahlen in einer an
anderer Stelle beschriebenen Serie von Experimenten von
uns aUSführlich untersucht wurde (Jung und Schüßler 1966,
1968a, 1968b; Schüßler und Jung 1967, 1968)0

Die Abhängigkeit der Inaktivierung von 9lX 174-DNS, T1
Bakteriophagen und Ribonuclease folgt in der überwiegen
den Zahl der Fälle einer exponentiellen Dosis-wirkungs
Kurve, die durch den Ausdruck

-SD= e (1 )

beschrieben werden kanne Dabei repräsentiert N/No den An
teil der Biomoleküle, der nach Bestrahlung mit der Dosis D
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noch funktionsfähig ist; S nennt man Inaktivierungskon~

stante (rad-1 ) oder Inaktivierungsquerschnitt (cm2), je
nachdem ob D die Dosis (in rad) oder den Teilchenfluß
(in Teilchen/cm2 ) bedeutet. Für den Fall N/N = e-1 =o
0,37 ergibt sich die Inaktivierungskonstante zu S = 1/D37 -
Da dieser wert leicht zu ermitteln und für statistische
Analysen besonders geeignet ist, hat es sich eingebürgert,
die 37 %-Dosis (D37 ) als Maß für die StrahlenempIindlich
keit anzugeben. Änderungen in der Strahlenempfindlichkeit
können durch das Verhältnis der betreffenden 37 %-Dosen
beschrieben werden. Verläuft eine Kurve flacher als eine
Vergleichskurve, so spricht man von einem SchutzIaktor
(p), hat sie dagegen einen steileren Verlauf, von einem
Sensibilisierungsfaktor (s).

Obwohl es eine Selbstverständlichkeit ist, soll an dieser
Stelle darauf hingewiesen werden, daß die an reiner DNS
erhobenen Befunde und die auf ihnen beruhenden Vorstellun
gen über die Wirkungsmechanismen ionisierender Strahlen
und modifizierender Faktoren nicht ohne weitere experi
mentelle Nachprüfung auf andere biologische Objekte über
tragen werden dürfeno Untersuchungen an reinen DNS-Präpa
raten haben dennoch eine besondere Bedeutung, weil eine
vollständigere Kenntnis der Strahlenwirkung auf das Erbgut
nach dem heutigen Stand unseres wissens nur auf molekularer
Ebene mit Aussicht auf Erfolg gesucht werden kanno Nicht
nur die praktische Anwendung von Strahlen, beispielsweise
zur Sterilisierung von Lebensmitteln und Geräten oder die
Erzeugung neuer Sorten von Kulturpflanzen, sondern auch
die Vermeidung von Erbschädigungen durch Strahlung sowie
die angestrebte Entwicklung von Heilmitteln auf diesem
Gebiet wird durch genauere Kenntnis des molekularen Ge
schehens in bestrahlter DNS zweifellos sehr erleichtert.
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110 Material und Methoden

1<> Vakuum-UV-Monochromator

Für die Experimente zur Einwirkung von monochromatischem
Vakuum-Ultraviolett auf DNS \fUrde ein Monochromator kon
struiert, dessen wesentliche Merkmale aus Abbo 3 ersicht
lich sinde Um Messungen bei Wellenlängen unterhalb von
1000 Rzu ermöglichen, wurde kein Prisma als dispergieren
des Element verwendet, da das verwendete kurzweIlige UV
Licht von allen Substanzen äußerst stark absorbiert wird 0

Aus dem gleichen Grund war auch die Anbringung von Linsen
oder Fenstern im Strahlengang nicht möglich, so dfuS der
Druckabfall zwischen Lichtquelle und Bestrahlungskammer
durch differentielles Pumpen aufrechterhalten ~~rdeo Das
Grundprinzip der benutzten Anlage geht auf Seya (1952)
zurück 0 Das entscheidende Kriterium besteht darin, daß
Eintritts- und Austrittsspalt feststehen und die Wellen
längenänderung allein durch Drehen des Gitters bewirkt wirdo
Diese Anordnung bringt gegenüber den Spektrometertypen, bei
denen der Austrittsspalt entlang des Rowlandkreises ver
schoben werden muß, so große konstruktive Vorteile, daß
die etwas größeren Abbildungsfehler bei weitem aufgewogen
werdeno Nach der Abbildungstheorie von Seya (1952), die
später von Greiner und Schäffer (1958) weitergeführt und
verfeinert wurde, existiert eine optimale Anordnung der
Spalte, bei der eine Änderung der Wellenlänge nur eine
geringe Änderung der Brennweiten zur Folge hat: Bei einem
KrÜIDmungsradius des Gitters von 1 mbeträgt die Eintritts
länge 821,7 mm und die Austrittslänge 819,4 mm; einfallen
der und ausfallender Strahl bilden einen Winkel von 690 44'0

Als Lichtquelle wurde ein "PlasmatronH (von Ardenne1962)
mit direkt geheizter Kathode verwendet, dessen wesentliche
Konstruktionsmerkmale von Brehm und Siegert (1965) be
schrieben \vurdeno Die Entladung, die je nach der gewünsch
ten Wellenlänge in Wasserstoff oder Helium bei 4 Torr be
trieben vrurde,kann durch Anbringen einer Zwischenblende
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(B1 , Abbo 3) auf die Blendenöffnung konzentriert werdeno
Die dort auftretenden großen Stromdichten erzeugen ein
Plasma, das Atomspektren hoher Intensität emittiert 0 Das
Licht fällt durch einen Strömungskanal in den Monochroma
toro Der Strömungswiderstand dieses Kanals ist genügend
groß, um bei Verwendung einer 2000 Itr-Diffusionspumpe
(P1 ) im ersten Teil der Anlage einen Druck von 10-3 Torr
zu ermöglicheno Die Breite der Spalte kann kontinuierlich
zwischen 0,02 und 2,5 mm variiert werdeno Durch eine Blen
de (B2 ), die als Strömungskanal fungiert, fäl.lt das Licht
auf das Konkavgittero Dieses ist dreh-, schwenk- und ver
schiebbar aufgehängt, so daß sowohl die Entfernung zu den
Spalten als auch die Neigung gegenüber dem Strahl justiert
werden könneno Außerdem ermöglicht die hängende Anordnung
eine leichte Reinigung der Gitteroberfläche durch Eintau
chen in Xylol ohne Demontage und Dejustierungo Die Wellen
längenablesung erfolgt über eine starr mit der Drehachse
verbundene Projektionsskalao Die Reproduzierbarkeit der
Einstellung beträgt 0,5 Ro Je nach Wellenlängenbereich
~mrden zwei verschiedene Gitter benutzt, die beide einen
Krümmungsradius von 1 m und 1200 Furchen pro Millimeter
hatteno Das oberhalb von 1200 R verwendete Gitter besaß
einen Belag aus Aluminium mit MgF2-Bedampfung und einen
Glanzwinkel von 4 0 8', wodurch Wellenlängen um 985 R in
der 10 Ordnung besonders intensiv reflektiert werdenc Das
zweite Gitter hatte einen Platinbelag und einen Glanz
winkel von 2° 45 1

; damit wird der Bereich um 655 i in
erster Ordnung verstärkto Vom Gitter fällt das Licht auf
den Austrittsspalto Die hier beschriebenen Experimente
(vglo Kapo 1110 2) wurden bei einer Spaltbreite von1,8
mm durchgeführt, was einer Auflösung von 30 i entsprichto
Die zu bestrahlenden Proben befanden sich in einer Ent
fernung von 45 cm hinter dem Austrittsspalt, so daß der
divergierende Strahl eine Breite von 2,5 Zentimetern er
reichte, wodurch eine homogene Ausleuchtung der Proben
sichergestellt \~rde (vglo Abbo 3)0 Die verwendete Bestrah
lungskammer, die auch bei unseren Tieftemperatur-Versuchen
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mit 2 11eV-Protonen Anwendung fand, ist in Kapo 110 3 näher
beschriebeno Durch eine 2000 Itr-Diffusionspumpe (P2 ) unter
halb des Gitters und eine weitere 100 Itr-Pumpe (P

3
) hinter

dem Austrittsspalt konnte in der Bestrahlungskammer ein
-6Druck von 5 0 10 Torr aufrechterhalten werdeno

Der Nachweis der Lichtintensität erfolgte mit einem Natrium
salicylat-Leuchtschirm, dessen Quantenausbeute nach
Watanabe und Inn (1953) zwischen 500 j und 3000 i von der
Wellenlänge unabhängig isto Das von dem Leuchtschirm
emittierte Licht wurde auf einen Photomultiplier gegeben,
dessen Anodenstrom über einen Elektrometerverstärker mit
einem Schreiber registriert wurdeo Da der Querschnitt des
Lichtbündels breiter war als der Querschnitt der zu be
strahlenden Probe, konnte ein ausgeblendeter Teil davon
während der Bestrahlung registriert werden, was eine konti
nuierliche Kontrolle der Lichtintensität ermöglichte 0

20 Protonenbeschleuniger

Zur Untersuchung der biologischen Wirksamkeit elastischer
Kernstöße wurde ein Beschleuniger konstruiert, der Proto
nen bis zu einer Maximalenergie von 60 keV lieferto Seine
wesentlichen Merkmale sind in Abbo 4 schematisch dargestellto
Die Beschleunigungsspannung (U) wurde im Bereich zwischen
500 und 5000 Volt von einem Hochspannungs-Netzgerät
(Nucletron, Type 2 x NU - 1250) geliefert, dessen Konstanz
5 0 10-5 und dessen Einstellgenauigkeit 0,1 Volt beträgto
Für höhere Beschleunigungsspannungen stand eine Greinacher
Kaskade (AEG-Zeiss, Type HA 60) zur Verfügung, die posi
tive Spannungen zwischen 5 und 60 kV lieferto Die Spannungs
anzeige erfolgt über ein Mikroamperemeter, das mit mehreren
geeichten hochohmigen Widerständen in Reihe geschaltet isto
Die Genauigkeit der Spannungsanzeige beträgt ± 5 Prozento
Die Protonen wurden in einer Penning-Ionenquelle (Iq) nach
Keller (1949) erzeugto Die Beschleunigungsstrecke bestand
aus drei zylindrischen Messingröhren (R,1" R2 , R

3
), die auf

verschiedenen Potentialen gehalten wurden 0 Sie hatten den
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Zweck, den Protonenstrahl aufzufächern, um so eine homo
gene "Ausleuchtung" der bestrahlten Probe zu gewährleisten ..
Kurz hinter der Beschleunigungsstrecke passiert der Ionen
strahl eine Blende mit einer Öffnung von 15 mm Durchmesser
(B 1)" Diese verhindert, daß der Strahl beim starken Auf
fächern so breit wird, daß die magnetische Auftrennung in

seine verschiedenen Komponenten versagt" In einem homoge
nen Magnetfeld (M) werden unerwünschte Komponenten des

StrahIs, wie ~- und H;-Ionen, von den Protonen abgetrennt"

Der Aufbau der Bestrahlungskammer geht aus Abb" 5 hervor ..
Vor der Kammer befindet sich eine Blende von 15 mm liehter
Weite (B 2)" Sie wird auf -300 V gehalten und verwehrt
somit den von den Protonen ausgelösten Sekundärelektronen
den Austritt aus der Bestrahlungskammer" Die Bestrahlungs
kammer ist isoliert aufgehängt, so daß die Strahlintensi
tät durch Messung des Ionenstroms mit einem Nanoampere
meter (Knick, Type H 21) oder mit einem Stromintegrato~

(Elcor, Type A 309 B) bestimmt werden kann" Die Kammer
rückwand enthält eine Drehdurchführung (D), deren Achse
eine Stahlscheibe von 150 mm Durchmesser, die "Bestrah
lungsplatte 'l (BP), trägt .. Auf dieser Scheibe sind auf
einem Radius von 60 mm 12 Einfräsungen (HP) für die zu
bestrahlenden Proben angebracht; weiter. innen gibt es 8
entsprechende Vertiefungen (HK) für die unbestrahlten
Kontrollproben" Um eine größere Fläche homogen bestrahlen
zu können, muß die Teilchenflußdiehte im Protonenstrahl
über die gesamte bestrahlte Fläche konstant sein" Durch
Einbringen von unterschiedlich weiten Blenden in den
Strahlengang, lassen sich Teile des ProtonenstrahIs aus
blenden" Diese werden mit einem Faraday-Becher (FB), der
an der Kammerrüc~land angebracht ist, aufgefangen und mit
einem Nanoamperemeter gemessene Für Beschleunigungsspan
nungen zwischen 0,6 und 60 kV steigt der gemessene Proto
nenstrom linear mit der Fläche der Blendenöffnung an
(vgl" Jung 1965)" Für die Bestrahlungen bei tiefen Tempe
raturen wurde eine Bestrahlungskammer mit Kühlfalle ver
wendet, die im folgenden Abschnitt 110 3 beschrieben
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wird (vglo Abbo 6)0 Die gesamte Apparatur wird bei einem
Druck unter 10-5 Torr gehalteno Durch die Verwendung von
Quecksilberpumpen läßt sich die Möglichkeit ausschließen,
daß durch den Ionenstrahl Ölmoleküle aufgespalten werden
und die dabei gebildeten organischen Radikale mit den zu
bestrahlenden organischen Makromolekülen unter Modifizie
rung der direkten Strahlenwirkung reagiereno

30 Bestrahlungen

Bestrahlung mit 2 MeV-Protonen: Für die Experimente mit
2 MeV-Protonen und 2 MeV-Deuteronen stand ein van-de
Graaff-Beschleuniger (High Voltage Eng 0 Corpo, Burlington,
Mass o) zur Verfügungo Der Protonenstrahl wurde durch
magnetische Abler~ung von unerw~nschtenStrahlbestandtei-
len befreit und durch zwei 0,5 ~ starke Nickelfolien der
artig aufgefächert, daß eine homogene Probenausleuchtung
erzielt wurdeo Den Aufbau der verwendeten Bestrahlungs
kammer zeigt Abbo 60 Der von außen drehbare Probenhalter
(D) bestand aus einer schwarzen Aluminiumscheibe mit 19
Probenpositioneno In der Kammer befand sich eine Kühl
falle (K), die es erlaubte, Bestrahlungen bei Temperaturen
bis zu 100 °K durchzuführeno Die Kühlfalle war so kon
struiert, daß der Probenhalter bis auf die Öffnung für
den Protonenstrahl ringsum von gekühlten schwarzen wänden
umgeben waro Bei Verwendung von flüssigem Stickstoff als
Kühlmittel erreichte man innerhalb von 3 Stunden eine Ab
kühlung auf etwa 100 °Ko Für Bestrahlungen bei erhöhten
Temperaturen wurde die "Kühlfalle" mit heißem Öl durch
spült, das mit Hilfe eines Thermostaten bei jeweils kon
stanter Temperatur gehalten wurdeo Abkühlung bzwo Auf
heizen der Proben erfolgte somit über wärmestrahlungo
Dadurch wurde sichergestellt, daß sich die Proben bei
der gleichen Temperatur wie ihre Trägerplatte befandeno
Bei Aufheizung bzwo Kühlung durch wärmeleitung ist dies
infolge des hohen Isolationsvermögens der bestrahlten Sub
stanzen nicht ohne weiteres zu erreichen (Bube und
Shrader 1954; Augenstein, Brustad und Mason 1964)0 Die
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Temperatur des Probenhalters wurde mit einem Thermoelement
gemessen, das vor jeder Bestrahlung geeicht wurdeo Die Er
wärmung der Proben durch die Bestrahlung beträgt bei einer
Dosis' von 1 Mrad 2,4 °K (bei Zimmertemperatur) und liegt
damit innerhalb der Meßfehlergrenzeno Eine nennenswerte
Erwärmung der Proben im Verlauf der Bestrahlung sollte
sich dadurch bemerkbar machen, daß bei höheren Dosen oder
erhöhter Dosisrate die Steigung der Inaktivierungskurven
zunimmt; doch wurde dies nicht beobachtete Zur Bestimmung
der Dosis war die Kammer als Faraday-Käfig ausgebildet, so
daß die in die Kammer gelangende Ladungsmenge mittels eines
Integrators ermittelt werden konnteo War die vorgewählte
Ladung erreicht, betätigte der Integrator einen Verschluß,
der den Protonenstrahl unterbrache Nach Ende der Bestrah
lung wurden die Proben durch Entfernung des Kühlmittels,
bzwo durch Abkühlung des die Kühlfalle durchströmenden Öls
wieder auf Zimmertemperatur gebracht, ehe die Kammer be
lüftet wurdee Der Beitrag der bei erhöhten Temperaturen
einsetzenden thermischen Inaktivierung wurde dadurch eli
miniert, daß die Kontrollen zusammen mit den bestrahlten
Proben erwärmt und nach erfolgter Bestrahlung wieder abge
kühlt wurden 0

Y-Bestrahlung: Die Bestrahlungen mit Y-Strahlen wurden in
60Co-Y-Quellen (GammaceIl 220) bei Dosisraten von 0,6 bzwo
1,3 Mrad!Stdee durchgeführteUm mehrere Proben auf kleinem
Raum unterzubringen, wurden jeweils 6 - 8 Mikroskop-Deck
gläschen zwischen die Windungen einer Drahtspirale ge
klemmto Zur Bestrahlung im Vakuum wurden die Spiralen mit
den Plättchen in Ampullen aus PYrexglas mehrere Stunden
auf 10-5 Torr evakuiert und anschließend darin eingeschmol
zene Um zu verhindern, daß hierbei Gaseinschlüsse aus
dem Glas freiwerden könnten, waren die Ampullen in leerem
Zustand ausgeglüht wordeno Zur Bestrahlung in Sauerstoff
Atmosphäre wurden die Proben zunächst einige Stunden lang
im Vakuum entgast; dann wurde getrockneter Sauerstoff
durch die Ampullen geleitet und diese abgeschmolzene Zur
Bestrahlung bei tiefen Temperaturen wurden die Ampullen
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in einem Dewar-Gefäß mit flüssigem Stickstoff, Kohlen
säureschnee oder mit Hilfe eines Kryostaten bei der ge
wiL~schten Temperatur gehaltene Die von den Herstellern
der Y-Quellen angegebenen Dosis-Eichkurven bzwe Isodosen
kurven wurde mit Hilfe der von Fricke und Morse (1927)
entwickelten chemischen Dosimetrie, mit der die Oxydation
von Fe2+ zu Fe3+ unter dem Einfluß der Strahlung gemessen
wird, nachgeprüfte

UV-Bestrahlung: Für die Bestrahlung von T1-Bakteriophagen
mit ultraviolettem Licht, wurde ein Quecksilber-Nieder
druckbrenner (6 Watt, Quarzlampen-Gese Hanau, Modell 6/20)
verwendet, der den überwiegenden Teil des Lichts bei
2537 j emittierte Da durch diese Versuche lediglich die
relativen Empfindlichkeiten von T1- und BU-T1-Phagen mit
einander verglichen werden sollten (vglo Kapo Vlo 2),
konnte auf eine absolute Dosimetrie verzichtet werdene

4 e Erzeugung von atomarem Wasserstoff

Hochfreguenz-Entladung: Um die Wirkung von atomarem Was
serstoff auf verschiedene Biomoleküle zu untersuchen, wur
den zwei unterschiedliche Systeme benutzte Methode I be
stand aus einer elektrodenlosen Hochfrequenz-Entladung,
deren Versuchsaufbau aus Abbo 1 ersichtlich iste Durch
ein Glasrohr strömt Wasserstoffgas unter einem Druck von
16 Torre Eine hochfrequente Hochspannung (30 kV, 30 kHz)
erhält zwischen zwei ringförmigen Elektroden eine Entla
dung aufrecht, in der Elektronen, Ionen und Wasserstoff
atome entstehene Da die Entfernung zwischen Entladung
und Proben etwa 10 cm beträgt, haben die geladenen Kompo
nenten genügend Zeit zu rekombiniereno Besonders wesent
lich ist es bei einer solchen Versuchsanordnung, das in
der Entladung und bei Rekombinationsprozessen entstehende
UV-Licht von den Proben fernzuhalteno Durch den relativ
hohen Gasdruck von 16 Torr im Entladungsrohr wird erreicht,
daß die Entladung auf die Strecke von 1,5 om zwischen den
Elektroden begrenzt wird, während bei kleineren Wasserstoff-



- 25 -

drücken die Entladung bis weit in den senkrechten Teil
des Entladungsrohres brennt. Aber selbst bei 16 Torr ent
steht durch Rekombination im senkrechten Glasrohr so viel
UV-Licht, daß sein Beitrag zur Inaktivierung von Proben,
die sich unmittelbar unter dem senkrechten Glasrohr be
finden, nicht vernachlässigt werden darf. Deshalb wurden
die Proben senkrecht gestellt, so daß das Volumen~ in dem
durch Rekombination UV-Quanten entstehen und auf die Pro
ben fallen konnten~ auf ein Minimum verringert wurde. Bei
dieser Anordnung liegt der Beitrag des UV-Lichts zur Inak
tivierung der mit H-Atomen behandelten Proben innerhalb
unserer Meßgenauigkeit (vgl. Diskussion Kap. VI. 3). Eine
Dosimetrie wurde nicht durchgeführt; die Entladung brannte
aber so konstant, daß die Dosis proportional zur Exposi
tionszeit angesetzt werden konnte.

IlKondensator"-Experim?nt: Unsere zweite Methode soll
nicht nur zeigen, daß atomarer Wasserstoff biologisch wirk
sam ist; sie soll darüber hinaus demonstrieren, dlli~ H-
Atome beim Bestrahlen wasserstoffhaltiger Substanzen mit
großer Ausbeute entstehen. In einer Anordnung, die einige
Ähnlichkeit mit einem Plattenkondensator hat, stehen sich
eine Folie aus Polyäthylenterephthalat(Handelsname±
Hostaphan) und die mit Wasserstoff zu behandelnden Proben
gegenüber (Abb. 8). Die Anordnung befindet sich am Strahl
rohrende eines van-de~Graaff-Beschleunigersund wird auf
einem Druck von 5 . 10.6 Torr gehalten. 2 MeV-Protonen
fallen durch ein Blendensystem auf die 10 ~ dicke Hosta
phanfolie, die gegenüber dem Protonenstrahl eine Neigung
von 9 Grad aufweist. Durch die Bestrahlung werden aus der
Oberfläche der Folie Wasserstoffatome ausgelöst, die .mit
den gegenüberliegenden Proben reagieren können. Eine
Dosismessung wurde nicht durchgeführt. Die Intensität des Pro
tone n.strahls schwankte jedoch so wenig, daß die Zahl der
auf die Proben auftreffenden H-Atome als direkt propor
tional zur Zeit angenommen werden konnte. Die von den
Protonen freigesetzten Sekundärelektronen werden durch
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ein Schirmgitter mit negativer Vorspannung (~520 Volt)
von den Proben ferngehalteno Die Wahrscheinlichkeit, daß
ein Proton des Primärstrahls nach Streuung wieder aus der
Folie austritt, ist kleiner als 10-7, wie sich nach der
Vielfachstreutheorie von Meliere (1948) abschätzen läßt~

Aus unseren Resultaten geht ferner eipdeutig hervor,daß
der Anteil der durch SekUndärelektronen und rückgestreute
Protonen inaktivierten Objekte kleiner ist als die Streu
breite unserer Meßergebnisse (vglo Diskussiorr, Kapo VI o 3)0

50 Probenbreitung

Die bei der vorliegenden Untersuchung verwendeten kurz
weIligen UV-Quanten, niederenergetischen Protonen und
thermischen wasserstoffatome haben eine ä~8erst geringe
Eindringtiefee Das erforderte die Verwendung von möglichst
dünnen und homogenen Materialschichteno Eine zweite Be
dingung galt für die Bestrahlungen mit geladenen Teilchen,
besonders bei F~wendung langsamer Protonen: Die das .Proben
material tragende Unterlage mußte metallisch sein, um ein
elektrostatisches Aufladen derselben während der Bestrah
lung zu vermeidene Da die Unterlage außerdem noch möglichst
glatt sein sollte und nur eine geringe chemische Affinität
gegen Sauerstoff besitzen sollte, wurden Ronden aus glanz
gewalztem Feingoldblech (10 und 12 mm Durchmesser) für
diese Experimente verwendeto Zum Reinigen wurden die Gold
plättchen 1 Stunde einer waschlösung aus 120 g NaOH,
120 ml Wasser und 760 ml Äthanol (Deering 1960) ausge
setzte Anschließend verblieben sie mehrere Stunden in
fließendem Leitungswasser und wurden darauf mit destil
liertem und schließlich mit doppelt-quarzdestilliertem
Wasser abgespülte Für die Versuche mit Vakuum-UV, Y
Strahlung, ultraviolettem Licht und atomarem Wasserstoff
wurden Mikroskop-Deckgläschen von 12 mm Durchmesser ver
wendeto Jeweils 0,01 ml der für den betreffenden Versuch
verwendeten Lösung wurde mit Hilfe einer Vorrichtung ZD~

Arbeiten mit 0,1 mI-Pipetten mit einer Genauigkeit von
± 4,5 %auf die Gold- bzwo Glasplättchen aUfpipettiert
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und über die gesamte Oberfläche der einen Seite verteilt ..
Die Plättchen wurden dann auf einen Messingblock gesetzt,
der zuvor mitKohlensäureschnee auf -78 0 0 abgekühlt worden
war 0 Die Proben wurden bei 10-2 Torr gefriergetrocknet,
wobei die Temperatur der Unterlage und der die Proben um
gebenden Flächen langsam erhöht 'li\rurdeo. Gefriertrocknen
lieferte wesentlich homogenere Probenschichten als zoBo .
Eintrocknen der aufpipettierten Lösung im Exsiccator,
wie durch Vorversuche mit langsamen Protonen gezeigt wer
den konnte ..

6.. Infektiöse DNS

Die y;x 174-Bakteriophagen'wurden nach einem von ßinsheimer
(1959a} angegebenen Verfahren hergestellt.und·durch Aus-
fällen mit A,nrmoniumphosphat,.mehrtaches Zentrifugieren
und Dialysi.eren gereinigt.. Die -Einzelstra.ng-DNS wurde
durch dreimalige Extraktion mit heißem Puffer-gesättigtem
Phenol nach Guthri-e und Sinsheimer (1963)·isoliert,_das
Phenol mit Äther entfernt-und schließlich der.Äther durch
Stickstoff ausgetrieben.. Nach der Extraktion wurde die
Boratlösung gegen NOE-Puffer dialysierto Für die Versuche
wurde die DNS 1:1000 mit bidesto Wasser verdünnt, dessen
pH-Wert mit Ammoniak auf pH 7,6 eingestellt worden war,
und jeweils 0,01 ml davon in der bereits beschriebenen
Weise gefriergetrocknet .. Die Überlebensrate bei der Ge~

friertrocknung lag bei etwa 50 %..

70 Sphäroplasten und DNS-Nachweis

Zur Herstellung der Sphäroplasten wurde ein Stamm von
Eocoli K 12 benutzt, den Dro G.. Hotz 1962 von Dr .. Po
Starlinger, Köln, erhalten hat. Unser Herstellungsver
fahren ist eine Modifizierung der Methode von Guthrie
und Sinsheimer (1963): Die Bakterien wurden bei 37 0 0

in einem 3XD - Medium nach Frazer und Jerell (1953)
bis zu einer Konzentration von ca.. 109 Zellen/mI ver
mehrt .. Jeweils 80 ml Zell-Suspension wurden 15 ~nuten
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bei 5000 UpM zentrifugierte Das Sediment wurde in 1,4 ml
1,5 m Sucrose aufgenommen und zusammen mit 0,68 ml Rinder
Serum-Albumin (30 %), 0,08 ml Lysozym (2 mg/mI in 0,25 m
Tris-Puffer, pR 8,1), 0,16 ml EDTA (4 %) und 10 ml PA
Medium (Guthrie und Sinsheimer 1963) 15 Minuten bei Zim
mertemperatur inkubiert und schließlich die Lysozym-Reak
tion durch Zugabe von 0,8 ml I1gS04 (10 %) abgebrochen 0

Diese Sphäroplasten-Suspension wu_rd€ ohne weitere Behand
lung direkt für die Infektion benutzt; sie bleibt bei Auf
bewahrung im Kühlschrank über mehrere Wochen hinweg yer
wendbare Das hier beschriebene Verfahren besitzt gegenüber
der Originalmethode den entscheidenden Vorteil, daß auf
die langwierige Reinigung der Sphäroplasten durch Sedi
mentation in eine Säule aus mehreren Lösungen unterschied
licher Dichte verzichtet werden kann, "I/IJodurch sich die für
eine DNS-Bestimmung benötigte Zeit ohne Empfindlichkeits
einbuße auf einen Bruchteil verringern läßto Zum Nachweis
der Infektiösität wurde die DNS mit 0,5 ml Tris-Puffer
(0,05 m, pR 8,1) von den Trägerplättchen abgelöst und bei
37 0 0 zunächst 20 Minuten lang mit 0,5 ml Sphäroplasten
Suspension und nach Zugabe von 1 ml auf 37 0 0 vorgewärm-
tem PAM-Medium (Guthrie und Sinsheimer 1963) weitere 100
Minuten inkubierte Nach entsprechender Verdünnung mit Borat
Fuffer wurden jeweils 0,1 ml zusammen mit der entsprechen
den Menge einer spge Übernachtkultur von Eocoli 0 mit

Hil~e einer Pipette (0,1 ml) auf einem Indikator-Nähr
boden (Bresch 1952) gleichmäßig verteilt und 18 Stunden
bei 37 0 0 inkubierte Abbo 9 zeigt eine Kalibrierungskurve
für unsere NachweismethodeoDie nach Dialysieren gegen
NOE-Puffer erhaltene DNS-Lösung wurde 1:103 bis 1:109

mit Tris-Puffer verdünnt und jeweils 0,5 ml davon für
die Infektion benutzte Wie aus Abbo 9 hervorgeht, ergibt
sich über mindestens 6 Dekaden hinweg ein linearer Zusam
menhang zwischen DNS-Konzentration und der Zahl der er
haltene~ Phageno
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80 T1-Bakteriophagen

Zur Herstellung hochgereinigter Phagensuspensionen ver
wendeten wir ein sogo M 9-Medium (Zusammensetzung so
Hotz 1965) ,das als alleinige organische Substanz und
Energiequelle für die Wirtsbakterien Glucose enthält 0

Nach Ausfällen mit Ammoniumsulfat wurden die Lysate nach
der von Hotz (1965) modifizierten Methode von Herriott
und Barlow (1953) gereinigt, so~ann im CsCI-Gradienten
konzentriert und anschließend das CsCl durch Dialyse ge
gen Tris-Puffer entfernto Der Einbau von 5-Bromdesoxyuridin
anstelle des normalerweise im DNS-Molekül vorhandenen
ThYmins erfolgte nach einer von Stahl Uo Mitarbo (1961)
angegebenen Vorschrifto Die quantitative Analyse der
Basensubsti tution nach Hotz (1963) zeigte, daß c ao 65 %
des Thymins durch Bromuracil (BU) ersetzt worden waro
Für die Versuche wurden Suspensionen entsprechender Phagen
konzentration 1:1000 mit bidesto Wasser (pH 7,6 durch
NH40H) verdünnt und jeweils 0,01 ml davon wie bereits
beschrieben gefriergetrockneto Einige in früheren Arbei
ten unternommene Versuche, in destilliertem Wasser oder
in Puffer suspendierte Phagen zu trocknen, scheiterten
an der äußerst geringen Überlebensrate nach Trocknung
und Resuspensiono Die gewöhnlich als Ausweg verbleibende
Möglichkeit, die Phagen aus Nährbouillon einzutrocknen
(Adams und Pollard 1952; Bachofer et alo 1953; Fluke et
alo 1960; Flu~e und Forro 1960; Brustad 1961; Hotz und
Zimmer 1963; Hermann 1966; Günther und Hermann 1967;
Hotz und Müller 1968; Uenzelmann1968) war bei der vor
liegenden Arbeit wegen der geringen Eindringtiefe der
verwendeten Strahlenarten und H-Atome nicht anwendbar,
und es bereitete erhebliche Schwierigkeiten, von DNS
und T1-Phagen Proben zu erhalten, die den gestellten
Anforderungen genügten und die nach Gefriertrocknung
noch eine ausreichende t~erlebensrate zeigtenQ Bei 0X 174
Phagen, die für einige Fragestellungen als Untersuchungs
objekt sehr geeignet gewesen wären, schlugen alle Trocknungs
versuche aus extrem verdünnten Lösungen fehlo Die Überle-
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bensraten für T1- und BU-T1-Phagen lagen in den meisten
Experimenten bei etwa 50 %0 Wie vergleichende Versuche
ergaben, wird durch 1:105-Verdünnung in Ammonia~Jasser
oder durch 1:1000-VerdÜllnung in 0,001 %ige Lösungen von
Gelatine oder Rinderserumalbumin (BSA) die Empfindlich
keit gegen H-Atome nicht beeinflußt; die Überlebensrate
bei der Gefriertrocknung wird durch Gelatine oder BSA
allerdings geringfügig erhöhto Nach Ende der Bestrahlung
bzwo der Wasserstoffeinwirkung wurden die Phagen mit 1 ml
Trypton-Brühe von den Plättchen abgelöst und der Anteil
der überlebenden Phagen durch Plattieren auf Eocoli K 12
bestimmt.

90 Ribonuclease

Für einen Teil der Experimente wurde käufliche Ribonu
clease (RNase) von Sigma Chemical Company, Sto Louis, USA,
ohne weitere Reinigung verwendet. Diese RNase wird aus
Rinder-Pancreas gewonnen, ist fünfmal umkristallisiert
und frei von Salzen und Proteaseo Ein weiterer Teil der
Experimente wurde mit reiner Ribonuclease A (Hirs, Moore
und Stein 1953) durchgeführte Durch Chromatographie über
eine Säule (4 • 35 cm) von Amberlite IRC-50 (XE-64) mit
0,2 m Phosphatpuffer (pR 6,47)koDJlte die Ribonuclease A
von Verunreinigungen und den übrigen RNase-Komponenten
abgetrennt werdeno Das im Eluat enthaltene Phosphat wurde
mit 0,1 m Essigsäure über Sephadex G-25/fein (Säule: 3 x
50 cm) vom EnzYm abgetrennte Die Fraktionen, die Ribo
nuclease enthielten und in denen sich kein Phosphat mehr
nachweisen ließ (Methode nach Bodansky und Schwartz 1961),
wurden gefriergetrocknete Die so gewonnene Ribonuclease A
wurde in einem weiteren chromatographischen Trennverfah
ren auf ihre Einheitlichkeit geprüfte Dazu wurden 5 mg
RNase über Amberlite IRC-50/XE-64 (Säule: 1 0 30 cm) mit
einem Gradienten von 3 0 35 ml 0,15 m (pR 6,40) und 1,35 ml
1,0 m (pH 6,47) Phosphatpuffer aufgetrennt (Rupley und
Scheraga 1963) und die Anfärbung des Eluats mit Ninhydrin
mit Hilfe eines Autoanalyzers (Technicon Chromatography
Corpe, Chauncey, New York) automatisch registrierte Nur
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Präparate, die sich als einheitlich erwiesen, kamen für
die Experimente zur Verwendu~ge Die Bestimmung der enzy
matischen Aktivität erfolgte nach einer bereits beschrie
benen (Jung 1965) Modifikation der Methode von Kalnitsky
et ale (1959): Nach Ende der Bestrahlung bzwo Wasserstoff
einwirkung wurde die Ribonuclease mit 1 ml 0,1-m Acetat
puffer (pR 5,0) von den Trägerplättchen abgelöst und durch
Zugabe von 1 ml einer 1-prozo Lösung von Natriumnucleinat
(Merck, Darmstadt) in 0,.1-m Acetatpuffer (pR 5,0) die Reak
tion zwischen Enzym und Substr.at eingeleitet 0 Dabei befand
sich die Reaktionsmischung bei einer konstanten Temperatur
von 30,0 0 00 Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
wurde die unverbrauchte RNS durch Zugabe von -1 ml einer
0,75-prozo Lösung von Uranylacetat in 25-prozo Perchlor
säure ausgefällt, das Gemisch sofort im Eisbad auf 0 0 0
abgekühlt und der Niederschlag nach weiteren 20 ~inuten

bei 6000 UpM abzentrifugierto 1 ml des Überstandes wurde
mit desto Wasser 1:3 verdünnt und die Absorption dieser
Lösu~g bei 260 ~ in einem Spektralphotometer (Zeiss,
PMO 11) gegen eine entsprechend behandelte Kontrolle ohne
EnzYm bestimmto

Zur Kalibrierung der Nachweismethode wurde die Reaktions

zeit zwischen jeweils 1 ~g Ribonuclease und 1 ml Substrat
zwischen 5 und 30 Minuten variierto Im untersuchten Be
reich nahm die Extinktion bei 260 ~ linear mit der Inku
bationszeit zu (Abbo 10)0 Das zeigt, daß bis zu Reaktions
zeiten von 30 Mino noch keine Verarmung an spaltbarer RNS
auftritt 0 In einem entsprechenden Versuch wurde bei einer
Inkubationszeit von 30 mino die verwendete RNase-Menge
zwischen 0,2 und 1,0 ~g variierto Wie aus Abbo 10 hervor
geht, ist die bei 260 m~ gemessene Extinktionsänderung
proportional zur verwendeten Enzymmengeo Bei diesen Kali
brierungsversuchen ist besondere Sorgfalt notwendig; denn
Ribonuclease adsorbiert sich leicht an Glas (Shapira 1959;
Deering 1960), wodurch beim Benutzen von Pipetten und
Glasgefäßen zum Verdünnen der Enzymlösungen auf die ge
wünschten Konzentrationen leicht erhebliche Fehler ent-
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stehen können, besonders in den Fällen, wo mit geringen
Enzymkonzentrationen gearbeitet wird. Diese Einschränkung
trifft auf den Nachweis getrockneter Proben nicht zUo Die
Trägerplättchen verblieben während des gesamten Verlaufs
der Enzymbestimmung in der Reaktionslösung und wurden erst
unmittelbar vor dem Abzentrifugieren der ausgefällten RNS
daraus entfernt 0 Damit konnte auch der P~teil der RNase
zur Reaktion beitragen, der unvollständig von den Gold
oder Glasplättchen abgelö-st oder an die Wand der Zentri
fugengläser adsorbiert waro

1110 Wirkungen von Anregungen und Ionisationen

1. Problemstellung

Bei der Absorption schneller geladener Teilchen sind An
regungen und Ionisationen die häufigsten Primärprozesse
der Energieabsorption (vgl. Kapo I. 4). Obwohl formal
die Ionisation in gewissem Si~~ nur eine Variante der An
re~~g ist, wird das Verhalten des betroffenen Moleküls
durch die aus einer Ionisation resultierende elektrische
Ladung so stark verändert, daß auf Grund ihrer unterschied
lichen chemischen und biologischen Konsequenzen die ge
trennte Betrachtung von Anregungen und Ionisationen ange
bracht erscheint 0

Der Unterschied in der Wirkung der beiden zur Diskussion
stehenden Primärprozesse wird durch die BefUl~de deutlich
demonstriert, daß beim Bestrahlen von Enzymen mit ultra
violettem Licht von 2537 ~ Wellenlänge größenordnungs
mäßig 100 Quanten pro Molekül absorbiert werden müssen, ehe
die enzymatische Aktivität verlorengeht (MeLaren 1949),
während das Auftreten einer Ionisation in einem Biomolekül
dieses mit einer Wahrscheinlichkeit nahe 1 inaktiviert
(Pollard, Guild, Hutchinson und Setlow 1955)0 Diese unter
schiedliche Wirksamkeit hat nichts mit der insgesamt ab
sorbierten Energie zu tun; denn 100 Quanten von 2537 R
Wellenlänge stellen einen Energiebetrag von 500 eV dar,
während für ein Ionenpaar bzw. eine Primärionisation 33
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bzwo 60 eV aufzuwenden sindo Von ausschlaggebender Be
deutung ist also der pro Elementarakt übertragene Ener
giebetrag; denn er beeinflußt ganz entscheidend die Art
und Weise, wie die Energie nach der Absorption innerhalb
des Moleküls verteilt wirdo Die Energie eines einzelnen
UV;;,..Quants reicht wohl zur Inaktivierung eines Enzym-Mole
küls aus, doch wird die absorbierte Energie in den mei
sten Fällen in eine Form überführt, die nicht zur irre
versiblen Schädigung des Moleküls geeignet isto Eine un
schädliche Verteilung der absorbierten Strahlungsenergie
innerhalb des Moleküls ist offensichtlich dann nicht mehr
möglich, wenn die übertragene Energie zur Ionisationaus~

reichto

Da Anregungen und Ionisationen - wie die vorangehende
Betrachtung zeigt - hinsichtlich ihrer Wirkungsweise
sehr verschieden sind, hielten wir es für interessant,
die biologischen Wirkungen der beiden diskutierten Pri
märprozesse von einander getrennt zu untersuchene Eine
solche Trennung ist bei Verwendung geladener Teilchen
nicht möglich, da die Häufigkeitsverteilung der aufgenom
menen Energiebeträge ausschließlich von der Oszillator
stärke der bestrahlten Moleküle, aber nicht von der ver
wendeten Strahlenart abhängt 0 Die Verteilung der Oszilla
torstärke von DNS ist nicht bekannt; eine grobe Vorstel
lung davon geben aber die von Johnson und Rymer (1967)
aufgenommenen Spektren der Energieverluste von Elektronen
in dünnen Folien aus trockener Nucleinsäureo Diese Spek
tren zeigen, daß mit großer Wahrscheinlichkeit auch Zu
stände angeregt werden, deren Energie oberhalb des Ioni
sationspotentials liegeno Die Energie solcher hochange
regten Zustände wird durch Ionisation oder Dissoziation
des Moleküls wieder abgegeben (vgloPlatzman 1962a) 0

Weitgehend unabhängig von der Art und Geschwindigkeit
eines einfallenden Teilchens werden immer die gleichen
Zustände mit jeweils der gleichen Häufigkeit angeregt,
so daß man auf molekularem Niveau durch Anwendung ver
schiedener energiereicher Strahlen keinen Einfluß ner~en
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kann auf Art und Häufigkeit der entstehenden Primär
produkte ..

Eine Einflußnahme auf die Verteilung der ~rimärprodukte

ist aber möglich, wenn definierte Energiebeträge von den
bestrahlten Molekülen aufgenommen werden; das ist der Fall,
wenn man monochromatische elektromagnetische Quanten
strahlung für solche Versuche benutzt .. Da die Ionisierungs
energie der meisten stabilen Moleküle um oder über 10 eV
liegt, ist es notwendig, mit sehr kurzweIligem ultravio
lettem Licht zu arbeiten.. Diese Bedingung bringt verschie
dene experimentelle Schwierigkeiten mit sich.. Bereits bei
'Wellenlängen unterhalb von 1850 Rist die Absorption in
Luft so stark, daß die Versuche im Vakuum durohgeführt
werden müssen .. Aus diesem Grund nennt man UV-Licht mit
'Wellenlängen< 1850 RVakuum-Ultraviolett .. Unterhalb
von 1050 ~, der Transmissionsgrenze von synthetischem.
Lithiu,mfluorid,ist die Verwe.ndung von Fenstern, Linsen
und Prismen nicht mehr möglich, da dieses ku!zwe~lige ~icht

von allen Substanzen äußerst stark absorbiert wirdo Folg
lich müssen Reflexionsgitter verwendet werden, was gegen
über der Anvlendung von Prismen und Linsensystemen eine
gewaltige Intensitätseinbuße mit sich bringt .. Dadurch
wird die Intensität der Lichtquelle zu einem entscheiden
den Kriterium für die Anwendbarkeit einer Anlage .. Als
weitere Schwierigkeit tritt hinzu, daß infolge der starken
Absorption die Primärprozesse sich überwiegend in Ober
flächenregionen der bestrahlten Objekte ereignen, woraus
ein ungünstiges Verhältnis von verändertem zu unveränder
tem Material resultiert .. Aus diesen Gründen wurden bisher
nur sebr weI'..ige Versuche in diesem 'Wellenlängenbereich
unternommen, obwohl schon 1954 von Franck und Platzman
darauf hingewiesen wurde, daß solche Experimente im Hin
blick auf die überragende Rolle der Ionisationen bei
strahlenbiologischen Prozessen von besonderer Bedeu~g
wären und eine Basis für das Verständnis strahlenchemi
scher und strahlenbiologischer Befunde schaffen könnten..
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Im Gegensatz dazu war die Wirkung von langweIligem UV
Licht (A> 2000 ~) auf DNS Und DNS-Bausteine Thema zahl
reicher Untersuchungen und mehrerer Übersichtsartikel
(zeBo Wacker 1963; Wacker et ale 1964; Smith 1964, 1966)0

Die einzigen Untersuchungen, die bisher mit Vakuum-Ultra
violett an Biomolekülen durchgeführt wurden, stammen von
Setlow und Mitarbeitern (Preiss und Setlow 1956; Setlow,
Silvermann und Watts 1958; Setlow, Watts und Douglas
1959; Setlow 1959, 1960), die die Quantenausbeute für die
Inaktivierung von Trypsin, Chymotrypsin und Ribonuclease
als Funktion der Wellenlämge des verwendeten UV-Lichts
bestimmtene Die Quantenausbeute bezeichnet die Zahl der
inaktivierten Moleküle pro absorbiertem Quanta Um diesen
Wert zu erhalten, muß die Abhängigkeit des Inaktivierurlgs
querschnitts von der Wellenlänge (das Wirkungsspektrum)
und das Absorptionsspektrum bekannt seina Besondere
Schwierigkeiten bereitet die Messung des letzteren Werteso
Preiss und Setlow (1956), die für verschiedene Amino
säuren, Proteine, Nucleotide und DNS die Absorptions
spektren zwischen 1450 und 2300 R aufnahmen, trockneten
die zu untersuchenden Substanzen aus wässriger Lösung
auf Calciumfluorid-Fenstern ein und registrierten das
Absorptionsspektrum des Films im Innern des beim Evapo
rieren des Wassers entstandenen Trockenringesa Bei diesem
Verfahren ist die Dicke der durchstrahlten Schicht nicht
genau bekannt, so daß die Absolutwerte der Absorption
nicht exakt angegeben werden konntena Werden diese Resul
tate mit dem Wirkungsspektrum korreliert, so ergibt sich
im Intervall z1flschen 1600 und 3100 R für Trypsin und
Ch~lnotrypsin eine Quantenausbeute von etwa 0,01 (Setlow,
Watts und Douglas 1959)0 Daho bis es zu einer Inaktivie
rung eines Trypsin-Moleküls kommt, werden im Durchschnitt
pro Molekül etwa 100 Quanten absorbiert 0 Zwischen 1600
und 1215 Rerfolgt ein steiler Anstieg der Quantenausbeute
auf 0,10 DNase zeigt ein ähnliches Verhalten wie Trypsin
und Chymotrypsin, doch nimmt die Quantenausbeute zwischen
1600 und 1215 R nur um einen Faktor von 3 zu (Setlow,
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Silvermann und Watts 1958)0 Die Inaktivierungswahrschein
lichkeit pro absorbiertem D~-Quant für Ribonuclease be
trägt bei 3000 j ca. 0,01, im Intervall zwischen 1400 und
1900 j etwa 0,1 und bei 1090 j 1,6. Allerdings kann bei
der Streuung der Meßwerte nicht sicher entschieden werden,
ob die Quantenausbeute bei der kürzesten Wellenlänge sig
nifikant größer als 1 ist, d.ho ob von einem absorbierten
Quant im Nlttel mehr als ein RNase-Molekül inaktiviert
wird. Es war aus apparativen Gründen nicht möglich, die
Untersuchungen auf kleinere Wellenlängen auszudehnen;
denn es gibt keine Substanzen mit so geringer Absorption,
daß sie als Trägermaterial bei der Bestimmung der Absorp
tionsspektren im Bereich solch kurzer Wellenlängen ver
wendet werden können.

Da wir bei unseren Untersuchungen an DNS auch den Wellen
längenbereich unter 1000 Rerfassen wollten, strebten wir
nicht die Bestimmung von Quantenausbeuten an, sondern
versuchten, den Inaktivierungsquerschnitt mit der rela
tiven Ionisierungswahrscheinlichkeit in Beziehung zu
setzen. Durch dieses Verfahren hofften wir bestimmen zu
können, in welchem Wellenlängenbereich ausschließlich
Anregungen auftreten, welcher Mindestenergiebetrag zur
Ionisation von DNS benötigt wird und von welchen Quanten
energien an die beobachteten Wirkungen zum überwiegenden
Maße von Ionisationen herrühren.

20 Ergebnisse

Trotz Verwendung geringster Mengen gefriergetrockneter
0X-DNS aus stark verdünnten Lösungen war infolge der star
ken Absorption des Vakuum-Ultravioletts die Dicke der
bestrahlten Schicht größer als die Eindringtiefe der ein
gestrahlten UV-Quanteno Dies macht sich dadurch bemerk
bar, daß mit zunehmender Dosis der Anteil der noch
funktionsfähigen DNS-Moleküle zunächst abnimmt, um bei
hohen Dosen einem konstanten Wert zuzustreben. Dosis
Effekt-Kurven dieser Art hatten wir schon früher bei
unseren Versuchen mit Protonen geringer Reichweite er-
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halten (Jung 1964) und wir werden ihnen sowohl in Kap.
IV (InaktiVieruhg VOll uNS und RNase durch langsame Pro
tonen) als auch in Kap. VI (Inaktivierung Von DNS, Bak
teriophagen und RNase durch thermische WasserstoIfatome)
wieder begegnen (vgl. Abb. 31). Wenn dieser "unzerstör
bare" Anteil, der durch zahlreiche Langzeitbestrahlungen
mit guter Statistik ermittelt wurde, von den einzelnen
Meßpunkten abgezogen wird, dann ergeben sich die auf Abb.
11 dargestellten Inaktivierungskurven. Infolge des Feh
lens eines geeigneten Trägermaterials (vgl. Kap. 111. 1)

konnte das Absorptionsspektrum von DNS bisher nur ober
halb von 1450 ~ bestimmt werden (Preiss und Setlow 1956).

Da dies mit dem hier verwendeten kurzweIligen UV-Licht
nicht möglich war, sind in Abbo 11 die Meßwerte nicht über
der Dosis in erg/g DNS, sondern über dem Energiefluß in
erg/cm2 aufgetragen; doch halten wir dieses Verfahren
als eine erste und grobe Näherung durchaus für geeignet,
um die Wirksamkeiten der verschiedenen Wellenlängen zu
ermitteln, zumal die Streuung der einfallenden Quanten
innerhalb des untersuchten Wellenlängenbereiches weitge
hend konstant sein sollte. Bemerkenswerterweise zeigen
die bei 1216 und 1110 Raufgenommenen Inaktivierungskurven
eine Schulter, während bei 2537, 1630 und 584 R die Inak
tivierung nach einer Kinetik erster Ordnung verläuIt. Aus
der Abbildung wird deutlich, daß die Neigung der Kurven
um so steiler wird, je größer die Energie der eingestrahl
ten Photonen ist. Aus dem exponentiellen Teil der Dosis
Effekt-Kurven wurde die Inaktivierungswahrscheinlichkeit
ermittelt und in Abb. 12 über der Quantenenergie des ein

gestrahlten UV-Lichts aufgetragen.

Neben der Inaktivierung der 0X-DNS wurde die Auslösung
von Elektronen aus DNS durch UV-Licht verschiedenerwel
lenlänge untersucht. Dazu wurde eine Probe aus gefrier
getrockneter DNS von 10 mm Durchmesser und ca. 1 mm Dicke
mit einem ausgeblendeten Lichtbündel von 5 rum Querschnitt
bestrahlt. Damit wurde sichergestellt, daß weder die Un
terlage noch die Umgebung der Probe von UV-Licht getrof-
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fen wurdeo Für diese Messungen wurde gereinigte und dialy
sierte DNS aus Kalbsthymus benutzt, da bei der erforder
lichen Materialmenge die VervJendung von 0X-DNS zu kost
spielig gewesen wäre, doch ist auf Grund der nicht zu
unterschiedlichen Basenzusammensetzung (0X-DNS: Adenin:
Thymin:Guanin:Cytosin = 1:1,31:1,02:0,70, Sinsheimer
1959b; Thymus-DNS: A:T:G:C = 1:1:0,72:0,72, Marmur und
Doty 1962) zu erwarten, daß zwischen der Ionisierungswahr
scheinlichkeit von Thymus-DNS und der von 0X-DNS kein we
sentlicher Unterschied bestehto Die ausgelösten Elektronen
wurden mit einer auf + 50 Volt gehaltenen ringförmigen
Elektrode gesammelt und mit einem Elektrometer gemesseno
Die bei verschiedenen Wellenlängen ermittelten Elektronen
ausbeuten sind in Abbo 12 zusammen mit den Resultaten der
Inaktivierungsversuche dargestellt, wobei die bei 584 i
erhaltenen Meßwerte gleich 1 gesetzt ~~rdeno Bei Quanten
energien oberhalb von 10,2 Elektronvolt (1216 R) fallen
die Kurven für Elektronenemission und Inaktivierung zu
sammen, während s.ie im Bereich kleiner Energien einen
unterschiedlichen Verlauf aufweiseno Unterhalb von 7,1 eV
(entspro 1750 i) war innerhalb unserer Meßgenauigkeit
keine Elektronenemission mehr festzustelleno

30 Diskussion

Wie Abbo 12 zeigt, sind UV-Quanten mit Energien unter
7,1 Elektronvolt nicht mehr in der Lage, DNS-Moleküle
zu ionisiereno Diese Quanten sind aber dennoch fähig, die
biologische Funktionsfähigkeit der DNS zu zerstören; als
wirksame Primärprozesse kommen im betrachteten Energiebereich
ausschließlich JUlregungen in Frageo Die Ähnlichkeit des
Kurvenverlaufes von Inaktivierung und Elektronenemission
zwischen 1216 und 584 Rweist auf der anderen Seite darauf
hin, daß im Bereich kleinerer Wellenlängen die Inaktivie
rung zum überwiegenden Maße von Ionisationen herrü~to

Im Intervall zwischen dem Überwiegen von Anregungen und
dem Überwiegen von Ionisationen, das bisher an DNS noch
nicht untersucht worden war, treten Inaktivierungskurven
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auf, die bei kleinen Dosen eine Schulter aufweiseno Die
Ursachen für das Zustandekommen dieser Schulter sind noch
nicht bekannto Zwar vmrden für T2- und T4-Bakteriophagen
nach Einwirkung von ultraviolettem Licht des Wellenlängen
bereiches zwischen 2250 und 3020 Rebenfalls Inaktivie
rungskurven mit einer Schulter gefunden (Winkler, JolLns
und Kellenberger 1962), doch konnte eine solche Kurven
form beim 0X 174-Phagen und seiner DNS weder bei Bestrah~

lung mit UV-Licht (Setlow und Boyce 1960 bzwo Sinsheimer
et alo 1962) noch bei Einwirkung ionisierender Strahlen
(Hotz und Müller 1961 bzwo Ginoza 1963) beobachtet wer
deno Im Gegensatz dazu ergaben sich bei intrazellulärer
Bestrahlung von 0X-DNS wenige Minuten nach der Infektion
Inaktivierungskurven mit einer ausgeprägten Schulter
(Sauerbier 1964a; Denhardt und Sinsheimer 1965b)Q Dieser
Befund kann damit erklärt werden, daß zu diesem Zeitpunkt
ein Teil der DNS bereits in die doppelsträngige replikative
Form (RF) überführt worden ist, wodurch Wirtszellreakti
vierung möglich wir~ die im Gegensatz zu RF weder beim
ganzen 0X-Phagen (Sauerbier1964a) noch bei seiner Ein
strang-DNS (Yarus und Sinsheimer 1964) auftritto Die Tat
sache, daß die bei 1110 und 1216 R erhaltenen Inaktivie
rungskurven eine Schulter zeigen und es darüber hinaus
nicht möglich ist, die Ursachen für ihr Zustandekommen
anzugeben, unterstreicht nachdrücklich die Bedeutung, die
zukünftigen strahlenbiologischen Experimenten in diesem
Übergangsgebiet zwischen Anregungen und Ionisationen zu
kommt 0

Unsere Untersuchungen über die Wirkung von Vakuum-UV auf
DNS sind in keiner Weise abgeschlossen oder vollständigo
Sie stellen eher eine erste Annäherung an das Problem dar,
wodurch der Nachweis erbracht wurde, daß die UV-Inakti
vierung von DNS im Bereich kurzer Wellenlängen mit Aus
sicht auf Erfolg untersucht werden kanno Solche Versuche
dürften besonders dann interessante Informationen zum
Mechanismus der Strahlenwirkung liefern, wenn die Messung
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der DNS-Inaktivierung mit dem Studium anderer Phänomene
am gleichen f1aterial kombiniert werden., Die Anwendbarkeit
der hier beschriebenen Meßmethod-ebei Experimenten der
genannten Art wird in Kap., VII aUSführlicher diskutierto

IVo lrJirkunf:1;en von elastischen Kernstößen

1., Problemstellunf:1;

Bereits im Jahre 1950 wies Platzman (1952) nachdrücklich
auf die Tatsache hin, daß es neben denbeiden dominieren
den Primärprozessen Anregung und Ionisation noch weitere
Mechanismen der Energieübertragung gibt und es somit un
vorsichtig ist zu behaupten, daß chemische und biologisch-e
wirkungen ausschließlich über ßrlregungen und Ionisationen
zustandekommen., Auf Grund theoretischer Überlegungen kam
er zu dem Schluß, daß in bestimmten Fällen Kernstöße durch
aus eine signifikante Rolle spielen könnten., Allerdings
war es früher niemals gelungen, die strahlenbiologische
Wirksamkeit dieses Prozesses eindeutig experimentell nach
zuweisen., Diese Tatsache ist bemerkenswert; denn die Be
deutung elastischer Kernstöße beispielsweise zur Erzeu
gung von Strahlendefekten in Festkörpern ist seit vielen
Jahren unbestritteno Daß ein entsprechender Nachweis für
strahlenbiologische Systeme bis jetzt noch nicht erbracht
werden konnte, liegt vor allem daran, daß diese Systeme
- im Gegensatz zu den Festkörpern - sehr empfindlich ge
genüber Ionisationen sind., Außerdem übersteigt bei den im
allgemeinen verwendeten Strahlenarten die Zahl der von
einem Teilchen ausgelösten Ionisationen die Zahl der Kern:...
stöße um mehrere Größenordnungen., Nach Platzman (1952)

wird von einem 10 MeV-Alpha-Teilchen in Luft eine Energie
von etwa 8 keV in elastischen Stößen übertragen, davon
etwa 1 keV ganz am Ende seiner Reichweite., Bei etwa zwei
Dritteln der insgesamt in einem leichten Medium ausge
lösten Kernstöße wird genügend Energie übertragen, um ein
Atom aus seinem Molekülverband herauszuschlagen., Damit
läßt sich die Gesamtzahl der von einem 10 MeV-Alpha-Teilchen
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aus ihren Molekülen entfernten Atome abschätzen: sie be
trägt - einschließlich der in sekundären Stößen ausge
lösten Atome - etwa 100~ Da ein 10 MeV-Alpha-Teilchen
etwa 106 Atome anregt oder ionisiert und diese im allge
meinen chemisch wirksam sind, so ist bei gewöhnlichen
"ionisierenden" Strahlen die Wirkung der Kernstöße ver
schwindend klein gegenüber der Ionisationswirkung, so daß
eine Trennung der beiden Effekte nicht möglichisto

Neben Platzman, der die wesentlichen theoretischen Aspekte
für die mögliche Bedeutung der Kernstöße in Strahlenche
mie und Strahlenbiologie erarbeitet hat (Platzman 1952,
1958, Franck und Platzman 1954, Hart und Platzman 1961),
vertraten auch Fano (1954), Zimmer (1956a) und Riehl
(1956) die Ansicht, daß Kernstöße zur Auslösung biologi
scherVeränderungen sich als sehr wirkungsvoll erweisen
könnten 0 Daß dieser Primärprozeß für die Dosimetrie
epithermischer Neutronen und darüber hinaus für die Fest
legung der Toleranzdosen für epithermische Neutronen von
außerordentlicher Bedeutung ist, wurde von Zimmer (1956a)
ausführlich diskutierte Alle Autoren wiesen auf die Not
wendigkeit hin, Experimente zur Aufklärung der strahlen
biologischen Wirksamkeit der Kernstöße durchzuführeno

Trotz dieser zahlreichen Hinweise wurde das Problem der
elastischen Kernstöße bisher nur von wenigen Experimen
tatoren aufgegriffene Ehrenberg und Mitarbe (Ahnström,

Ehrenberg und Zimmer 1960; Ahnström und Ehrenberg 1961)
versuchten, die wirkung elastischer Kernstöße auf Plexi
glas nachzuweisen, um diese Substanz zur Dosismessung
gemischter Reaktorstrahlung, bestehend aus schnellen und
epithermischen Neutronen und Gammastrahlung, zu verwendeno
Bei diesen Experimenten wurde Plexiglas mit Deuteronen
zwischen 5 und 100 keV Energie bestrahlt und die Änderung
der optischen Absorption bei 295 ~ bestimmte Die Extink
tionsänderung pro Dosiseinheit erwies sich als weitge
hend unabhängig von der Energie der eingestrahlten Deute
ronen o Im Gegensatz dazu erbrachten unsere eigenen Unter-
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suchungen an dünnen Folien aus Polyterephthalsäureester
(Hostaphan) das Resultat, daß die Wirkungen von langsamen
Protonen mit Energien zwischen 2 und 12 keV aus einem
breiten Absorptionsmaximum bei 250 ~ und einem scharfen
Peak bei 308 ~ bestehen, während 2 MeV-Protonen und 3,4
MeV-a-Teilchen nur das Absorptionsmaximum bei 308 ~ her
vorrufen (Jung 1966b). Dies war ein erster Hinweis darauf,
daß die chemischen wirkungen der Kernstöße. sich von den
Wirkungen der Ionisationen unterscheiden.

Um die biologische Wirksamkeit der elastischen Kernstöße
nachzuweisen, untersuchte Kühn (1960a) den Verlauf des
Wirkungsquerschnitts für die Inaktivierung von Milchsäure
Dehydrogenase als Fu~~tion der Protonenenergieo Bei die
sen Experimenten war die Dicke der bestrahlten Enzymschicht
jeweils um einen Faktor von 2 größer als die Reichweite der
eingestrahlten Protonen, so daß die ermittelten Wirkungs
querschnitte stets als Integralwerte für das Energiespek
trum zwischen Null und der Einfällsenergie der Protonen
anzusehen sind. Für Protonen des untersuchten Energiebe
reichs zwischen 18,5 und 79 keV konnte keine Energieab
hängigkeit des Inaktivierungsquerschnitts festgestellt
werden. Der Mittelwert der nach Kühn (1960b) korrigierten
Inaktivierungsquerschnitte beträgt für das untersuchte
Energieintervall 7.10-13 cm2 •

Der Grund dafür, daß das Problem der elastischen Kern
stöße bisher noch nicht ausführlicher untersucht worden
ist, dürfte im wesentlichen in experimentellen Schwierig
keiten zu suchen sein. Wie schon erwähnt, sind schnelle
geladene Teilchen für solche Versuche nicht geeignet, da
bei ihnen angeregte und ionisierte Moleküle viel zahl
reicher sind als Kernstoßprozesse. Auch die Verwendung
von Neutronen dürfte große Schwierigkeiten mit sich brin
gen, obwohl diese ihre gesamte kinetische Energie über
elastische Stöße mit Atomkernen an das bestrahlte Medium
abgeben. Allerdings werden die biologischen Wirkungen
der Kernstöße bei Verwendung von schnellen Neutronen durch
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die Ionisationswirkung der von diesen Neutronen ausge
lösten Rückstoßprotonen überdeckt und damit dem direkten
Nachweis entzogen; und strahlehbiologische Experimente
mit epithermischen Neutronen, die di~se Schwierigkeit zum
Teil umgehen könnten; sind bis jetzt hoch nicht bekannt
gewordenc Außerdem treten beim Bestrahien mit langsamen
Neutronen Kernreaktionen auf, so daß man in solchen Expe~

rimenten stets die Summe der Wirkungen der von den Neutro
nen erzeugten Rückstoßprotonen und der bei Kernreakt~onen

entstehenden Strahlungen erfaßto Prinzipiell könnte man
für solche Experimente auch Systeme verwenden, in denen
Kernumwandlungen stattfindeno Bei der Emission eines
Alpha-Teilchens beträgt die kinetische Energie des rück
gestoßenen Kerns größenordnungsmäßig 100 keV UIld bei
Beta-Zerfällen 10 bis 100 eVo Die Rückstoßkerne verlieren
ihre Energie entlang einer sehr kurzen Strecke, und zwar
wegen ihrer geringen Geschwindigkeit fast ausschließlich
über elastische Stößeo Allerdings besteht auch hier die
Schwierigkeit, die Wirkungen der elastischen Stöße der
rückgestoßenen Kerne von den Wirkungen der Ionisationen
der emittierten Teilchen zu trenneno

Damit verbleibt als beste Möglichkeit, um die Wirkung der
Kernstöße UIlabhängig von anderen Mechanismen der Energie
übertragung zu untersuchen, die Verwendung niederenerge
tischer geladener Teilcheno Abbo 13 zeigt die Wirkungs
querschnitte für den Energieverlust durch Elektronenwech
selwirkung (cr e ) bzwo durch elastische Kernstöße (crn ), die
von Neufeld und Snyder (1961) für die Abbremsung von Pro
tonen in Gewebe berechnet wurden 0 Die Ionisierungsdichte
cr e nimmt mit abnehmender Protonenenergie zu, erreicht
bei 60 - 100 keV ein Maximum (das sogo Bragg-Maximum)
und verringert sich nach kleineren Protonenenergien hinc
Da im gleichen Energieintervall der Wirkungsquerschnitt
für Kernstöße crn gleichzeitig ansteigt, gibt es eine
Grenze, unterhalb der über elastische Kernstöße mehr
Energie übertragen wird als über Anregungen und Ionisa-
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tionenQ Nach Snyder und Neufeld (1957) liegt dieser Wert
bei einer Protonenenergie von 1,5 keV e Dienes und Vineyard
(1957) schätzten die Energiegrenze z\dschen Kernstößen
1h~d Ionisationen nach einer von Seitz (1949) und Kinchin
und Pease (1955) angegebenen Formel abo Sie gaben als
Faustformel an, daß Ionisationen immer dann unwichtig
werden, wenn die Energie des bewegten Teilchens (in keV)
geringer als sein Atomgewicht wirdo Wie getrennte Berech
nungen für Metalle und Isolatoren zeigten, ist dieser
Wert weitgehend unabhängig von der Art des bestrahlten
Materials 0 Nach diesen beiden Abschätzungen (Snyder und
Neufeld 1957; Dienes und Vineyard 1957) ist somit zu er
warten, daß unterhalb von 1 - 1,5 keV der Beitrag der
Kernstöße zur Energieabgabe von Protonen größer ist als
der Beitrag von Anregungen und Ionisationeno

Die Experimente laufen also darauf hinaus, die differen
tielle biologische Wirksamkeit langsamer Protonen in Ab
hängigkeit von ihrer Energie zu messeno Zu diesem Zweck
muß das biologische Indikatorsystem in seinen Abmessungen
klein sein gegen die Reichweite der Protoneno Da die Ein
dtingtiefe eines Protons von 1 keV in biologischem Mate
rial größenordnungsmäßig etwa 100 ~ beträgt (Person 1956;
Person, Hutchinson und Marvin 1963), ist mit diesem Wert
die Dicke der für diese Experimente in Frage kommenden
Schichten festgelegte Wenn nur Ionisationen für die Inak
tivierung des biologischen Materials von Bedeutung sind,
dann ist zu erwarten, daß der experimentell bestimmte
Inaktivierungsquerschnitt einen ähnlichen Verlauf zeigt
wie die Ionisierungswahrscheinlichkeit oe (vglo AbbQ 13)0
Wenn dagegen neben den Ionisationen auch die Kernstöße
einen Beitrag zur beobachteten Wirkung leisten, dCL~ ist
unterhalb von 60 keV mit abnehmender Protonenenergie zu
nächst eine Abnahme des Inaktivierungsquerschnitts zu
erwarten; bei kleinen Energien, werlll sich der Einfluß
der Kernstöße bemerkbar macht, ist mit einem Ansteigen
der Inaktivierungswahrscheinlichkeit zu rechnene
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20 Ergebnisse

Experimente mit DNS: Bei der Bestrahlung von 0X-DNS mit
niederenergetischen Protonen nimmt die Überlebensrate mit
zunehmender Dosis ab und strebt im Bereich hoher Dosen
einem Sättigungswert zu (Kurvenform wie auf Abb.c 31), ein
Befund, der auch bei den Experimenten mit Vakuum-Ultra
violett (vgle Kapo 1110 2) und mit thermischen H-Atomen
(vglo Kapo VIo 2) erhalten wurdeo Die Größe des Sätti
gungswertes, die von der Art der Probenherstellung ab
hängt, lag im Energiebereich unterhalb von 10 keV zwischen
20 und 40 %0 Im gleichen Energieintervall konnte keine
Abhängigkeit des konstanten Anteils von derProtonenener
gie festgestellt werdeuo 60 - 80 Prozent der. DNS liegen
folglich in einer Schicht vor, deren Dicke klein ist gegen
die Reichweite der eingestrahltenProtonen, während der
verbleibende Rest offensichtlich in winzige Salzkriställ
chen eingebettet ist, welche die langsamen Protonen nicht
durchdringen könneno Die Salzspuren lassen sich zwar durch
Chromatographie über Sephadex von der DNS abtrennen, doch
verliert dabei die DNS aus unbekannten Gründen ihre In
fektiösität, so daß dieses Verfahren nicht angewandt wer
den k01Lnteo Die Anwesenheit von minimalen Salzmengen ist
jedoch nicht als schwerwiegende Einschränkung dieser Un
tersuchUL~gsmethode anzusehen; denn subtrahiert man den
konstanten Anteil von den einzelnen Meßpunkten, dann
liegen die daraus resultierenden Werte bei halblogarith
mischer Auftragung auf einer Geradeno Wie Abbo 14 zeigt,
weisen die bei Protonenenergien von 0,8, 1,2 und 35 keV
ermittelten Dosis-Effekt-Kurven nur geringfügige Unter
schiede in ihrer Neigung auf; doho die Wirksamkeit der
langsamen Protonen zur Inaktivierung von DNS hängt nur
sch1J'Tach von ihrer kinetischen Energie ab (vgl 0 Kürzinger
und Jung 1968b ) 0

Dieser Befund geht klarer aus Abbo 15 hervor, auf der die
experimentell ermittelten Inaktivierungsquerschnitte über
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der Energie der eingestrahlten Protonen aufgetragen sindo
Der Wirkungsquerschnitt ist bei höheren Energien prak
tisch konstant, erreicht zwischen 1 und 1,5 keV einfla
ches Minimum und steigt unterhalb dieser Energie wieder
geringfügig an. Der Kurvenverlauf auf Abbo 15 weist darauf
hin, daß unabhängig von seiner Energie beinahe jedes Teil
chen, das ein DNS-Molekül durchquert, in diesem mindestens
ein inaktivierendes Ereignis auslöst (vgl" Diskussion,
Kap. IV" 3)" Deshalb haben wir diese Experimente mit dem
Enzym Ribonuclease weitergeführt, das ein relativ kleines
Molekulargewicht von MG = 13680 (Hirs, Moore und Stein
1960) besitzt und für das wir eine empfindliche Nachweis
methode ausgearbeitet haben (Jung 1964), die Substanz
mengen von einigen 10-8 g sicher zu bestimmen gestattet"

Experimente mit Ribonuclease: Werden 0,5 I1g Ribonuclease
mit Protonen von 0,8 keV Energie bestrahlt, dann nimmt
die verbleibende Enzymaktivität mit zunehmender Dosis ab
und strebt bei hohen Dosen einem Sättigungswert zu (Abb"
16, untere Kurve), da offenbar an einigen Stellen die
Dicke der bestrahlten RNase-Schicht die Reichweite der
eingestrahlten Protonen übersteigte Nach Subtrahieren
dieses konstanten Anteils erfolgt die Abnahme der RNase
Aktivität nach einer Kinetik erster Ordnung (Abb" 16,
obere Kurve)" Ganz entsprechende Kurvenformen wurden
bereits bei der Einwirkung von kurzweIligem UV-Licht
(vglo Kap" 111" 2) und von langsamen Protonen (vglo
voranstehenden Abschnitt) auf DNS erhalten. Die aus der
Neigung der Kurve bestimmte 37 ro-Dosis (D37 ) beträ.gt
(8,2 ± 1,7) " 1012 p/cm2" Da die Protonen in der Enzym
schicht völlig abgebremst werden, ist dieser D37-Wert dem
Energieintervall zwischen ° und 0,8 keV zuzuordnen" Zu
entsprechenden Resultaten führten die Bestrahlungen mit
1 keV-Protonen bei Schichtdicken von 1,3 I1g/cm2 und mit
1,2 keV-Protonen bei Schichtdicken von 5 11 g/cm2" In bei
den Fällen übersteigt die Dicke der Enzymschicht die Reich
weite der Protoneno Die bei diesen Experimenten nach Ab-
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zug eines konstanten "unzerstörbaren" Anteils ermittel-,
ten 37 o/o-Werte von (7,8 ± 1,3) 01012 p/cm2 bzwo (1,8 ±
0,3) 0 1013 p/cm2 sind somit ebenfalls als integrale Werte
für das Energieintervall zwischen ° und 1 keV, bzwo zwi
schen ° und 1,2 keV anzuseheno Sie sind deshalb einer
"mittlereu'Protonenenergie ll von (0,5 :!: 0,5) keV bzw;,
(0,6:!: 0,6) keV zugeordnet worden (vglo Tabo 1, So 48
und Abbo 19)0

Beim Bestrahlen von jeweils 1 ~g RNase mit 1,2 keV-Pro
tonen bleibt bei hohen Dosen kein konstanter Anteil
übrig (Abb017)0 Dies zeigt, daß 1,2 keV-Protonen eine
RNase...Schicht von 1,3 ~g/cm2 ganz durchdringen könneno
Der Wert f;i~ die D

37
von (1,9 ± 0,15) 0 1013 p/cm2 stimmt

innerhalb unserer Versuchsgenauigkeit mit der bei großer
Schichtdicke erhaltenen 37 %-Dosis übereino Bei Verwen
dung von jeweils 0,5 iJ.g RNase pro Goldplättchen ergibt
sich dagegen eine D

37
von (3,4 :!: 0,3) 0 10'13 p/cm2 (Abba

17), was deutlich zeigt, daß der D
37

-Wert stark von der
Dicke der bestrahlten RNase-Schicht abhängt, die ihrer
seits das Energiespektrum der die Enzymschicht durch
querenden Protonen bestimmto Man kann deshalb darauf
schließen, daß in dem betrachteten Energieintervall die
D

37
außerordentlich stark energteabhängig isto

In entsprechender Weise wurden mit Protonen verschiedener
Energie dünne Schichten von Ribonuclease bestrahlt und
aus den Inaktivierungskurven die 37 %-Dosen auf graphi
schem Wege ermittelto Auf Abbo 18 sind Dosis-Effekt-Kur
venwiedergegeben, die mit 0,5 ~g RNase bei Protonenener
gien von 1,4 und 50 keV aufgenommen wurdeno Aus der Dar
stellung wird deutlich, daß auch bei höherenProtonenener
gien die D37-Werte stark von der Energie der eingestrahlten

Protonen abhängen 0

In ~abo 1 sind die 37 %-Dosen für die Inaktivierung von
Ribonuclease durch Protonen verschiedener Energie zusam
mengestellto Außerdem ist die für den betreffenden Ver-
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Tabelle 1

37 %-Dosen (D
37

) für die Inaktivierung von Ribonuclease
durch Protonen verschiedener Energie

En~~~ie I
einfal- .
lenden J
Protonenl

[keV] I

Ribo- !Energieverlust
nuclease-1 in der

me~::] IRNaS~:::~Cht

0,8a

-1,0

1,0

1,2

1,2

1,2

1,4

1,4

2,2

2,2

2,7

3,0

5,0
6,4

10,2b

1-1,8

15,2
22

50
60

0,5

0,5

0,7c

4,0

1,0

0,5

0,7c

0,5
-1,0

0,5

0,7c

0,5
-1,0

0,5
1,0

0,5c

0,5

0,5

0,5

0,5

0,8

1,0

1,0

1,2

1,0

0,5

0,7

0,5
'1,0

0,5

0,7

0,5
1,0

0,5
1,0

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,82 ± 0,17

0,78 ± 0,13
1,02 ± 0,2

1,8 ± 0,3

1,9 ± 0,15

3,4 ± 0,3

4,15 ± 0,4
4,25 ± 0,4

3,55 ± 0,35

3,45 ± 0,35

2,7 ± 0,35
2,4 ± 0,2

2,03 ± 0,16

1,55 ± 0,16
1,15 ± 0,10

1,0 ± 0,07

0,79 ± 0,06

0,74 ± 0,05
0,65 ± 0,04
0,60 ± 0,04

a Mittlere Protonenenergie (0,4 ± 0,4) keV

b Mittlere Protonenenergie (9,7 ± 0,5) keV

C Verwendung von chromatographisch gereinigter RNase
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such verwendete Ribonucleasemenge und der Energieverlust
der Protonen in der Enzymschicht angegebeno Der letztere
Wert, der nur eine grobe Abschätzung darstellt, wurde durch
Differenzierung der von Person (Person 1956;; Person,
Hutchinson und Marvin 1963) ermittelten Energie-Reichwei
te-Kurve für langsame Protonen in Protein ermittelt und
aus Berec~-uungen von Neufeld und Snyder (1961)0 Nach Per
sons Ergebnissen nimmt zwischen -10 und 60 keV dE/dx mit
zunehmender Protonenenergie ab, während nach Neufeld und
Snyder dE/dxim gleichen Intervall ansteigta Deshalb wurde
eine konstante Energieabgabe von 1 keV/100 R angenommen,
um den Energieverlust der einfallenden Protonen in der
Enzymschicht abzuschätzeno Tabelle 1 zeigt, daß bei höhe
ren Protonenenergien die 37 %-Dosis nur wer~g energieab
hängig isto Nach kleineren Energien hin nimmt sie stetig
zu und erreicht bei 1,4 keV ein Maximumo Besonders zu er
wähnen ist die Tatsache, daß unterhalb von 1,4keV die
D37 steil abfällt, was nichts anderes heißt, als daß die
Wirksamkeit der Protonen zur Inaktivierung von Ribonuclease
in diesem Energieintervall mit abnehmender Protonenenergie
stark zunimmt 0

Das ausgeprägte Maximum bei Energien um 1 - 1,5 keV und
den steilen Abfall bei niedrigeren Energien zeigt Abbo 19,
auf welcher der Verlauf der 37 %-Dosen für die Inaktivie
rung von Ribonuclease in Abhängigkeit von der "mittleren
Protonenenergie ll für das Energieintervall zwischen 0 und

12 keV dargestellt isto Die mittlere Protonenenergie be
deutet den Mittelwert zwischen der Energie der einfallen
den Protonen und der Energie, mit der die Protonen die

,
RNase-Schicht wieder verlasseno Die in Abbo 19 angegebenen
horizontalen Fehlerbalken bezeichnen somit den Energie
verlust der Protonen beim Durchqueren der Enzymschicht,
die vertikalen den mittleren Fehler bei der Bestimmung
der D37 0 Aus der Abbildung geht hervor, daß käufliche
Ribonuclease und chromatographisch gereinigte RNase A
gegenüber langsamen Protonen gleiche Strahlenempfindlich
keit besitzeno
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Abb. 20 zeigt den Verlauf des Wirkungsquerschnitts für
die Inaktivierung von Ribonuclease durch Protonen ver
schiedener Energie. Zur deutlicheren Darstellung des nie
derenergetischen Bereichs ist die Protonenenergie in lo
garithmischer> Skala aufgeführt. Die angegebenen Fehler
bezeichnen den ~nergieverlust der Protonen in der RNase
Schicht bzw. den mittleren Fehler bei der Bestimmung der
Inaktivierun~8querschnitte,die durch Bildung des Inversen
auS den 37 %~Dosen erhalten wurden. Unterhalb von 0,9 keV
sind die Energieverluste der Protonen in der RNase-Schicht
vergleichbar mit der Bestrahlungsenergie; es ist somit
schwierig, in diesem Bereich die experimentell ermittelten
Inaktivierungsquerschnitte ihren entsprechenden Protonen
energien zuzuordnen (Abb. 20, unterbrochener Teil der
Kurve). Dennoch geht aus der Abbildung deutlich hervor,
daß unterhalb von 1,2 keV die Inaktivierungswahrschein
lichkeit mit abnehmender Protonenenergie stark ansteigt.
Auch nach höheren Protonenenergien hin nimmt der In::lkti
vierungsquerschnitt zu; bei 50 bis 60 keV scheint er einem
Sättigungswert zuzustreben.

3. Diskussion

Der Verlauf des Inaktivierungsquerschnitts von Ribonuclease
auf Abb. 20 läßt sich im Bereich höherer Protonenenergien
ohne weiteres durch die Tatsache erklären, daß die Ioni
sierungswahrscheinlichkeit der Protonen unterhalb von
60 keV mit abnehmender Protonenenergie geringer wird und
deshalb die Inaktivierungswahrscheinlichkeit in entspre
chender Weise abnimmt. Das starke Ansteigen des Wirkungs
querschnitts bei Energien unterhalb von 1,2 keV beweist,
daß in diesem Energieintervall ein Mechanismus der Energie
übertragung einsetzt, der mit abnehmender Protonenenergie
stark anwächst. Als InaktivierungsWechanismus kommt in
diesem Energiebereich praktisch nur die Schädigung der
RNase-Moleküle durch elastische Stöße der einfallenden
langsamen Protonen mit den in der Ribonuclease enthaltenen
Atomen in Frage.
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Einen quantitativen Vergleich ermöglichen die in Abbo 13
aufgeführten Berechnungen von Neufeld und Snyder (1961)
über die Energieverluste von Protonen in Gewebe durch
Elektronen-Wechselwirkung (oe) und durch elastische Kern
stöße (on)o Der Verlauf beider Wirkungsquerschnitte ist
in Abbo 21 als Funktion der Protonenenergie angegeben
(durchgezogene Kurven oe und on' rechte Skala)o Außerdem
sind die experimentell ermittelten Inaktivierungsquer
schnitte für Ribonuclease (Kreuze, unterbrochene Kurve S,
linke Skala) in die Abbildung eingetrageno Um die Über
sichtlichkeit der Darstellung zu erhöhen, sind keine Feh
lergrenzen angegeben; diese sind jedoch aus Abbo 20 er
sichtlich. Die experimentell bestimmte Kurve S kann als
Summe der wirkungen von Ior~sationen und Kernstößen auf-
gefaßt werden : S = Se + Sn0 Bei einer Protonenenergie
von 60 keV ist der Wirkungsquerschnit~für Kernstöße an
um einen Faktor von 500 kleiner als der Energieverlust
durch wechselwirkung mit den Atomelektronen 0eo Man kann
folglich davon ausgehen, daß bei dieser Protonenenergie
der Beitrag der Kernstöße gegenüber den wesentlich häufi-:_
geren Ionisationen zu vernachlässigen ist (60 keV: Sn=O,
S=Se)o Deshalb sind auf Abbo 21 die beiden verschiedenen
Skalen für den Inaktivierungsquerschnitt S und den Ab
bremsquerschnitt ° so gegeneinander angeordnet, daß bei
60 keV, wo praktisch ausschließlich Elektronenwechsel
wirkung vorliegt, die Kurven S und Ge zusammenfalleno
Wenn im gesamten untersuchten Energiebereich keine Inak
tivierung der RNase durch Kernstöße auftritt, dann sollte
man erwarten, daß nach kleinen Protonenenergien hin die In
aktivierungswahrscheinlichkeit S in gleichem Maße abnimmt
wie die Ionisierungswahrscheinlichkeit ° (bei allen Ener-e
gien: Sn = 0; folglich S = Se = 0e)o Bei dieser Argumen-
tation ist allerdings vorausgesetzt, daß in einem RNase
Molekül beim Durchgang eines Protons nur in relativ sel
tenen Fällen mehrere inaktivierende Ereignisse ausgelöst
werdeno Diese Bedingung ist für Ribonuclease erfüllt, aber
nicht für 0X-DNS, wie im folgenden Abschnitt bei der Dis-
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kussion der mit DNS erhaltenen Ergebnisse noch deutlich
werden wirde Wie aus Abbe 21 ersichtlich, fällt S nicht
mit cr e = Se zusammen, Sn ist also von Null verschiedene
Um die Wirkung der Kernstöße von den Wirkungen der Ionisa
tionen zu trennen, ist in Abbe 21 die. Differenz zwischen
den experimentellen werten und der Kurve Se aufgetragen
(Punkte, Kurve Sn)" Diese Kurve Sn' welche die Inakti ...
vierung von Ribonuclease durch elastische Kernstöße als
Funktion der Protonenenergie beschreibt, liegt um einen
Faktor von etwa 4 über der Kurve crne Das zeigt, daß die
Inaktivierung von RNase durch Kernstöße mit größerer Ener
gieausbeute erfolgt als durch Ionisationene Ob dieser
Faktor von 4 dadurch zu erklären ist, daß der mittlere
Energieaufwand für eine Inaktivierung durch Kernstoß kleiner
ist als der für eine Primärionisation, oder ob ein Kernstoß
ein RNase-Molekül mit größerer Wahrscheinlichkeit inakti
viert, läßt sich aus den vorliegenden Experimenten nicht
ermittelne

Eine entsprechende Analyse unserer an DNS erhaltenen Resul
tate ist nicht möglich, da offensichtlich die ihr zugrunde
liegende Voraussetzung nicht erfüllt ist, daß beim Durch-
gang eines Protons durch ein Molekül im Mittel weniger als
ein inaktivierendes Ereignis ausgelöst wirdo Dies ist auch
der Grund dafür, daß die Inaktivierungsquerschnitte von
DNS und RNase in unterschiedlicher Weise von der Protonen
energie abhängen (vgle Abbe 15 und 20)e Wir werden deshalb
den nach der Treffbereichstheorie zu erwartenden Kurvenver;'::c '"'
lauf berechnen und ihn mit den experimentell erhaltenen

Werten vergleichen: Nach Fano (1938) und Zimmer (1943a, b)
läßt sich der Verlauf des Inaktivierungsquerschnitts S in
Abhängigkeit von der Ionisierungsdichte der einfallenden
Partikelstrahlung durch die Beziehung

( -id)S = S 1 - eo (2)

beschreibeno Dabei bedeutet So den geometrischen Quer
schnitt und d die mittlere Dicke des bestrahlten Molekülso
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In der bisher benutzten Form von Glo(2) bedeutet i die
mittlere Zahl der Primärionisationen pro Zentimetero Da
wir aber nicht nur Ionisationen, sondern auch elastische
Kernstöße bezüglich ihrer biologischen Wirksamkeit. disku
tieren wollen, bezeichnet i hier die mittlere Anzahl der
inaktivierenden Ereignisse, die von einem Proton pro
Zentimeter Wegstrecke ausgelöst werdeno Gemäß Glo (2)
wächst der Inaktivierungsquerschnitt S mit zunehmender
Ionisierungsdichte der verwendeten Teilchen an und nähert
sich bei hohen Werten von i an den geometrischen Querschnitt
So ano Da nicht genaubekannt ist, welche Form die DNS
Moleküle nach der Gefriertrocknung aufweisen, wird So aus
Abbo 15 entnommen: Oberhalb von 5 keV ist der Inaktivie
rungsquerscrlllitt nur noch wenig energieabhängig und strebt
einem Sättigungswert von S = 6,2 0 10-12 cm2 ZUo Aus
diesem Wert, dem MOlekular~ewicht von 1,7 0 106 (Sinsheimer
1959b) und der Dichte von 1,7 g/cm3 errechnet sich für das
DNS-MolekJI ein Volumen von 1,67 010-18 cm3 und daraus
eine mittlere Dicke von 27 Ro

Um i als Funktion der Protonenenergie zu berechnen, können
wieder die von Neufeld und Snyder (1961) angegebenen Wir
kungsquerschnitte oe und on (vglo Abbo 13) herangezogen
werdeno Um aus diesen Werten, die in MeVocm2/Atom angege
ben sind, die Energieabgabe pro Wegstrecke zu bestimmen,
benötigt man die Zahl der Atome pro Kubikzentimetero Die
ser Wert beträgt 1,05 0 1023 Atome/cm3 ; er wurde mit Hilfe
der von Sinsheimer (1959b) mitgeteilten molaren Häufig
keiten der verschiedenen DNS-Basen (Adenin: Thymin:
Guanin: Cytosin = 1,0 : 1,31 : 1,02 : 0,79) für eine
Dichte von 1,7 g/cm3 errechnet 0 Aus der Energieabgabe pro
Längeneinheit kann unter Verwendung eines mittleren
Energieaufwands von 60 eV pro Primärereignis der Wert
von i als Funktion der Protonenenergie angegeben werdeno
Benutzt man nur den Wirkungsquerschnitt für Elektronen
wechselwirkung oe' so erhält man daraus den zu erwartenden
Verlauf des Inaktivierungsquerschnitts für den Fall, daß
ausschließlich Ionisationen zur Inaktivierung der DNS be-
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fähigt sind (Abbo 22, Kurye 1)0 Wenn Ionisationen und
Kernstöße mit gleicher Energieausbeute an der insgesamt
beobachteten Wirkung beteiligt sind, sollte der Inakti
vierungsquerschnitt wie Kurve 11 (Abbo 22) von der Proto
nenenergie abhängen; Kurve 111 wurde unter der Vorausset
zung errechnet, daß Kernstöße eine viermal höhere Wirksam
keit zur Inaktivierung von DNS besitzen als Ionisationeno
Aus dem Vergleich der experimentell ermittelten Inakti
vierungsquerschnitte mit den nach Gleichung (2) berechne
ten Kurven geht eindeutig hervor, daß elastische Kern
stöße zur Inaktivierung von DNSfähig sind; andernfalls
müßte die Inaktivierungswahrscheinlichkeit den gleichen
Verlauf wie Kurve I aufweisen und mit abnehmender Proto
nenenergie gegen Null geheno Allerdings kann über die
Energieausbeute der Kernstöße keine Aussage gemacht wer
deno Abbe 22 weist zwar darauf hin, daß Kernstöße zur
Inaktivierung von DNS evtlo wirksamer sind als Ionisa
tionen; doch ist dieser Schluß nicht zwingend, da der
Verlauf der berechneten Kurven stark davon abhängt, welche
Molekülform der Rechnung zugrundegelegt wirdo

40 Modifizierende Parameter

Nachdem mit den voranstehend beschriebenen Experimenten
der Nachweis geführt worden war, daß elastische Kernstöße
in der Lage sind, die biologische Funktionsfähigkeit von
0X-DNS sowie die enzymatische Aktivität von Ribonuclease
mit großer Wirksamkeit zu zerstören, erschien es uns
interessant und aufschlußreich, mögliche Unterschiede in
der Wirkungsweise von elastischen Kernstößen und von
Ionisationen aufzuzeigeno Beispielsweise könnten sich
Ionisationen und Kernstöße dadurch unterscheiden, daß die
Wirkungen beider Primärprozesse doch verschiedene Para
meter beeinflußt werdenoMit ionisierenden Strahlen wurde
bisher eine ganze Reihe solcher Parameter ausführlich
untersucht (vglo Abba 2), wobei Schutzeffekt , Temperatur
effekt und Sauerstoffeffekt besonderes. Interesse fanden 0
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Diese drei die Strcu~enwirkungmodifizierenden Parameter
wurden in einer großen Zahl verschiedenartiger Systeme
beobachtet, und zwar sowohl bei strahlenchemischen Experi
menten als auch bei Bestrahlung von Makromolekü~en, Viren
und Zelleno Es war daher die Frage zu klären, ob diese
Modifizierung von Strahlenschäden nur bei ionisierenden
Strahlen möglich ist, oder ob sie auch dann auftritt, wenn
die Strahlungsenergie über elastische Kernstöße übertra
gen wirdo

Unsere Experimente hatten zum Ziel, den Einfluß von Schutz
stoffen und tiefen Temperaturen auf die Strahlenempfind
lichkeit von Ribonuclease mit iopisierenden Strahlen und
mit elastischen Kernstößen zu untersuchen (vglo Jung 1966a,
1967)0 Es konnte nicht geprüft werden, ob bei Strahlen
schädigung durch Kernstöße ein Sauerstoffeffekt auftritt;
denn die kurze Reichweite der verwendeten niederenerge
tischen Protonen erforderte, die Bestrahlungen im Hoch
vakuum aus zuführen 0 Als Schutzstoff wählten wir Cystamin,
da verhältnismäßig geringe Mengen dieser Substanz bereits
meßbare Schutzwirkungen hervorrufeno Dies ist beim Arbei
ten mit langsamen Protonen, deren geringe Eindringtiefe
von etwa 100 Rdie Versuche auf Bestrahlung sehr dünner
Schichten und damit kleinster Materialmengen beschränkt,
von ausschlaggebender BedeutUDgo Da diese Versuche darauf
hinausliefen, die wirkungen von schnellen Protonen, die
Ionisationen auslösen kÖDJlen, mit den Wirkungen langsamer
Protonen zu vergleichen, die ihre Energie zum überwiegen
den Teil in elastischen Kernstößen abgeben, wurden die
Bestrahlungen bei Energien von 2 MeV bzwo 1,4 keV ausge
führto

Für die Experimente zum Schutzeffekt wuxden Cystamin und
chromatographisch gereinigte Ribonuclease in Wasser ge
löst und zusammen auf Goldplättchen gefriergetrockneto
Abbo 23 zeigt die Abhängigkeit des Schutzfaktors p von
der Menge des zugesetzten Cystamins bei Einwirkung von
2 MeV-Protoneno Bis zu einem Gewichtsverhältnis Cystamin/
RNase von etwa 0,05 ist keine Schutzwirkung zu beobachteno
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Mit steigender Konzentration nimmt die Schutzwirkung zu,
um. bei einem Gewichtsverhältnis von 0,7 bis 0,8 maximalen
Schutz zu erreichen~ Bei weiterer Erhöhung der Cystamin~

zugabe kann kein über p = 1,8 hinausgehender Schutz er
zielt werdeno Auf Abbo 24 sind Dosis-wirkungskurven dar
gestellt, die mit 0,7 IJ.g RNase bzwo mit einer molekularen
Mischung aus 0,4 IJ.g RNase und 0,3 IJ.g Cystamin erhalten
wurden 0 Bestrahlung mit "ionisierendenll Protonen von
2 MeV Energie erbrachten 37 %-Dosen von 2,1 0 1013 p/cm2

bzwo 3,8 01013 p/cm2 , was einem Schutzfaktor von p = 1,8
entspricht (Abbo 24)0 Bestrahlt man jedoch gleichwertige
Proben unter identischen Bedingungen mit langsamen Pro
tonen von 1,4 keV Energie, dann liegen die in beiden
Versuchsreihen mit und ohne Cystamin erhaltenen Meßpunkte
auf einer gemeinsamen Geraden, aus deren Neigung man eine
D

37
von (4,1 ± 0,4) 0 1013 p/cm2 entnimmtQ Das zeigt, daß

bei der Inaktivierung von Ribonuclease durch elastische
Kernstöße die Größe des Strahlenschadens nicht durch
Cystamin modifiziert werden kaI.L~o

Der Einfluß der Temperatur auf die Strahlenempfindlich
keit von Ribonuclease geht aus der folgenden Abbildung 25
hervor 0 Sie zeigt Dosis-Effekt-Kurven für die Inaktivie
rung von RNase durch 2 MeV-Protoneno Bei Zimmertemperatur

beträgt die D3~ = 2,1 0 1013 p/cm2 , bei 125 °K jedoch
D

37
= 6,4 0 10 3 p/cm2 o Danach ist bei Zimmertemperatur

die Strahlenempfindlichkeit von Ribonuclease um. einen
Faktor von 3,0 höher als bei 125 °Ko Bei Verwendung von
1,4 keV-Protonen führt ein entsprechendes Experiment zu
dem Resultat, daß die Inaktivierungsrate von RNase nicht
von der während der Bestrahlung herrschenden Temperatur
abhängt 0 Sowohl bei Zimmertemperatur als auch bei 130 °K
ergibt sich eine 37 %-Dosis von (4,0 ± 0,4) 01013 p/cm2

(Abbo 25)0 Das zeigt, daß bei der Inaktivierung von Ribo
nuclease durch elastische Kernstöße die Größe des Strah
lenschadens nicht durch tiefe Temperaturen modifiziert
werden kanno
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Abschließend und zusammenfassend sei folgendes festge
stellt: Elastische Kernstöße und Ionisationen zeigen in
einer Hinsicht ein ähnliches Verhalten, nämlich darin~

daß beide Prozesse mit großer Wirksamkeit biologische
Veränderungen hervorrufeno Andererseits bestehen auch
ausgeprägte Unterschiede zwischen beiden Arten der Ener
gieübertragung; denn während die Wirkungen ionisierender
Strahlen in vielen Fällen durch Schutzstoffe oder tiefe
Temperaturen modifiziert werden können, lassen sich die
biologischen Wirkungen der elastischen Kernstöße weder
durch Cystamin noch durch tiefe Temperaturen beeinflusseno

Vo Einfluß der Temperatur auf die Strahlenempfindlichkeit

10 Problemstellung

Obwohl schon seit 1939 bekannt ist, daß die Strahlenempfind
lichkeit von Proteinen in wässriger bzwo gefrorener Lösung
stark von der während der Bestrahlung herrschenden Tempe
ratur abhängt (Svedberg und Brohult 1939), wl1rde ein ent
sprechender Nachweis für trockene Präparationen von Bak
teriophagen und Enzymen erst '1952 erbracht (Adams und
Pollard 1952; Pollard, Powell und Reaume 1952; Setlow
1952)0 In der Folgezeit gewann dieses Phänomen zunehmend
an Interesse und wurde seither von zahlreichen Experimen

tatoren bearbeiteto Als gemeinsames Resultat aller Arbei
ten ist der Befund zu nennen, daß die Strahlenempfindlich
keit trockener Biomoleküle mit abnehmender Temperatur
geringer wirdo Ein großer Teil der frühen Untersuchungen
hatte den Nachteil, daß durch die damals angewandten
Methoden bei der Reinigung der verwendeten Präparate,
der Bestimmung der Funktionsfähigkeit von DNS in Trans
formationsexperimenten, beim Nachweis der enzymatischen
Aktivität~ uswodie erhaltenen Meßpunkte eine relativ
große Streuung aufwiesen, was die Interpretation der
Resultate sehr erschwerteo Dennoch wurden im Verlauf der
vergangenen eineinhalb Jahrzehnten zahlreiche Hypothesen
zur Erklärung der Abnahme der Strahlenempfindlichkeit bei
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tiefen Temperaturen formuliert:

Kombinierte Wirkung: Die ersten Interpretationen der bei
verschiedenen Temperaturen erhaltenen Befunde standen
noch ganz unter dem Einfluß der Treffbereichstheorie und
dem llone-ionization modell! von Lea (vglo Kapo VIIo)o
Adams und Pollard (1952) führten die von ihnen oberhalb
von Zimmertemperatur beobachtete Zunahme der Strahlen
empfindlichkeit von T1-Bakteriophagen auf eine kombinierte
Wirkung von thermischer Energie und Strahlungsenergie
zurück: Die Lokalisierung der absorbierten Strahlenenergie
in einem kleinen Volumen soll in vielen Fällen nur aus
reichen, um einen Teil der wichtigen Bindungen aufzubre
chen; die Inaktivierung ist erst dann vollständig, wenn
genügend thermische Energie zur Verfügung steht, um die
restlichen der für die Unversehrtheit des Moleküls ver
antwortlichen Bindungen zu unterbrechen~

Sukzessive Ina~tivie~~ng verschiedener Untereinheiten:
Der Wirkungsquerschnitt für die Inaktivierung von Cata
lase durch 3,8 MeV-Deuteronen zeigt einen stufenförmigen
Verlauf mit zunehmender Temperatur (Setlow 1952; Setlow
und Doyle 1953)0 Dieses Verhalten wurde darauf zurückge
fü~t~ daß bei tiefen Temperaturen durch das Auftreten
einer Primärionisation nur ein Viertel des Moleküls inak
tiviert wird 0 Im Temperaturintervall zwischen 200 und
320 °K soll die Hälfte des Moleküls pro Absorptionsereig
nis inaktiviert werden, während zwischen 340 und 370 °K
das Auftreten einer Primärionisation irgendwo im Catalase
Molekül zu dessen Inaktivierung führto Da oberhalb von 370
°K ein weiterer Anstieg des Inaktivierungsquersc~~ittszu
beobachten ist, sollen bei dieser Temperatur auch Enzym
moleküle inaktiviert werden, in deren Nähe ein geladenes
Teilchen vorbeifliegto Die Wirkung soll dabei entweder
über Anregungen oder über strahlengeschädigte Nachbar
moleküle zustandekommeno
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Diffusible Bestrahlungsprodukte: In ihrer Untersuchung

über den Einfluß der Temperatur auf die Strahlenempfind~

lichkeit von T1-Bakteriophagen stellten Bachofer und Mit
arbo (1953) fest, daß der Wirkungsquerschnitt in einen
konstanten Anteil und in eine temperaturabhängige Kompo
nente zerlegt werden kanno Die temperaturunabhängige Kom
ponente führten die Autoren auf eine direkte Wechselwir
kung zwischen der Strahlung und wichtigen Untereinheiten
des Virus zurück 0 Die zweite Komponente oder ein Teil
davon könnte von irgendwelchen durch die Bestrahlung er
zeugten reaktionsfähigen Produkten herrühren oder den Ein
fluß der Temperatur auf einen Diffusionsprozeß widerspie
gelno

Energiewanderung: Einige Autoren (Pollard, Guild, Hutchin
son und Setlow 1955; Hutchinson 1960; Augenstein und Mason
1964) erklären die an verschiedenen Makromolekülen beob
achteten Temperatureffekte damit, daß Energiewanderungs
prozesse derart durch die Temperatur beeinflußt werden,
daß bei tiefen Temperaturen die Ableitung eines ~eils der
absorbierten Strahlungsenergie auf solche Seitengruppen
begünstigt wird, die größere Energiebeträge ohne Schädi
gung aufzunehmen vermögen (wie zoBo ein Benzolring)o

Käfigeffekt: Ein anderer Deutungsvorschlag basiert auf
der Voraussetzung, daß es bei tiefen Temperaturen zwar mit
der gleichen Wahrscheinlichkeit zu einer Primärschädigung
der bestrahlten Moleküle kommt wie bei Zimmertemperatur;
im ersten Fall sollen die einzelnen Molekülgruppen durch
die verringerte thermische Energie so stark in ihrer räum
lichen Anordnung fixiert sein, daß etwa die Hälfte der
aufgebrochenen Bindungen sich wiederherstellen können,
ohne daß das Molekül dabei seine Funktionsfähigkeit ein
büßt (Hutchinson 1960)0

Eingefzngene Radikale: Aus der Tatsache, daß die Strahlen
empfindlichkeit von Sporen von Bo megaterium zwischen
5 °K und 125 °K von der Temperatur unabhängig ist (Webb,
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Ehret und Powers 1958), schließen Bacq und Alexander
(1961) darauf, daß eingefangene Radikale (trapped radicals)
bei der Strahleninaktivierung biologischer Objekte eine
Rolle spieleno Die Temperaturabhängigkeit soll nach dieser
Hypothese dadurch zustandekommen, daß bei tiefen Tempera
turen reaktionsfähige Radikale in Potentialmulden ~estge

halten werden, die sie erst bei entsprechend höherer ther
mischer Energie verlassen können, um zur insgesamt beob
achteten Inaktivierung beizutrageno

Ladungswanderung: Die Temperaturabhängigkeit der Inakti
vierungsrate verschiedener EnzYme wird von einigen Autoren
(Augenstein und Mason 1962, 1964; Augenstein, Brustad und
Mason 1964) auf eine Wanderung elektrischer Ladungen vom
Ort der primären Energieabsorption zu besonders schwachen
oder empfindlichen Stellen des Moleküls zurückgeführto

Beitrag der An~egungen: Von den gleichen Autoren wird
ferner in Betracht gezogen, daß die von der Temperatur
unabhängige Komponente von Ionisationen, der durch die
Temperatur modifizierbare Teil des Inaktivierungsquer
schnitts von Anregungen herrühren könnte (Augenstein und
Mason 1962; Augenstein, Brustad und Mason 1964)0

F..i tzedenaturierung : Das sogo "thermal spike li-Modell, das
eine Wiederbelebung des von Dessauer (1922) geprägten Be
griffs der "Punktwärme" darstellt, führt die Inaktivierung
von Makromolekülen auf deren thermische Zersetzung durch
die hohen Temperaturen zurück, die in der Spur dicht
ionisierender Teilchen oder in der Spur der von dünn
ionisierender Primärstrahlung ausgelösten ö-Strahlen als
Folge einer hohen lokalen Energieabsorption zustandekommen
(Norman und SpiegIer 1962; Ingalls, SpiegIer und Norman
1964)0 Je höher die anfängliche Temperatur des bestrahlten
Materials, um so eher soll die Zersetzungstemperatur er
reicht werdeno
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Bei dieser Zusammenstellung der bisher zur Erklärung des
Temperatureinflusses vorgeschlagenen Mechanismen wurde
bevmßt darauf verzichtet, die verschiedenen, recht speku
lativen Hypothesen kritisch gegeneinander abzuwägen; denn
dieses Unterfangen erscheint uns nicht möglich, ohne er
neutins Spekulieren zu verfallene Die in vielen Arbeiten
mitgeteilten Temperatureffekte weisen beträchtliche Unter
schiede auf, je nachdem ultraviolettes Licht, V-Strahlung,
schnelle Elektronen oder dichter ionisierende Teilchen bei
den betreffenden Experimenten zur Anwendung gelangten;
außerdem wurden meist nur wenige Temperaturen zwischen
Zimmertemperatur und der Temperatur des flüssigen Stick
stoffs untersuchto Deshalb versuchten wir, die Unterschie-
de zwischen Y-Strfu'11ung und dichter ionisierenden Teilchen
in einer systematischen Studie aufzuklärene Ein wesent
licher Gesichtspunkt für die Aufnahme dieser Experimente
war die Frage~ ob die biologischen Wirkungen der verschie
denen Strahlenarten durch unterschied.liche Mechanismen
modifiziert werden oder ob sie sich durch einen gemein
samen Ansatz beschreiben lasseno Ferner sollten diese Ver
suche Information zur Charakterisierung der physiko-chemi
schen Prozesse liefern, die bei der Entwicklung eines Strah
lenschadens beteiligt sinde

20 Ergebnisse

Experimente mit V-Strahlung: Bei Bestrahlung von trocke
ner Ribonuclease mit 60Co-v-Strahlung ist die Inaktivie
rungskonstante außerordentlich stark temperaturabhängig
(Abbo 26)0 Die 37 %-Dosen betragen bei Bestrahlung im
Vakuum (42 ± 3) Mrad für T = 310 °K und (105 ± 6) I1rad·
für T =195 °Ko Bei der Temperatur des flüssigen Stick
stoffs (T = 77 °K) ist innerhalb der Fehlergrenzen über
haupt keine Inaktivierung mehr festzustellene Es kann
lediglich eine untere Grenze für die D37 von mindestens
800 Mrad abgeschätzt werdeno Bei einem Teil der erwähn
ten Versuche wurden die unter VakUum bestrahlten Ampullen
in einer Stickstoff-Atmosphäre aufgebrochen und die enzy~
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von Sauerstoff best~mmt; bei den übrigeriProben er~olgte

die Enzymbestimmung in Lufto Wie aus Abbo 26 ersichtlich
ist, hat dieses Verfahren jedoch keinen Einfluß au~ die
Strahlenempfindlichkeit der Ribonucleaseo Auch chromato
graphisch gereinigte RNase A zeigt, ebenso wie käu~liche

fÜllfmal umkristallisierte Ribonuclease, bei 77 °K inner
halb des untersuchten Dosisbereiches keine Abnahme der
Enzym-Aktivität 0 Wenn die Bestrahlung in Sauerstof~-At

mosphäre durchgeführt wird, ist die Strahlenempfindlichkeit
von Ribonuclease 2,1 mal größer als bei Bestrahlung im
Vakuum 0 Die 37 %-Dosen betragen (20 ± 2) Mrad für T =
310 °K, (19 ± 3) Mrad für 293 °K, (30 ± 3) Mrad für 256

Die Strahlenempfindlichkeit bei 77 °K konnte in Sauerstoff
Atmosphäre nicht gemessen werden, da bei dieser Temperatur
der Sauerstoff kondensierto
Die unter den verschiedenen Versuchsbedingungen ermittel-
ten Resultate sind in Abbo 27 zusammengestellto In dieser
Darstellung sind die reziproken 37 %-Dosan - die Inaktivie
rungskonstanten - in halblogarithmischem Maßstab über der
reziproken absoluten Temperatur aufgetragen (IIArrhenius
Darstellung")0 Die durch die Meßpunkte gelegten Geraden
lassen sich durch die Gleichung

-E /RT
S(T) = S1 0 e a (3)

beschreibeno Bei Bestrahlung im Vakuum beträgt S1 = 00125
Mrad-1 , für Bestrahlung in Sauerstoff-Atmosphäre gilt S1 =
00265 Mrad-1 0 Aus der Steigung der Kurven einer Arrhenius
Darstellung kann die IIA-ktivierungsenergie U Ea bestimmt
werdeno Dieser Wert beläuft sich in unserem Falle auf
1 kcal/Mol, und zwar unabhängig davon, ob die Bestrahlung
im Vakuum oder in Sauerstoff durchgeführt wurdeo Bei Extra
polation der durch die Meßpunkte gelegten Geraden auf
Abbo 27 ergibt sich für 77 °K und anaerobe Bedingungen ein
Wert von 1000/D

37
~ 0025 Mrad-1 , was mit der für diese

Temperatur experimentell ermittelten unteren Grenze von
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D37 > 800 Mrad (vglo Abbo 26) nicht im Widerspruch stehto

Experimente mit Protonen und Deuteronen: Abbo 28 zeigt
zwei Dosis-Effekt-Rurven, die mit 2 MeV-Protonen bei T =
300 °K und bei T = 125 °R aufgenommen wurden; ihre D

3


Werte betragen 2,1 0 1013 p/cm2 , bzwo 6,4 0 1013 p/cm~o
Die Bestrahlungen erfolgten bei Dosisleis'tungen zwischen

1'1 212 24 0 10 . p/cm sec und 7 0 10 p/cm seco Innerhalb dieser
Grenzen konnte kein Einfluß der Dosisleistung auf die Inak
tivierungsrate beobachtet werden; außerdem zeigte käufliche
Ribonuclease die gleiche Strahlenempfindlichkeit wie chro
matographisch gereinigte RNase Ao Bereits der Vergleich
der aus Abbo 28 ermittelten 37 %-Dosen läßt erkennen, daß
beim Bestrahlen mit 2 MeV-Protonen der Temperatureffekt
wesentlich kleiner ist als bei den Experimenten mit y

Strahlung: Während beim Übergang von 300 °R zu 100 °R

im letzten Fall ein Schutzfaktor von p > 20 ermittelt
w~rde~ beläuft sich der entsprechende Wert für Protonen
auf p = 3,00

Mit 2 MeV-Protonen ~rorde der Inaktivierungsquerschnitt von
Ribonuclease in Abhängigkeit von der während der Bestrah
lung herrschenden Temperatur bestimmt, wobei die tiefste
Temperatur 125 °R betruge Da RNase thermisch sehr stabil
ist, konnten die Messungen im Bereich höherer Temperaturen
bis 443 °K (170 oe) ausgedehnt werdeno Die hohe thermische
Stabilität der Ribonuclease war einer der entscheidenden
Gründe für ihre AnwendurLg bei diesen Experimenteno In
Abbo 29 sind die ermittelten Inaktivierungsquerschnitte
S(= 1/D37) in Form einer Arrhenius-Darstellung über der
reziproken absoluten Temperatur aufget~agene Mit zunehmen
den Werten von 1/T scheint die Kurve einem konstanten Wert
zuzustreben, der experimentell nicht erfaßt \rurdeo Doch
ist an der Existenz dieses konstanten Anteils nicht zu
zweifelno Denn bei allen Experimenten, die bisher zwischen
der Temperatur des flüssigen Stickstoffs und der des flüs
sigen Heliums ausgeführt wurden, zeigte sich, daß die In
aktivierungsrate zwischen 4 °K und 77 °K nicht von der
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Temperatur abhängt; dieser Befund gilt für Trypsin bei
verschiedenen Strahlenarten (Brustad 1964), für T1-Bak
teriophagen unter diversen experimentellen Bedingungen
(Uenzelmann1968) sowie für Sporen von Bomegaterium
(Webb, Ehret und Powers 1958)0 Durch Extrapolation des
gemessenen Kurvenverla-ufes. ergibt sich ein von der Tempe
ratur unabhängiger Inakttvierungsquerschnitt von S =

-14 2 ... .... 0
1,28 0 10 cm (Abbo 29, unterbrochene horizontale
Gerade mit Eo = .0)0 'Wird dieser Wert von den Meßpunkten
subtrahiert, so erhält man die Kreise, die unterhalb von
Zimmertemperatur auf einer Geraden liegen, deren Steigung
eine~_~tivierungsenergievon (1,0 ± 0,1) kcal/Mol ent
s~richt6 Durch nochm~lige Diffe~enzbi~d~n,g zwischen den
Kreisen und der extrapolierten Geraden ergeben sieh die
Dreiecke, die über 4wei Dek:ad-en hinweg recht gut auf einer
Geraden mit einer Ak:tivierungsenergie. von (6,5 ± 1,5)
kcal/Mol liegen~ Die;.Abhän:gigkeit des Inaktivierungsquer
schnitts von der wäh~end der Bestrahlung herrschenden
Temperatur kann somit durch den Ausdruck

SeT) = (1,28 + 16oe-1000/RT + 14 00ooe-6500/RT)o10-14 om2 (4)

wiedergegeben werdeno Die auf Abbo 29 durch die Meßpunkte
gezeichnete Kurve entspricht dieser Glo (4)0

Die mit 2 MeV-Deuteronen für Ribonuclease gemessenen Inak
tivierungsquerschnitte sind auf Abb 0 30 als Funktion': der

reziproken Temperatur aufgetrageno Werden die Daten in
der vorstehend beschriebenen 'Weise analysiert, dann lassen
sie sich in zwei Komponenten zerlegen; die eine ist tem
peraturunabhängig (Abbo .30, unterbrochene horizontale Gera-:
de mit Eo = 0), die Neigung der anderen entspricht einep
Aktivierungsenergie von 1,05 kcal/Molo Der 'Wirkungsquer
schnitt für Deuteronen wird durch folgende Beziehung be
schrieben:

SeT)
-1050/RT -14 2

= (2,45 + 31 0 e ) 0 10 cm



- 65 -

Legt man für 2 MeV-Protonen eine lineare Energieabgabe
von 166,5 MeV 0 cm2 0 g-1 (Lea 1946) zugrunde und für
2 MeV-Deuteronen eine solche von 276,9 MeV 0 cm2 0 g-1
(Lea 1946), dann kann der Teilchenfluß in die entsprechen
de Dosis umgerechnet werdeno Glno (4) und (5) erhalten
damit die Form:

-1000/RT -6500/RT
2 MeV-p:S(T)=(0,0048+0,060 0e +52 0e )Mrad-1 (6)

-1050/RT
2 MeV-d:S(T)=(0,0055 + 0,070 0 e ) Mrad-1 (7)

Dieser Vergleich zeigt, daß die Inaktivierungsrate für
Protonen in gleicher Weise von der Temperatur abhängt wie
für Deuteronen, doho nicht nur die ermittelten Aktivie-
rungsenergien, sondern auch die Koeffizienten, die den
absoluten Betrag der Strahlenempfindlichkeit beschreiben,
sind innerhalb der Fehlergrenzen identischo Die Bestrah
lungen mit 2 MeV-Deuteronen wurden nur bei Temperaturen
unterhalb von 20 oe durchgeführt, so daß die zweite tem
peraturabhängige Komponente nicht erfaßt werden konnteo

(8)SeT)T'1-Phagen:

Neben den hier beschriebenen Experimenten an Ribonuclease
wurden im hiesigen Institut ganz entsprechende Versuche
an infektiöser 0X 174-DNS bzwo T1-Bakteriophagen unter
nommen, wozu ebenfalls 2 MeV-Protonen bzwa Y-Strahlung
und Elektronen verwendet wurden (Hermann 1966; Rotz und
Müller 1968)0 In beiden Fällen läßt sich die Abhängigkeit
des Inaktivierungsquerschnitts von der Bestrahlungstempe
ratur durch einen von der Temperatur unabhängigen Anteil
und eine temperaturabhängige Komponente mit einer Akti
vierungsenergie von 1 bzwo 6,3 kcal/Mol beschreibeno Die
numerischen Ausdrücke haben die Form:

-1000/RT -12 2
= (3,3 + 13,9 0 e )010 cm

0X 174-DNS: SeT)
-6300/RT 1

= (1,05 + 6500 0 e ) 11rad-
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30 Diskussion

Wie aus diesen Untersuchungen hervorgeht, läßt sich der
Einfluß der Temperatur auf die Strahlenempfindlichkeit von
Ribonuclease, 0X-DNS und T1-Bakteriophagen allgemein durch
einen von der Temperatur unabhängigen Anteil und zwei tem
peraturabhängige Komponenten in der Form

-E /RT -E1/RT -E2/RT
S(T)=Sooe 0 +S1oe +S2oe (10)

-E /RT
beschreibeno Die konstante Komponente Sooe 0 mit Eo=O
ist für die unterhalb von 100 °K auftretende Inaktivierung
verantwortlich, im mittleren Temperaturbereich zwischen
100 °K und 300 °K tritt der zweite Term von Glo (10) in
Erscheinung~ während die dritte Komponente erst bei Tempe
raturen oberhalb von Zimmertemperatur einen nennenswerten
Beitrag zur insgesamt beobachteten Inaktivierung leistete
Bei den Y-Bestrahlungen von Ribonuclease tritt der kon
stante Anteil S oe~Eo/RT nicht auf (S = 0 oder nahe Null),
während bei denoVersuchen mit 0X-DNS ~er Term s1oe-E1/RT

verschwindet 0 Demgegenüber sind bei den Experimenten mit
Protonen und Deuteronen bei nicht zu niedrigen Tempera
turen zwei bzwe drei Komponenten an den Strahlenwirkungen
beteiligte

Nach unseren Versuchen mit Y-Strahlung ist die Strahlen
empfindlichkeit von Ribonuclease bei 77 °K mehr als 20 mal
geringer als bei Zimmertemperature Dieser große Tempera
tureffekt von p>20 rührt dqvon her, daß bei diesen Experi
menten die temperaturunabhängige Komponente So nicht auf
tritte Ähnlich große Temperatureffekte wurden bisher von
Setlow und Doyle (1953) für UV-Bestrahlung von kristalliner
Catalase (p = 8) und von Shalek (1961) für Y-Bestrahlung
von Lysozym (p = 10) mitgeteilte Nach Y-Bestrahlung im
Vakuum bei 77 °K und anschließender Enzymbestimmung unter
Argon konnten Ganassi Ue Mitarbo (1964) nach einer Dosis
von 10 Mrad keine Inaktivierung von Pepsin feststellen, was
bei den angegebenen Fehlergrenzen von (100 ± 4)% einem
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Temperatureffekt von p > 10 entsprichto Wir halten es für
wahrscheinlich, daß nur unter bestimmten Versuchsbedingun
gen die temperaturunabhängige Komponente So verschwindet:
kleine Moleküle, dÜIh~ ionisierende Strahlung, geringe Dosis
rate, dünne Proben, keine Verunreinigungen 0 Bei J3akterio
phagen und Bakteriensporen wurden auch bei niedrigen Do
sisraten (0,4 bzwo 0,15 Mrad/Stdo) kleine Temperatureffek
te von p = 2,8 (Hotz und Zimmer 1963; Hotz 1966) und p =
1,25 (Webb, Ehret und Powers 1958) gefunden und auch bei
Verwendung von dicht ionisierenden Teilchen (Adams und
Pollard 1952; Pollard, Powell und Reaume 1952; Brustad
1964; Hermann 1966; Henriksen 1966, 1967; Günther und
Hermann 1967) und von schnellen Elektronen bei hoher Dosis
leistung (Fluke 1966; Henriksen 1967) strebte die Inakti
vierungsrate bzwo Radikalausbeute mit abnehmender Tempe
ratur stets einem konstanten Wert zUo Daß die Dosisleistung
bei dünn ionisierender Strahlung einen Einfluß auf die
Größe des zu beobachtenden Temperatureffektes hat, konnten
wir kürzlich für die Einwirkung von Y-Strahlung auf RNase
nachweisen (Kürzinger und Jung 1968a), nachdem ein erster
Hinweis auf eine mögliche Abhängigkeit 1965 von Thomson
und Stratton veröffentlicht wurdeo Beim Bestrahlen von
dicken Enzym-Schichten (jeweils 7 mg RNase wurden aus
wässriger Lösung eingetrocknet und nach 24 Stdno bei 10-5

Torr in Ampullen eingeschmolzen) mit 60CO _Y -Strahlung fan

den wir bei 77 °K eine D
37

= (110 ± 20) Mrad, was einem
Temperatureffekt von p = 2,6 entspricht 0 Werden jeweils
1 ~g RNase nur 2 Stdno lang bei einem Druck von 5 0 10-2

Torr entgast und dann in Glasampullen eingeschmolzen, so
zeigen sie bei Zimmertemperatur die gleiche Strahlenempfind
lichkeit 1Iüe die im Hochvakuum bestrahlten Proben, bei
77 °K ergibt sich jedoch eine D

37
= (190 ± 15) Mrad oder

ein Schutzfaktor von p = 4,50 Diese Versuche zeigen, die
in den Proben vorhandenen Verunreinigungen, wie Wasser
und Sauerstoff, bei tiefen Temperaturen einen großen Ein
fluß auf die Inaktivierungsrate haben; darüber hinaus be
steht die Möglichkeit, daß eine größere Schichtdicke das
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Entweichen von reaktionsfähigen diffusiblen Radikalen
(zeBe von atomarem Wasserstoff) verhinderte

Unsere Experimente erbrachten den bemerkenswerten Befund,
daß die unter verschiedenen Versuchsbedingungen und mit
unterschiedlichen Objekten erhaltenen Aktivierungsener
gien innerhalb der experimentellen Genauigkeit überein
stimmen.., Um nachzuprüfen, ob diesem Verhalten eine allge
meine Gesetzmäßigkeit zugrunde liegt, haben wir die bisher
bekannt gewordenen Resultate gemäß Gl.., (10) zerlegt und

die Werte für Eo ' E1 , E2 und So' S1' S2 berechnete Wie
Tabe 2 zeigt enthalten bis auf unsere Experimente mit
Co-Y-Strahlung (vglo Abbo 26 und 27) alle Wirkungsquer
schnitte einen temperaturunabhängigen Anteil mit Eo = 0..,
Allerdings konnten die Ergebnisse der bereits zitierten
Arbeiten (Setlow und Doyle 1953; Shalek 1961; Ganassi,
Eidus und Arifulina 1964), in denen ebenfalls ungewöhn
lich große TemperatuDeffekte mitgeteilt wurden (was auf
ein weitgehendes Verschwinden des konstanten Anteils
schließen läßt) nicht nach Gle (10) analysiert werden,
da in ihnen wie auch in zahlreichen weiteren nicht in
Tab.., 2 berücksichtigten Publikationen nur einige Tempera
turen untersucht worden sindo Besonders bemerkenswert ist,
daß die nach Abzug der konstanten Komponente So aus den
Arrhenius-Darstellungen ermittelten Aktivierungsenergien
E1 und E2 für die Inaktivierung der verschiedenen unter
suchten Objekte die gleichen Werte haben 0 Im Gegensatz
dazu lassen die Koeffizienten So' S1 und S2 keine Gesetz
mäßigkeiten erkennen 0 Neben dieser auffallenden Überein
stimmung der ermittelten Aktivierungsenergien ist weiter
hin interessant, daß der Wert von E1 = 1 kcal/Mol nicht
von den Versuchsbedingungen abhängto Bei Bestrahlung in
Sauerstoff-Atmosphäre ist die Strahlenempfindlichkeit
von Ribonuclease zwar doppelt so groß wie im Vakuum, doch
beträgt die aus der Arrhenius-Auftragung bestimmte Akti
vierungsenergie in beiden Fällen E1 = 1 kcal/Mol (vgl..,
Abb.., 27)0 Dieser Befund wird von den Beobachtungen von
Hermann und Günther (Hermann 1966; Günther und Hermann



Beschreibung des Wirkungs

die Gleichung SeT) =

auf

Komponente wurde untersucht; sie tritt aber nicht auf

b Angaben wegen fehlender Meßpunkte nicht möglich

C Zusätzlich tritt noch eine Komponente mit 0,35 kcal/Mol

Zusammenstellung der Aktivierungsenergien Eo ' E'l und E2 für die

querschnitts SeT) als Funktion der absoluten Temperatur T durch
-E /RT -E1/RT • -E2/RT ( )So . e 0 + S1 • e + S2 e R = Gasxonstante •

a

Tabelle 2:
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"

"

"

"

"
Brustad 1964

Günther

Vollmer u. Fluke 1961

Pollard et alt 1952

Kürzinger u. Jung 1968a

Jung 1966a

Fluke 1966
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3,1

6,1

2,54

4,5

5

I
I
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I
I
I

I
I
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1
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1

1
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1
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o
o
o

o
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I
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I
I

I
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I

I
I

Aktivierungsenergien [kcal/Mol]
Eo I E1 i E2

:l. .__.~ .. ~

,

Strahlung !
I
:

Co-"(

Co-"(

2 MeV-d

2 MeV-p

1,4 keV-p

3 MeV-e

3 MeV-e

18 MeV-d

33 MeV-O!

90 MeV-B

100 MeV-C

116 MeV-Ne

330 MeV-Ar

1 MeV:..e

4 MeV-d

(in O2)

"
"
"

"

"

"

"
"
"

"

Ribonuclease

Hyaluronidase

Invertase

Lysozym

Trypsin

Fortsetzung nächste Seite



Fortsetzung Tabel],.e 2

~X 174,rDNS

~X 174-Fb.agen

T1-Phagen+Cystamin

BU-T1-Phagen

11 + Cystamin

T1-Bakteriophagen

I

"'lo

+ Cystamin

"
"

"

Invertase

T1-Phagen

!8 Mev-O'j 0 I 0,.95 I 6 I Pollard et al. 1952 I
! ! I , ' I ;
\ 10 MeV-e I, 0 j fehl t I 6,3 Hotz u. Müller 1968 1
! i I ,', :
! 2 MeV-p! o! 1 '- I Günther u. Hermann 1967 !
i i i ! 1

!2 MeV- p! 0 I 1 - 111 " I
l ; i :

!l~ 4 MeV-d I 0 I fehlt 5,4 Adams u. Pollard 1952 I
I ' I

i : 3 ~. •

150 kVp-X ! 0 I 1 ,1 I - 1 Baohofer etal. 1953 I
I 2 MeV- P I 0 I 1 I - I Hermann 1966 I
I I '1 I I " II 2 MeV-p 0 I 1-" !
! I ! I, I

, '2 I I 1 'I" I! MeV-p! O! 1- i
I I I I I 1
I 2 MeV- P I 0 I 1 1- I 11 I
ICO-y I 0° 1

1
1 - I Uenzelmann 1968 j

i l . i
" + Cystamin I Co-y j 0° '!'1 -!" !... i ~ .3 j

Bu~T1-Phagen ICo~y I 0
0 I 1 l - I" I, I 0' I t :" + Cystamin I Co-y , 0 i 1 I -." !

Sporen v~ B.megatheriumj 50 kVp-J( I O! 1,06 I - f Webb et aL 1'958 I
. I ' .
i ~ ~._L .__~_.~_._ .J .. i ,_._
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1967) gestützt, die an T1- bzwe ~X 174-Phagen bei Zugabe
von Cystamin zwar versc~iedene Schutzfaktoren von p = 2,5
bZWe p =1,26 fanden, jedoch an beiden Phagen mit und ohne
Cystamin eine Aktivierungsenergie von E1 = 1 kcal/Mol er
mitteltene

Der Wert von E2 läßt sich nicht mit der gleichen Genauig
keit angeben wie der von E1 , da er durch doppelte Differenz
bildung bestimmt werden muße Darüber hinaus können die Ver
suche zur Bestimmung von E2 wegen der thermischen Inaktivie
rung der Proben nicht zu beliebig hohen Temperaturen aus
gedehnt werden, so daß nur in einem relativ kleinen Tempe
raturintervall der Beitrag des dritten Termes von Glc (10)
mit den beiden ersten vergleichbar iste Nach unserer Zu
sammenstellung beläuft sich die Aktivierungsenergie der
zweiten t emperaturabhängigen Komponente auf E2 = 4 - 6
kcal/Molc Wegen der zuvor aufgeführten Einschränkungen
läßt sich nicht entscheiden, ob die Schwankungen der für
E2 ermittelten Werte allein von Meßfehlern herrühren, oder
ob verschiedene Prozesse oder Prozeßketten mit unterschied
lichen Aktivierungsenergien beteiligt sinde

Beide hier angegebenen Aktivierungsenergien E1 und E2
weisen eine bemerkenswerte Diskrepanz auf gegenüber den
von Augenstein und Mitarbo (Augenstein, Ghiron, Grist und
Mason 1961; Augenstein und Mason 1962, 1964;. -:Augel).s'te:Ln~ d_

B:custad und "Ma90n 1964; Brustad -1964) publizierten Werten

von E1 = 70 - 110 cal/Mol und E2 = 2,2 - 2,3 kcal/Molo Wir
sind der Meinung, daß die von Augenstein und Mason (1962)
durchgeführte Zerlegung der von anderen Autoren gemessenen
Inaktivierungsquerschnitte in zwei KompoLenten willkürlich
ist und einer statistischen Arlalyse keinesfalls standhält0
Ebensowenig ist die 1964 von Augenstein, Brustad und Mason
vorgenommene Zerlegung der Brustad1schen Daten an Trypsin
(Brustad1964) in drei Komponenten zutreffend, was in einer
späteren Mitteilung auch eingeräumt wurde (Brustad 1967)0
Dies und besonders die gute t~ereinstimmung der in Tabe 2
aufgeführten Werte für die Aktivierungsenergien läßt uns
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die Beschreibung der Temperaturabhängigkeit von SeT) nach
Glo (10) mit Eo = 0, E'1 = 1 kcal/Mol und E2 = 4 - 6 kcal/
Mol für zutreffend halteno

Daß es prinzipiell temperaturunabhängige Inaktivierungs
mechanismen gibt, geht aus den in Kapo IVo 4 beschriebe
nen Experimenten zum Temperatureffekt bei langsamen Pro
tonen hervor (vglo Abba 25)0 Damit soll jedoch keinesfalls
impliziert werden, daß beim Bestrahlen mit schnellen ioni
sierenden Teilchen die Komponente So von denselben Prozes
sen herrührt, wie sie beim Bestrahlen mit langsamen Pro
tonen auftreten, die ihre kinetische Energie in elastischen
Kernstößen an die durchstrahlte Materie abgeben 0 Wahrschein
licher ist, daß beide verschieden sind; denn die temperatur
unabhängige Komponente der Wirkung ionisierender Strahlung
verringert sich bei Zugabe von Cystamin (Hermann 1966;
Günther und Hermann 1967), und zwar um den gleichen Faktor
wie die temperaturabhängige , während die Wirkung von ela
stischen Kernstößen nicht durch Cystamin beeinflußt werden
kann (vglo Abba 24)0 Dennoch zeigen diese Resultate, daß
die Existenz eines von der Temperatur nicht abhängigen
Inaktivierungsmechanismus nicht apriori auszuschließen
isto Die Versuche mit 1,4 keV-Protonen (Abbo 25) können
als Sonderfall von Glo (10) angesehen werden: SeT) = So;
S1 = 0, S2 wurde nicht bestimmto Bis jetzt können wir
noch keine Erklärung dafür geben, warum in einigen Experi
mentender konstante Anteil (bei RNase und V-Strahlung)
bzwo die erste temperaturabhängige Komponente (Adams und
Pollard 1952; Jung 1966a; Hotz und Müller 1968) nicht
auftritt, während in der überwiegenden Zahl der bisher
durchgeführten Versuche der Strahlenschaden sich aus drei
Komponenten zusammensetzto Wir halten es für wahrschein
lich, daß der relative Beitrag der einzelnen Komponenten
empfindlich von den Versuchsbedingungen abhängt, was sich
auch schon darin zu erkennen gibt, daß für die Koeffizien
ten So' S1 und S2 in GIn (10) keine Gesetzmäßigkeit aufge
funden werden kODJlteo
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Glc (10) und die Zusammenstellung auf Tabe 2 zeigen, daß
die an trocken bestrahlten Aminosäuren, Enzymen, Nuclein
säuren, Bakteriophagen und Bakteriensporen beobachteten
Wirkungen sich additiv aus drei Komponenten zusammensetzen,
deren Anteil an der insgesamt zu messenden Veränderung von
der während der Bestrahlung herrschenden Temperatur ab
hängtc Da die Aktivierungsenergien der verschiedenen Kom
ponenten in allen untersuchten Systemen übereinstimmen,
kann man schließen, daß bei der Einwirkung von Strahlung
auf biologische Objekte drei Inaktivierungsmechanismen
wirksam sind, von denen einer temperaturunabhängig ist,
während die beiden übrigen in verschiedener Weise von der
Bestrahlungstemperatur beeinflußt werdeno In welchem Maße
die drei Mechanismen ZU~ Inaktivierung beitragen, hängt
vom bestrahlten Objekt, der verwendeten Strahlenart, der
Dosisrate und evtlc weiteren Parametern abc Dieser Befund
liefert eine Erklärung für die bisher unter verschiedenen
experimentellen Bedingungen beobachteten unterschiedlich
großen Temperatureffekte: Diese kommen nicht dadurch zu
stande, daß die Modifizierung der Strahlenschäden über
qualitativ verschiedene Prozesse verläuft, sondern sie
rühren von einer unterschiedlich großen Beteiligung der
drei aufgeführten Inaktivierungsmechanismen am insgesamt
beobachteten Effekt herc Allerdings läßt sich auf Grund
unserer Untersuchungen noch keine Aussage über die Natur
der drei auftretenden Inaktivierungsprozesse machenc Denn
bis jetzt können diese nur auf Grund ihrer unterschied
lichen Temperaturabhängigkeit unterschieden werden, was für
eine eindeutige Charakterisierung nicht ausreichte Wir
möchten deshalb die hier mitgeteilten Aktivierungsenergien
als llformale Aktivierungsenergien" bezeichnen, da die
Angabe einer Aktivierungsenergie keinen Sinn hat, wenn
nicht die zugehörigen Prozesse bekannt sindc Unter
"Aktivierungsenergie ll soll lediglich ein Temperatur-Expo
nent verstanden werden, der die Abhängigkeit der experi
mentell ermittelten Inaktivierungsraten von der während
der Bestrahlung herrschenden Temperatur beschreibtc In
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diesem Zusammenhang ist anzuführen, daß die Anwendung des

Temperaturbegriffs etwas problematisch ist, da durch die
Absorption von Strahlung recht große Energiebeträge (im
Vergleich zu thermischen Energien) in relativ kleinen Vo
lumina konzentriert werden.. Allerdings erscheint es uns
nicht zwingend, aus der Existenz des temperaturunabhängi
gen Anteils So auf Reaktionstemperaturen von 1000 °K und
mehr zu schließen (Pauly 1966). Denn die Wirkungen ioni
sierender Strahlen beruhen nicht nur auf temperaturge
steuerten Reaktionen; es gibt auch Prozesse, vüez"B" die
Ionisierung eines Moleküls, die in erster Näherung nicht
von der Temperatur abhängen" Daneben sind aber auch Inak
tivierungsprozesse denkbar, deren Geschwindigkeitskonstante
nicht durch die lokale TemperaturerhöhUI'..g am. Ort der Strah
lenabsorption beeinflußt wird, wodurch die IlBestrahlungs
temperatur lT die Bedeutung einer Reaktionstemperatur er.;...

langt" Einer dieser Prozesse ist die Schädigung noch unver
änderter Molekü_le durch kleine diffusible Radikale, die
durch Strahleneinwirkung auf andere Moleküle entstehen"
Mit dieser Interpretation konsistent sind die außerordent
lich kleinen Werte der hier mitgeteilten Aktivierungsener
gien, die etwa eine Größenordnung unter den Werten liegen,
die für IInormalell chemische Reaktionen oder auch für
Hitzedenaturierung von Biomolekülen üblicherweise gemessen
werden" Beispielsweise betragen die Aktivierungsenergien
für die thermische Inaktivierung von ~X 174-DNS 24,5 kcal/
Mol (Hotz und Müller 1968), von T1-Bakteriophagen 28 kcal/
Mol (Pollard und Reaume 1951) und von Ribonuclease 22,4
kcal/Mol (Mullaney und Preiss 1966)" Die für die Reaktionen
freier Radikale mit organischen Molekülen bekannten Akti
vierungsenergien sind demgegenüber wesentlich kleiner;
zoB" wurden für die Anlagerung von H-Atomen und CH3-Radi
kaIen an die Doppelbindung der Olefine schon Aktivierungs
energien von weniger als 1 kcal/Mol gemessen (vgl" Steacy
1954)" Diese Überlegungen führen zu dem Schluß, daß die
temperaturabhängigen Komponenten von einem Beitrag diffu
sibIer reaktionsfähiger Radikale zu der insgesamt beob
achteten Inaktivierung herrühren könnten" Da bisher jedoch
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noch nicht experimentell nachgewiesen worden war, daß
strahlenerzeugte Radikale die Fähigkeit zur Inaktivierung
von trockener DNS, Bakteriophagen und Proteinen besitzen,
haben wir entsprechende Versuche unternommen, die im fol~

genden Kapo VI beschrieben werdeno

VIo Wirkun~en von atomarem Wasserstoff

10 Problemstellung

Seit den grundlegenden Arbeiten von Bonhoeffer in den
zwanziger Jahren ist bekannt, daß Wasserstoffatome mit
zahlreichen wasserstoffhaItigen anorganischen und orga
nischen Molekülen reagieren, wobei in vielen Fällen Ab
straktion von Wasserstoff stattfindet (Boehm und Bonhoeffer
1926; Bonhoeffer und Harteak 1928)0 Seither wurden die Wir
kungen von atomarem Wasserstoff an einer großen Zahl che
mischer Systeme untersuchto Die Monographie von Steacy
(1954) gibt einen guten Überblick über die umfangreiche
Literatur der ersten Jahrzehnteo In der letzten Zeit ge
wann die Frage zunehmend an Interesse,ob atomarer Wasser
stoff auch bei der Strahleninaktivierung von biologisch
wichtigen Makromolekülen von Bedeutung isto Dieses Interesse
wurde durch folgende Befunde geweckt: Aus den im vorange
gangenen Kapo V beschriebenen Experimenten zum Einfluß der
Temperatur auf die Strahlenempfindlichkeit war der Schluß
gezogen worden, daß Radikalreaktionen uoUo bei der Strah
leninaktivierung zahlreicher biologischer Objekte eine
Rolle spielen könnteno Da überdies aus ESR-Daten bekannt
ist, daß mehr als 70 %der Radikale bestrahlter organischer
Moleküle durch das Aufbrechen einer C-H-Bindung zustande
kommen (Rowlands und Whiffen 1962), lag die Annahme nahe,
daß die bei der Entstehung eines Strahlenschadens beteilig
ten Radikale im wesentlichen Wasserstoffatome sindo(Diese
Annahme wird durch die Resultate unserer Experimente sehr
wahrscheinlich gemacht; vglo Kapo VIo 3)0 Eine weitere
Tatsache, die für einen Beitrag des atomaren Wasserstoffs
angeführt werden kann, ist seine hohe Reaktions~ä~gkeit
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sowie sein gutes Diffusionsvermögen, das zcBo auch bei der
Temperatur des flüssigen Stickstoffs noch erheblich isto
Weiterhin wurde gefunden, daß bei Bestrahlung von Kohlen
wasserstoffen (vglo Swallow 1960; Hart und Platzman 1961),
Aminosäuren (Sommermeyer, Stegle und Schnepel 1967), Pro
teinen (ten Boschund Braams 1963) und Nucleinsäurebau
steinen (Jacobs 1962; Merwitz 1967; Heitkamp, Merwitz und
Späth 1968) ein Gas gebildet wird, das zum überwiegenden
Teil aus molekularem Wasserstoff bestehte Dertinger konnte
1967 zeigen, daß die nach Y-Bestrahlung in Kristallen der
Nukleoside Adenosin, Cytosin und Guanosin entstehenden
Radikale~ ebenso wie die früher von Pruden, Snipes und
Gordy (1965) für ThYmidin nachgewiesenen, in erheblichem
Maße durch ~~lager1h~g von atomarem Wasserstoff hervorge-

rufen werdeno 1964 fanden Patten und Gordy, daß bei 4,2 °K
durch Bestrahlung gefrorener Nukleinsäure-Lösungen li-Atome
gebildet und stabilisiert werden, die sich durch ESR
Messungen nachweisen lasseno In jüngster Zeit gelang Müller
und Dertinger (1968) ein entsprechender Nachweis an hochge~

reinigten Präparaten der Phagen T1, T2, T4 Bor und an
Phagen-DNSo Die durch Bestrahlung bei 77 °K erzeugten und
in dem Material stabilisierten Wasserstoffatome weisen eine
relativ große Stabilität auf; denn Erwärmung auf 200 °K
für 10 Minuten verringerte ihre Konzentration nur auf die
Hälfte des ursprünglichen Werteso

Im Jahre 1963 schlug Braams einen Mechanismus vor, der
in der Lage ist, zahlreiche experimentelle Befunde an
trocken bestrahlten Proteinen und Nukleinsäuren zu be
schreibeno Nach dieser Hypothese dissoziiert ein bestrahl-

o

tes Makromolekül MH in ein Makroradikal M und ein Wasser-
o

stoffradikal H entsprechend der Gleichung
o 0

---2» I"I + H

H-Atome sind ohnehin sehr reaktionsfähig; darüber hinaus
sind die durch Bestrahlung erzeugten Wasserstoffatome in
vielen Fällen noch elektronisch angeregt (Platzman 1962b),
was sich zoBo dadurch zu erkennen gibt, daß bei Bestrah-
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lung wasserstoffhaltiger Moleküle durch schnelle Elektro
nen die Emissionslinien des atomaren Wasserstoffs beob
achtet werden (Horie, Otsuka und Nagura 1957) .. In jedem
Fall besitzen sie genügend Energie, um durch Abstraktions
reaktionen weitere Moleküle zu schädigen

" .
H + MH ---jl) M + H

2 (12)

Dabei entsteht molekularer Wasserstoff, der sich in vie
len bestrahlten Systemen nachweisen läßt (vglo Swallow
1960; Hart und Platzman 1961; Jacobs 1962; ten Bosch und
Braams 1963; Merwitz 1967; Sommermeyer, Stegle und Schnepel
1967; Heitkamp, Merwitz und Späth 1968) .. Die Makroradikale
"
M haben verschiedene Möglichkeiten der Weiterreaktion; und
zwar können nach dem Schema

" "
M+M-~::M-M

Vernetzungen entstehen, oder es finden Reaktionen mit
noch ungeschädigten Molekülen statt:

" "
M+MH~M-M+H (44)

Bei dieser letzten Reaktion wird neben den Dimeren M - M
wiederum atomarer Wasserstoff frei, der nach Gl .. (42)

weitere MQleküle schädigen kann" Die Schutzwirkung vOn
SH-haltigen Substanzen (RSH) oder von Verbindungen mit c

einer Disulfidbrücke (R1S-SR2 ) wird in diesem Reaktions
schema auf ein unspe,zifisches Wegfangen der H-Radikale
zurückgeführt, wodurch die Zahl der nach Gl" (12) erzeug
ten Schäden verringert wird:

H + RSH

(16)

Um die in trockenen Systemen beobachteten Schutzwirkungen,
die in den meisten Fällen etwa einen Faktor 2 betragen, durch
die Gleichungen (45) und (46) erklären zu können, ist zu
fordern, daß die Reaktion (42) nicht nur stattfindet, son~

dern auch zum Verlust der biologischen Funktionsfähigkeit
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der bestrahlten Makromoleküle führto Es ist zwar bekannt,
daß in wässrigen Lösungen durch Einwirkung von H-Atomen
die Aktivität verschiedener Enzyme (Mee, Navon und Stein
1964, 1965; Holmes, Navon und Stein 1967) und die biolo
gische Funktionsfähigkeit von T7-Phagen (Dewey und Stein
1968) verlorengeheno Außerdem konnte für trockene Systeme
mit Hilfe der Elektron-Spin-Resonanz-Methode gezeigt wer
den, daß atomarer Wasserstoff mit Proteinen (Snipes und
Schmidt 1966) sowie mit DNS und deren Bausteinen (Heller
und 001e 1965; Herak und Gordy 1965, 1966a, 1966b; Holmes,
Myers und Ingalls 1966; Dertinger 1967; Holmes, Ingalls
und Myers 1967a, 1967b) reagiert, doch war bisher noch
nicht experimentell bewiesen worden, daß eine solche
Re~~tion auch die spezifische ~~r~tionsfähigkeitder be-
treffenden Biomoleküle zerstört 0 Zudem war die Frage noch
ungeklärt, ob diese Reaktion mit derselben Kinetik abläuft,
wie die Inaktivierung durch ionisierende Strahleno Ware
dies picht der Fall, so könnte bereits aus der Form der
Dosis-Effekt-Kurven geschlossen werden, daß H-Atome bei
der Strahleninaktivierung von trockenen Makromolekülen
keinen Beitrag gemäß Glo (12) leisteno Nachdem wir in
einer in der vorliegenden Arbeit nicht näher beschriebenen
Serie von Experimenten (Jung und Schüßler 1968b) den Nach
weis geführt haben, daß bei Bestrahlung von trockener Ribo
nuclease im Vakuum, unter Sauerstoff und bei 77 °K die
inaktivierten Moleküle zum überwiegenden Teil als Dimere
vorliegen, w~durch Glo (13) und/oder Glc (14) experimen
tell bestätigt wurden, haben wir die hier mitgeteilten
Versuche in der Absicht unternommen, die Gültigkeit der
Gleichungen (11) und (12) einer experimentellen Nachprü
fung zu unterzieheno

20 Ergebnisse

Abbo 31 zeigt eine Dosis-Effekt-Kurve für die Inaktivierung
von 0X 174-DNS durch atomaren Wasserstoffe Sie ist typisch
für alle hier untersuchten Objekte und für beide Methoden

o

der H-Erzeugunge Im dargestellten Beispiel ist die Plaque-
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Bildungs-Fähigkeit der 0X-DNS als Funktion der Einwir
kungszeit von Wasserstoffatomen aufgetragen, die nach
Methode 11 (Bestrahlung von Hostaphan durch 2 MeV-Proto
nen) erzeugt wurden" Die Überlebensrate strebt mit zu
nehmender Einwirkungszeit asymptotisch einem Grenzwert
zUc Dieses Verhalten rührt davon her, daß die Dicke der
exponierten Proben größer ist als die Diffusionslänge der
H-Atome; dcho ein Teil des gefriergetrockneten Materials
wird gar ~icht von den H-Radikalen erreicht, weil sie be
reits an den äußeren Schichten abreagiereno Die Größe
dieses konstanten Anteils hängt von der Präparation der
Proben ab und lag in den verschiedenen Experimenten zwi
schen 12 und 35 %0 Sie wurde durch mehrere Langzeitbe
strahlungen mit besonders guter Statistik ermittelte Zieht
man diesen konstanten Anteil von den Meßpunkten ab, so
liegen die daraus resultierenden Punkte (vglo Abbo 31)
bei halblogarithmischer Auftragung recht gut auf' einer
Geraden, aus deren Steigung als Maß für die relative
Empfindlichkeit die D

37
entnommen werden kanno Ganz ent

sprechende Dosis-Effekt-Kurven wurden bei den Versuchen
mit kurzweIligem UV-Licht und mit langsamen Protonen von
0,8 und 1 keV Energie erhalten (vglo Kapo 1110 2 und
IV 0 3)0

Die Inaktivierung von 0X 174-DNS nach beidenMethoden
e

der H-Erzeugung ist in Abbo 32 dargestellto Die Meßpunkte
stammen aus mehreren unabhängigen Versuchsserieno Bei der
Auftragung wurde die Zahl der nach Gefriertrocknung er
haltenen Plaques verringert um den konstanten Anteil gleich
100 %gesetzto Die Inaktivierung erfolgt in beiden Systemen
nach exponentiellen Dosis-Effekt-Kurveno Die D37-Werte be
tragen 17 bzwo 11,3 Sekunden" Daß diese nach beiden Expo
sitionsmethoden erhaltenen Werte von vergleichbarer Größen
ordnung sind, ist zufällig und somit bedeutungsloso

Abbo 33 zeigt die Inaktivierung von T1-Bakteriophagen mit
normaler und mit Bromuracil-substituierter DNS durch ato
maren Wasserstoff. Unabhängig davon, ob die H-Atome durch
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eine Hochfrequenzentladung oder durch Bestrahlung einer
Kunststoff-Folie erzeugt wurden, verläuft die Inaktivie
rung stets nach exponentiellen Überlebenskurveno Bemer
kenswert ist der Befund, daß die Meßpunkte für T1- und
BU-T1-Phagen auf einer gemeinsamen Geraden liegen; doho
durch Einbau von Bromuracil in die DNS wird die Empfind
lichkeit von T1-Phagen gegen H-Atome nicht erhöht 0 Die
Inaktivierungskurven verlaufen etwas flacher als bei ~X

DNS; die 37 r~Werte betragen 11,3 bzwo 7,8 Sekundenc

Die Inaktivierung von Ribonuclease durch Wasserstoff
atome ist aus Abbo 34 ersichtlich" Auch für RNase erhält
man in System I und 11 nach Abzug des konstanten Anteils
exponentielle Kurven, deren Neigung im Vergleich zur Inak
tivierung von ~X-DNS oder T1-Phagen wesentlich geringer
ist" Die 37 %-Expositionszeiten betragen 12,9 :Minuten für
System I und 8,5 Minuten für System 110

Vergleichende Untersuchungen mit 60Co-Y-Strahlen ergaben
unter anaeroben Bedingungen folgende 37 %-Dosen: 0X 174
DNS 320 krad (Abbo 35), T1-Phagen 320 krad und BU-T1
Phagen 145 krad (Abb" 36), Ribonuclease 42 Mrad (Abbo 26).
Bei Verwendung von ultraviolettem Licht von 2537 RWellen
länge ist ebenfalls eine ausgeprägte BU-Sensibilisierung'
zu beobachten; in der ersten Inaktivierungs-Dekade ist die
Empfindlichkeit von BU-T1 um etwa einen Faktor von 3 größer
als die von T1-Bakteriophagen (vgl" Abba 36)"

30 Diskussion

Die Zusammenstellung der Dosis-Effekt-Kurven auf Abb" 36
für die Inaktivierung von T1 und BU-T1 nach verschiedenen
Methoden bringt einen wichtigen Befund unserer Experimente
klar zum Ausdruck, und zwar das Fehlen einer BU-Sensibili
sierung bei Einwirkung von H-Atomen" Bei Inaktivierung
durch Co-Y-Strahlung ist die Empfindlichkeit von BU-T1
Phagen um einen Faktor von 2,2 größer als die von normalen
T1-Phagen und bei Bestrahlung mit UV-Licht unterscheiden
sich die Neigungen der beiden Inaktivierungskurven in der
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ersten Dekade um einen Faktor von etwa 30 Dieser mit
gefriergetrockneten Phagen erhaltene Sensibilisierungs
faktor stimmt mit dem von Hotz und Zimmer (1963) mit
Phagen in 0,8 prozo NaCI gefundenen Wert übereino Im
Gegensatz zu den unterschiedlichen Empfindlichkeiten ge
genüber Y-Strahlung und UV-Licht, werden T1- und BU-T1
Phagen durch atomaren Wasserstoff mit gleicher Geschwin
digkeit inaktiviert, sowohl in System I als auch bei An
wendung von Methode 110 Aus diesen Befunden kann rückwärts
auf die Zuverlässigkeit unserer Versuchsanordnungen ge
schlossen werden: Wenn bei der Einwirkung von atomaren
Wasserstoff aus der Hochfrequenz-Entladung ein nennens
werterBruchteil der Inaktivierung durch die Einwirkung
von UV-Licht zustande käme, dann würde sich das durch das
Auftreten einer BU-Sensibilisierung zu erkennen geben; und
wenn bei Methode 11 rückgestreute Protonen oder Sekundär
elektronen in nennenswertem Maße zur beobachteten Inakti
vierung betrügen, dann sollte auch in diesem System ein
BU-E~fekt auftreteno Durch die identische Inaktivierungs
rate von Ti und BU-T1 ist sichergestellt, daß in beiden
experimentellen Anordnungen die zu messenden Wirkungen
auf Wasserstoffatome zurückzuführen sind und daß ein even~

tueller Beitrag von UV-Licht bzwo von geladenen Teilchen
innerhalb unserer Versuchsgenauigkeit liegto

Es gibt mehrere Hypothesen, die das Ausbleiben einer BU
Sensibilisierung bei der Einwirkung von H-Atomen auf T1
Phagen zu erklären vermögen:

(1) Es ist denkbar, daß die Reaktionsfähigkeit der H-Atome
so groß ist, daß sie gar nicht die Prbteinhülle der Phagen
durchdringen könneno Die Schädigung würde unter dieser
Voraussetzung dadurch zustandekommen, daß an der Protein
hülle ein Schaden (zoBo eine Radikalsteile) entsteht, der
auf die DNS hinüberwandert oder zu einer Bindung zwischen
Protein und DNS Veranlassung gibt, wodurch die Injektion
der DNS in das Wirtsbakterium gehemmt oder unterbrochen
wirdo Aber auch die Beschädigung des Anheftmechanismus
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würde dazu führen, daß die Plaque-Bildungsfähigkeit von
T1-Phagen verlorengehto Auch Dewey und Stein (1968) führen
die von ihnen gefundene Inaktivierung von T7-Phagen durch
H-Atome in wässriger Lösung auf einen Schaden am Protein
zurück: Durch die Einwirkung des atomaren Wasserstoffs
auf die Proteinhülle der T7-Phagen wird die DNS in die
Lösung entlassen, wo sie durch Angriff weiterer H-Atome
zu kleineren Stücken degradiert wird, die sich mit der
analytischen Ultrazentrifuge nachweisen lasseno In allen
Fällen sollte man eine gleiche Empfindlichkeit von T1- und
BU-T1-Phagen erwarten, die sich nur in ihrer DNS, nicht
aber hinsichtlich ihrer Proteinhülle unterscheideno Dieses
Problem ist unseres Erachtens noch nicht völlig geklärt;
es sollte sich aber dadurch untersuchen lassen; daß man
trockene BU-DNS von ~X 174-Phagen mit atomarem Wasserstoff
behandelt und ihre Empfindlichkeit mit der von normaler
DNS vergleichto Ein entsprechendes Experiment befindet sich
in Vorbereitungo Leider ist es noch nicht möglich; die
Empfindlichkeit von ganzen 0X 174-Phagen mit der von
infektiöser ~X-DNS zu vergleichen, oder T1-Phagen mit
infektiöser T1-DNS; denn ~X-Phagen werden bei Abwesenheit
von organischen Substanzen während der Gefriertrocknung
fast vollständig inaktiviert und der Nachweis der Infek~

tiösität von T1-DNS ist noch nicht mit genügender Ausbeut~

und Genauigkeit möglicho

(2) Eine zweite Hypothese, den fehlenden BU-Effekt bei
H-Einwirkung zu erklären, basiert auf der Voraussetzung,
daß die H-Atome die Proteinhülle durchdringen können und
durch Schädigung der DNS die Phagen inaktiviereno Wie
Heller und Cole (1965) gezeigt haben, entsteht bei der Be
handlung von Thymin mit atomarem Wasserstoff ausschließ-.·

lieh das C(6)-Anlagerungsradikal, dessen ESR-Spektrum aus
acht charakteristischen Linien besteht; bei Exposition
von DNS wird im wesentlichen ein zentrales Signal beim
g-Faktor des freien Elektrons gefunden, das große Ähnlich
keit mit den bei Adenin, Guanin und Cytosin erhaltenen
ESR-Spektren aufweisto Aus diesem Befund könnte geschlos
sen werden, daß die Reaktionsgeschwindigkeit der H-Atome
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mit Thymin kleiner ist als mit den übrigen Basen, obwohl
-das für die in Wasser gemessenen Reaktionsgeschwindigkei
ten nicht zutrifft (Anbar und Neta 1965)0 In diesem Fall
hätte die Substitution des Thymins durch Bromuracil keinen
nennenswerten Einfluß auf die Gesamtreaktionsrate der DNS,
doch halten wir diese Interpretation nicht für sehr wahr
scheinlicho

(3) Eine dritte Erklärungsmöglichkeit geht von der Annahme
aus, daß bei Einwirkung von V-Strahlung und UV-Licht Ener
giebeträge, die beim Thymin nur zur Anregung ausreichen,
in BU-DNS zur Abspaltung von Brom führen könneuo Dadurch
würden bereits durch die primäre Energieabsorption in
BU-DNS mehr Basenveränderungen pro Dosiseinheit entstehen
als in Thymin-DNSo Diese Anschauung wird durch ESR-Unter
suchungen von Müller, Könnlein und Zimmer (1963) gestützt,
wonach die Spinausbeute pro Dosiseinheit in Bromuracil um
beinahe eine Größenordnung höher ist als beim Thymino
Außerdem ist bekannt, daß bei Röntgen- und u~-Bestrahlung

von BU-DNS die Debromierung mit besonders hoher Ausbeute
verläuft (Wacker, Dellweg und Weinblum 1961; Lochmann
1963)0

Es ist jedoch noch nicht möglich zu entscheiden, welche
der aufgeführten Erklärungen für das Ausbleiben des BU
Effektes bei H~Einwirkung zutrifft 0 Dies ist nicht ver
wunderlich; denn auch für ionisierende Strahlen und UV
Licht, die bisher in zahlreichen vergleichenden Versu
chen auf Phagen mit normaler und Bromuracil-substituierter
DNS angewandt wurden, liegt noch keine allgemein aner
kannte Vorstellung über den Mechanismus der BU-Sensibili
sierung voro Gerade deshalb sind aber die von uns nachge
wiesenen Unterschiede bei Einwirkung von atomarem Wasser
stoff von großem Interesseo Denn die Gültigkeit der bis
her vorliegendenwie auch künftiger Hypothesen zur Erklä
rung der BU-Sensibilisierung wird auch danach zu beurtei
len sein, ob sie erklären können, warum zwar die Wirkungen
ionisierender Strahlen und von UV-Licht durch den Einbau
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von Bromuracil in die DNS beeinrlußt werden können, jedoch
nicht die Schädigungen durch atomaren Wasserstoffe

Um die relativen Empfindlichkeiten der verschiedenen Ob
jekte miteinander zu vergleichen,sin,(i in Abbo 37 unsere
gesamten Resultate zusammengestellt, der Übersichtlich-
kei t \rJ'egen ohne Meßpunkte 0 Die Kurven wurden so nOrmiert,
daß sich für T1-Bakteri~phageneinWert von D

37
= 1 ergibt.

In beiden Systemen der H-Erzeugung haben BU-T1-Phagen die
gleiche Empfindlichkeit wie T1-Phagen (D

37
= 1), während

für infektiöse 0X-DNS die relative ])37 in System I auf
1,5 und in System 11 auf 1,45 beläufte Für Ribonuclease
sind die entsprechenden Werte D

37
= 68 bei Anwendung von

Methode I und D
37

= 65 bei Methode 110 Die gute Überein
stimmung der mit beiden Versuchsanordnungen erhaltenen
Empfindlichkeiten kann dahingehend interpretiert wetden,
daß in beiden Systemen identische Inaktivierungsmechanismen
vorliegen (vgle Jung und Kürzinger 1968)e Dieser Befund
ist ein weiterer Hinweis darauf, daß bei Bestrahlung orga
nischen Materials atomarer Wasserstoff freigesetzt wirdo
Der Schluß auf das Vorliegen identischer Wirkungsmechanis
men in System I und 11 wird durch einen Vergleich der Wir
kung von H-Atomen mit den Resultaten unserer v-Experimente
weiter gestütato Denn im Gegensatz zur H-Einwirkung findet
man mit Co-V-Strahlung für BU-T1 eine relative D37 = 0,45,
was einem Sensibilisierungsfaktor von 2,2 entspricht. Die
relative D

37
für die Inaktivierung von infektiöser 0X-DNS

ist mit D3? : 1 k17+ne~ als der mit H-Atomen erhaltene
Werte Für RNase ergibt sich eine D

37
= 130; das zeigt, daß

im Vergleich zu T1-Phagen die RNase gegenüber atomarem
Wasserstoff empfindlicher ist als gegenüber Y-Strahlungo

Bei anaerober V-Bestrahlung von Bakteriophagen, die aus
Nährbouillon (NB) eingetroc~et wurden, fanden Hotz und
Zimmer (1963) für T1 eine D

37
= 410 krad und für BU-T1

eine D
37

= 180 krado Bei unserer Probenzubereitung wurden
die Phagen praktisch ohne Zusatzsubstanzen gefriergetrock
neto Die damit ermittelten 37 r~Dosen betragen 320 krad
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für T1 und 145 krad für BU-T10 Durch Anwesenheit eines
Überschusses von getrocknet.er NB tritt demnach eine
Schutzwirkung auf, die allerdings in beiden Fällen mit p =
1,28 bzwo p = 1,24 relativ gering isto Die gute Überein
stimmung der beiden Schutzfaktoren zeigt, daß die Größe
der BU-Sensibilisierung durch die Fremdsubstanzen nicht
beeinflußt wirdo Im Gegensatz dazu ist die vön Hotzhund
Müller (1968) für NB-getrocknete ~X-DNS erhaltene D

37
=

880 krad um einen Faktor von p = 2,75 größer als der
von uns an lIreiner ll DNS ermittelte Wert von 320 krad
(vglo Abbo 35)0 Das zeigt, daß DNS durch beigemischte$
Fremdsubstanzen wesentlich stärker geschützt wird als
ganze Phageno Ob die Proteinhülle der Phagen die Abgabe
von reaktionsfähigen Bestrahlungsprodukten (H-Atome) an
die Beimischungen verhindert, ob die DNS im Phagen derart
stabilisiert wird, daß latente Primärschäden sich ohne
Inaktivierung zurückbilden können, oder ob dieser Befund
mit der Einsträngigkeit der ~X-DNS zusammenhängt, kann
zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch nicht entschieden wer
deno

VIIo Zusammenfassende Diskussion und Schlußfolgerungen

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Experi
mente haben gezeigt, daß Anregungen, Ionisationen, elasti
sche Kernstöße und atomarer Wasserstoff in der Lage sind,
die biologische Funktionsfähigkeit von DNS zu zerstöreno
Weiterhin haben sie das Resultat erbracht, daß in allen
Fällen die Inaktivierung nach exponentiellen Dosis-Effekt
Kurven ver1äufto Durch diesen Befund wird wahrscheinlich,
daß an einer durch energiereiche Strahlen hervorgerufenen
Schädigung die verschiedenen hier untersuchten Primär
und Sekundärprozesse in mehr oder minder großem Maße be
teiligt sind; zumindest kann keiner dieser Prozesse auf
Grund seiner Kinetik von vornherein hinsichtlich eines
möglichen Beitrags ausgeschlossen werdeno
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Die exponentielle Inaktivierungskinetik, die der einfachen
Relation N/No = e-SD gehorcht (vglc Gle (1), impliziert,
daß ein einziger "Treffer" innerhalb des DNS-Moleküls dieses
inaktivierte Damit ist noch nichts über die Wirkungswahr
scheinlichkeitausgesagt, dehc über die Zahl von Treffern,
die im Mittel pro Molekül auftreten, ehe es zur Inaktivie
rung kommto Die exponentielle Dbsis-Wirkungs~Beziehung

impliziert ferner, daß die Verteilung der einzelnen Tref
fer rein statistisch iste Diese Bedingung ist bei Verwen
dung von dünn ionisierender V-Strahlung weitgehend erfüllt,
während bei dichter ionisierenden Partikeln zwar die Bah
nen der Teilchen statistisch verteilt sind, die Primär-
akte der Energieabgabe aber entlang dieser Bahnen erfolgene
Deshalb muß bei Partikelstrahlung noch eine weitere Bedin
gung erfüllt sein, und zwar, daß der mittlere Abstand der
Primärionisationen entlang der Bahn groß ist gegenüber
den Dimensionen der bestrahlten Objekteo Unter diesen
Voraussetzungen kann die Poisson-Statistik angewandt und
die Größe (oder das Molekulargewicht) des Treffbereiches
aus der 37 %-Dosis (SD = 1; N/No = e-1 = 0,37) und aus
dem Energieaufwand pro Primärionisation berechnet werden
(vglo Zimmer 1961)0 Der letztere Wert beträgt in konden
sierter Materie durchschnittlich etwa 60 eV; er wurde
durch direkte Messung des Energieverlustes von Elektronen
in Substanzen mit ähnlicher atomarer Zusammensetzung wie
biologisches Material bestimmt (Rauth und Hutchinson 1962;
Rauth und Simpson 1964)0 Dieser Wert ist wesentlich klei
ner als die früher mitgeteilten Daten (Pollard und Forro
1951; Pollard et alo 1955; Sommermeyer und Philip 1959);
er kann aber unter Verwendung der von Ore und Larsen (1964)
angegebenen Häufigkeitsverteilung der in einem Ionen
cluster enthaltenen Ionenpaare bestätigt werden (Jung und
Zimmer 1966)0 sn = 1 bedeutet, daß die Zahl der inakti
vierenden Ereignisse und die Zahl der zu inaktivierenden
Objekte gleich sindo Die D37 (in eV/Gramm), dividiert
durch 60 eV, ergibt die Zahl der Objekte pro ~ramm, woraus
leicht ihr Molekulargewicht bestimmt werden kanno
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Für die verschiedenen hier untersuchten Biomoleküle wurden
im Vakuum mit Co-Y-Strahlung folgende 37 %-Dosen ermittelt:
0X 174-DNS 320 krad (vglc Abbo 35), Ribonuclease 42 Mrad
(vglo Abbo 26), T1-Bakteriophagen 320 krad (vglo Abbo 36)0
Ein Vergleich der daraus zu ermittelnden Tref~bereichs

Molekulargewichten (MGT) mit den aus physiko-chemischen
Messungen bekannten Daten (MG) ist in Tabo 3 durchge~ührto

Dabei ergibt sich ~ür 0X-DNS und ~ür RNase eine ausgezeich
nete Übereinstimmung zwischen beiden Werteno Das impliziert,
daß im Mittel das Auftreten einer Primärionisation irgendwo
innerhalb desDNS- bzwo des RNase-Moleküls dieses mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1 inaktiviert 0 Diese Übereinstim
mung zeigt, daß die der Treffbereichstheorie zugrundelie
genden Überlegungen nicht prinzipiell ~alsch sind; anderer
seits zeigt die Temperaturabhängigkeit der Inaktivierungs
rate (zoBo Abbo 27 und 29), daß für die Auszeichnung der
Zimmertemperatur keine Veranlassung bestehto Zieht man
einen bei höheren oder tieferen Temperaturen ermittelten
Inaktivierungsquerschnitt zur Berechnung der betreffenden
MGT-Werte heran, dann verschwindet die in Tabelle 3 ange
zeigte Übereinstimmung der Ergebnisseo Es dürfte: somit
durch das Zusammentreffen von mindestens zwei im Gegen
sinn wirkenden Mechanismen dazu kommen, daß die für Zim
mertemperatur ermittelten Treffbereichs-Molekulargewichte'.
mehr oder weniger zufällig mit den wahren Molekularge
wichten übereinstimmen.

Daß nicht jedes Absorptionsereignis zur Inaktivierung
führt, konnten wir durch Untersuchung der Aminosäure-Zu
sammensetzung von bestrahlter Ribonuclease nachweisen.
Durch Chromatographie über Sephadex kann die nach Bestrah
lung noch enzYmatisch aktive Ribonuclease von den inakti
vierten Bestrahlungsprodukten abgetrennt werden (Jung und
Schüßler 1966)0 Unterwirft man die einzelnen Komponenten
einer trocken bestrahlten RNase-Probe einer Aminosäure
Analyse, dann ~indet man, daß mit zunehmender Dosis sechs
Aminosäuren in steigendem Maße abgebaut werden, und zwar
Cystin, Methionin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin und
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Tabelle 3

Vergleich der aus der Strahlenempfindlichkeit berechneten
Treffbereichs-Molekulargewichte (MGT) mit den nach physiko
chemischen Methoden bestimmten Molekulargewichten (MG)

! 0X-DNS
iIRNase
!!T1-Phagel1
~

MG

1,7" 166 (1)

13 680 (2)

D
37

MGT MGT/MG

320 krad 6 1,051,8 0 10

42 Mrad 13 750 1,0

7'-'1"\
' ___ ..:1

", 0 "'1"\6 1"\ r.c..
:JC-V i\..!.- etu. I ,U O IV v,vv

(1) Sinsheimer 1959b

(2) Hirs, Moore und Stein 1960

Mol" Gew" der DNS: 31-32 Q 106

30 • 106
(Bresler et al" 1967)
(Bohne, Coquerelle und
Hagen 1968)
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Histidin (Jung und Schüßler 1968b)e Dieser Abbau erfolgt
sowohl in den inaktivierten Komponenten als auch in der
noch aktiven RNase, doho nicht alle Aminosäure-Veränderun
gen führen zu einer Inaktivierung des RNase-Molekülso Ein
gehendere Analysen haben ergeben, daß nach Zerstörung einer
der genannten sechs Aminosäuren das Ribonuclease-Molekül
mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,45 inaktiviert wird,
während in 55 % aller Fälle die enzymatische Aktivität
erhalten bleibt (Jung und Schüßler 1968b)o Dieser Befund
steht im Widerspruch zu den Voraussetzungen, die dem Ver
gleich auf Tab. 3 zugrundeliegeno Er zeigt ferner an, daß
pro Primärionisation (= 60 eV) mehr als ein Molekül ver
ändert wirdo Ob diese zusätzliche Wirkung durch abgespal
tene H-Atome, freigesetzte Elektronen oder Energiewande
rungsprozesse zustandekommt, kann noch nicht entschieden
werden. Doch beweisen unsere in Kapo VI beschriebenen Ver
suche, daß Wasserstoffatome an der Strahlenschädigung von
Biomolekülen beteiligt sinde Diese Interpretation dürfte
auch auf unsere an bestrahlter RNase beobachteten Amino
säure-Veränderungen zutreffeno Bei Einwirkung von atomarem
Wasserstoff auf Ribonuclease in wässriger Lösung fanden
Holmes, Navon und Stein (1967), daß mitzunehmendem Inak
tivierungsgrad Cystin, Methionin, TYr0sin, Phenylalanin
und Histidin abgebaut werden - das sind fünf der sechs
Aminosäuren, die nach unseren Messungen bei trockener Be
strahlung von RNase selektiv zerstört werdeno

Wie Tabe 3 weiter zeigt, besitzen T1-Bakteriophagen auch
bei Zimmertemperatur eine im Verhältnis zu ihrem DNS-Gehalt
ungewöhnlich geringe Strahlenempfindlichkeite Nur in 6 %
der Fälle wird durch das Auftreten einer Primärionisation
in der Phagen-DNS die Plaque-Bildungs-Fähigkeit der T1
Phagen zerstört, der überwiegende Teil der Primärschäden
bleibt ohne Wirkung auf die Uberlebensrateo Die Ursache
für die hohe Strahlenresistenz der T1-Phagen ist in der
Doppelsträngigkeit seiner DNS zu suchen, und die Zusammen
stellung auf Tabe 3 weist darauf hin, daß ein Primärereig
nis in einem der beiden Stränge nicht ausreicht, um die
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Replikationsfähigkeit vonT1 zu zerstören, während ein

Treffer zur Inaktivierung der einsträngigen 0X-DNS genügt~

Für dieses Verhalten können drei Er~ärungen angeführt wer
den:

(1) Nur Doppelstrangbrüche oder Schäden an gegenüberlie
genden Basenpaaren zerstören die Information doppelsträn
giger DNS in einem Maße, daß sie nicht mehr zur Bildung
ganzer Phagen ausreicht" Diese Interpretation wird durch
experimentelle Befunde von Stent und Fuerst (1955) und
Freifelder (1965) gestützt" Wird in die DNS verschiedener
Phagenarten radioaktiver Phosphor eingebaut, dann werden
diese Phagen durch den Zerfall eines p32 mit einer Wahr
scheinlichkeit von 0,1 inaktiviert (Stent und Fuerst 1955)"
Dieser Befund wurde dahingehend interpretiert, daß es bei
jeder Kernumwandlung des p32 durch den dabei entstehenden
Rückstoß zu einem Bruch des Stranges kommt, in den der
radioaktive Phosphor eingebaut war; doch ist dieser Scha
den für den Phagen nicht letal" Wenn aber der rückgestoße
ne S32-Tochterkern den zweiten DNS-Strang an gegenüber
liegender Stelle trifft und dabei unterbricht, was mög
licherweise in 10 %aller Fälle vorkommt, wird durch den
dadurch entstandenen Doppelbruch der Phage inaktiviert"
Freifelder (1965), der T7-Phagen in 10-3-molarer Histidin
lösung einer Röntgen-Bestrahlung unterwarf, fand eine
Proportionalität zwischen dem Prozentsatz der Doppelstrang~

brüche in der Phagen-DNS und dem Anteil inaktivierter

Phagen"

(2) Der überwiegende Teil der Primärschäden wird durch
die Wirtszelle repariert" Es ist bekannt, daß Reparatur
vorgänge unmittelbar mit der Doppelsträngigkeit der DNS
verknüpft sind" Das geht zoB" aus den Experimenten von
Sinsheimer und Mitarb" (1962) hervor, wonach die UV
Empfindlichkeit doppelsträngiger 0X 174-DNS, der sog"
replikativen Form (RF), um einen Faktor von 10 geringer
ist als die der normalen Einstrang-DNS. Bei Verwendung von
Röntgen-Strahlung liegt die D

37
für die replikative Form

um einen Faktor von 2 höher als für einzelsträngige DNS



(Ginoza und Miller 1965); das bedeutet bei dem doppelten
Molekularge1JTicht der RF, daß letztere eine viermal größere
Strahlenresistenz als der Einzelstrang besitztQ Bei Ein~

wirkung von ultraviolettem Licht wurden in zahlreichen
Fällen Repair-Raten von 90 %und darüber nachgewiesen,
doeh konnte bisher nicht endgültig klargestellt werden,
ob ein entsprechend hoher Prozentsatz der durch ionisie
rende Strahlung hervorgerufenen Schäden ebenfalls repariert
wirdo Durch Blockierung der Wirtszellreaktivierung durch
Coffein oder durch UV-Bestrahlung der Wirtsbakterien konnte
Sauerbier (1964b) nachweisen, daß bis zu 22 %der durch
Y-Bestrahlung in T1-Phagen erzeugten letalen Schäden von
den Bakterien repariert werden; doch könnte dieser Anteil
nach Guild (1963) wesentlich höher liegen"

(3) Innerhalb der DNS gibt es eine Unterstruktur, die ge
troffen werden muß ,um zur Inaktivierung zu führen 0 Eine
solche kritische Struktur könnte zQBo der Teil der DNS
sein, der die genetische Information für die sog" "frühenIl
Enzyme enthält, die für das Ingangsetzen der Phagenrepli
kation ausschlaggebend sindo Diese Anschauung wird durch
ein Experiment von Benzer (1952) gestützt, der bei der
Bestrahlung von T2-Wirts-Komplexen zu verschiedenen Zeiten
nach der Infektion der Bakterien feststellte, daß die Inak
tivierungskurven mit der Zeit flacher werden, was auf eine
abnehmende Größe des Treffbereichs hinweist, und daß stets
exponentielle Kurven auftreten, was die Existenz eines
einzigen strahlenempfindlichen Targets impliziert"

Trotz der großen Zahl der bis heute mit .DNS und Bakterio
phagen unternommenen Experimenten kann noch nicht ent
schieden werden, welcher der aufgeführten Mechanismen in
erster Linie für die relativ hohe Strahlenresistenz der
doppelsträngigen T1-Bakteriophagen verantwortlich zu
machen isto Diese Situation ist bei strahlenbiologischen
Experimenten relativ häufig anzutreffen, daß zur Inter
pretation eines Ergebnisses zwar mehrere Hypothesen zur
Diskussion stehen, die durch das Experiment erbrachte



- 92 -

Information zu einer eindeutigen Entscheidung aber nicht
ausreicht 0 Es ist vorläufig noch nicht abzusehen, wann
sich diese Situation grundlegend ändern wird, insbesondere
deshalb nicht, weil auf diesem Forschungsgebiet die Syste
matisierung, das Aus.arbei ten allgemeiner Vorstellungen
und die Schaffung überzeugender Interpretationen mit der
Anhäufung von neuen Befunden nicht Schritt hält und sich
diese Tendenz in den letzten Jahren in zunehmendem Maße
verstärkt 0

Als vor etwa zwei Jahrzehnten di.e beiden Bücher von Lea
(1946) und von Timofeeff-Ressovsky und Zimmer (1947) er
schienen waren, hatte die Strahlenbiologie einen Stand
an innerer Geschlossenheit erlangt, den sie seitdem nie-
mals wieder erreichen konnteo Besonders das Lea'sche Mo-

delI, das damals durch seine Konsistenz und Überschaubar
keit großen Anklang fand, mußte im Verlauf der vergange
nen zwei Jahrzehnte zahlreiche Korrekturen hinnehmen o
Unsere Resultate lassen sehr klar erkelli"len, welche Ein
schränkungen heute an diesem Modell anzubringen sindo Die
zentrale Voraussetzung der Lea'schen Konzeption beruht
auf der Annahme, daß das Auftreten einer Ionisation irgend
wo in einem Makromolekül oder einem Virus die Inaktivie
rung nach sich ziehto Nicht-ionisierenden Anregungen wurde
nur eine geringe Wirkung zugeschrieben, während die übri
gen Primärprozesse der Energieübertragung überhaupt nicht
berücksichtigt wurden. Diese Voraussetzung beruht vor al
lem auf der eingangs (Kapo 10 5) erwähnten Proportionalität
zwischen der Strahlenempfindlichkeit eines Virus und sei
ner Größe (Lea 1946), sowie auf der an vielen Biomolekülen
beobachteten Übereinstimmung zwischen Treffbereichs-Mole
kulargewicht und wahrem Molekulargewicht (Pollard 1959;
vglo auch Werte für 0X-DNS und RNase auf Tabo 3)0 Da die
Zahl der pro Dosiseinheit erzeugten Ionisationen von der
Temperatur weitgehend unabhängig ist, sollte nach dem
Lea'schen Modell die während der Bestrahlung herrschende
Temperatur ohne Einfluß auf die Strahlenempfindlichkeit
seino Ebensowenig sollte die Zumischung von Fremdsubstan-
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zen oder die Gasatmosphäre, in der die Bestrahlung statt
~indet, einen Einfluß auf die Zahl der in den bestrahlten
Objekten erzeugten 'Ionisationen und damit auf deren Inak
tivierungsrate haben 0

Da man annahm, daß im Trockenen nur diejenigen Moleküle
oder biologischen Objekte inaktiviert werden, die unmittel
bar mit der primären oder sekundären Strahlung in Wechsel
wirkung treten, wurde die Einwirkung von ionisierenden
Strahlen auf trockene Systeme als "direkte Strahlenwir
kung" (direct effect) bezeichnete Diese Anschauung "vurde
ergänzt durch die Theorie der diffusiblen Agentien, wonach
in wässriger Lösung durch die Bestrahlung reaktionsfähige
Produkte gebildet werden, die zu den gelösten Makromole
külen diffundieren und diese inaktivierene Dies wird als
"indirekte Strahlenwirkung" bezeichneto Obwohl schon früh
zeitig auf die Problematik dieser Unterscheidung zwischen
direktem und indirektem E~fekt hingewiesen wurde (Zimmer
1956b), hält man bis heute daran festo Das Lea'sche Modell
ist leicht überschaubar und in sich konsistent; und das
erklärt wohl den Einfluß, den es jahrzehntelang auf das
Denken einer großen Zahl von Strahlenbiologen ausübtee Da
auch heute noch bei Treffbereichsanalysen oftmals die Be
grenzungen dieser llTheorie" unberücksichtigt bleiben, soll
hier nachdrücklich darauf hingewiesen werden, daß den
Voraussetzungen dieser Hypothese nicht mehr volle Gültig
keit zukommte

Folgende Befunde dieser Arbeit stehen im Widerspruch zu
den Voraussetzungen des Lea'schen Modells:

(1) Anregungen sind zur Inaktivierung von DNS fähig (vglo
Abbo 12)

(2) Elastische Kernstöße sind zur Inaktivierung von DNS
und RNase fähig (vgL, Abbo 15 und 20)0 Unsere Experi
mente stellen einen ersten Nachweis dar für die bio
logische Wirksamkeit dieses Primärprozessese
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(3) Atomarer Wasserstoff ist zur Inaktivierung von DNS,
T1-Phagen und RNase fähig (vglo Abbo 37)0 Auch dieser
Nachweis war für biologische Objekte bisher noch nicht
geführt wordeno

(4) Die Strahlenempfindlichkeit hängt von der Konzentra
tion von Beimischungen, wie Cystamin, ab (vglo Abbo 23)0

(5) Die Strahlenempfindlichkeit hängt von der Gasatmosphäre
ab, in der die Bestrahlung stattfindet (vglo Abbo 27)0

(6) Die Strahlenempfindlichkeit hängt von der während der
Bestrahlung herrschenden Temperatur ab (vglo Abbo 28)0

(7) Nicht jeder Treffer ist wirksam: Es gibt Veränderungen,
wie zoBo die Zerstörung einer Aminosäure im Ribonuclease
Molekül, die nicht in ~edem Fall zur Inaktivierung
führen (vglo vorangehenden Abschnitt)o Unsere Messun-
gen an trocken bestrahlter RNase (Jung und Schüßler
1968b) stellen einen ersten Nachweis dieser Art daro

(8) Nicht jeder Treffer ist wirksam: Es gibt Veränderungen,
ZoBo in T1-Bakteriophagen, die eliminiert oder repa
riert werden, ohne daß es zur Inaktivierung kommt
(vglo Tab 0 3)"

(9) Die Unterscheidung zwischen direkter und indirekter
Strahlenwirkung bedarf einer neuen Definition: Wie
unsere Experimente zeigten (vgl" Kap" VI), sind in
trocken bestrahlten Systemen zwei Schädigungsmecha
nismen wirksam" Ein Teil des bestrahlten Materials
wird unmittelbar durch Absorption von Strahlung ver
ändert, und es wäre vielleicht angebracht, den Begriff
der "direkten Wirkung" enger zu fassen und nur auf
diese Veränderungen anzuwenden; ein weiterer Teil der
bestrahlten Objekte wird durch sekundäre Radikalpro
zesse verändert, und diese sollten eindeutig als sol
che gekennzeichnet werdeno
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Unsere Messungen geben somit neben den angeführten Ergeb
nissen klare Ansatzpunkte zur weiteren Bearbeitung der
Frage, welche Reaktionen zwischenderStrahlenabsorption
und dem Verlust der Replikationsfähigkeit der DNS ablau
ten und worin sich aktive und inaktivierte Moleküle unter
scheidenc Zu letzterem Punkt wurden zwar während der ver
gangenen Jahre zahlreiche Arbeiten veröffentlicht, die das
Auftreten einer Reihe von Veränderungen in bestrahlter
DNS beweisen, wie Brüche in der Hauptkette, Vernetzungen
innerhalb ein und desselben Moleküls bzwc zwischen zwei
verschiedenen DNS-Molekülen, Basenveränderungen, Verände
rungen am Zucker, USWcc Es ist noch nicht möglich, die Re
sultate der hier beschriebenen Experimente mit den Befunden
dieser Arbeiten zu vergleichenc Dazu müssen die von den
hier verwendeten Strahlenarten hervorgerufenen physiko
chemischen und chemischen Veränderungen an DNS ausführ
licher analysiert werdenc Solche Untersuchungen sollten in
Zukunft jedoch möglich sein, nachdem mit der vorliegenden
Arbeit die notwendigen Voraussetzungen für Experimente
dieser Art geschaffen worden sindo Diese bestehen in dem
Nachweis, daß es möglich ist, die verschiedenen Primärpro
zesse der Energieabsorption von einander zu trennen und
unabhängig von einander zu untersucheno Weiterhin zeigten
die hier beschriebenen Verusche, daß sich die Wirkungen
der einzelnen Primärprozesse in einigen Wesensmerkmalen
unterscheiden: Bei elastischen Kernstößen gibt es zoBc
weder Schutz- noch Temperatureffekt, und der Einbau von
Bromuracil in die Phagen-DNS führt bei Einwirkung von H
Atomen nicht zu einer Erhöhung der Empfindlichkeit; im
Gegensatz dazu treten bei Verwendung von ionisierenden
Strahlen Schutzeffekt, Temperatureffekt und BU-Sensibili
sierung aufo

Eine Schwierigkeit tritt bei den hier beschriebenen Expe
rimenten auf, die sich aber leider nicht umgehen läßt,
und zwar durch die Tatsache, daß in allen Systemen nur
sehr dünne Schichten inaktiviert werden könneno Das be
schränkt die Untersuchungen auf Materialmengen von maxi-
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mal 0,5 Mikrogramm 0 Wir sind aber der Ansicht, daß sich

diese technischen Schwierigkeiten lösen lasseno Beispiels
weise wurden in der letzten Zeit, aufbauend auf einer
Methode von Studier (1965), Mikromethoden für die ana
lytische Ultrazentrifuge entwickelt, mit deren Hilfe
Molekulargewichtsveränderungen an solch kleinen Substanz
mengen bestimmt werden können (Hagen und Jung 1968)0 Bei
Verwendung von radioaktiv markierter DNS sollte eine
ganze Reihe chromatographischer Verfahren zur Untersuchung
dieser kleinen SUbstanzmengen anwendbar sein, ebenso gene
tische Testmethoden, wie sie zoBo von van der Endt, Blok
und Linckens (1965) bei Röntgen-bestrahlter 0X-DNS ange
wandt wurden0 Damit sollten sich zahlreiche interessante
Probleme untersuchen lassen: (1) Beruht bei Einwirkung
von atomarem Wasserstoff die Inaktivierung zu einem ähn
lich großen Prozentsatz auf Strangbrüchen wie bei Anwen
dung ionisierender Strahlen? (2) Entstehen Doppelstrang
brüche vorzugsweise dadurch, daß Ionisationen ein und des
selben Ionen-clustersin beiden Strängen an gegenüberlie
genden Stellen auftreten, oder reicht bereits die Energie
einer einzigen Ionisation (kurzweIliges UV) dazu aus?
Da langweIliges UV-Licht bekanntlich zur Erzeugung von
Doppelbrüchen eine äußerst geringe Wirksamkeit besitzt,
sollten Untersuchungen mit Vakuum-Ultraviolett auch zei
gen, welcher Mindestenergiebetrag für einen Doppelbruch
aufzuwenden isto (3) Beruht der an T1-Phagen zu beobachten
de BU~Effekt nur auf Anregungen, etwa in der Art, daß kleine
Energiebeträge Thymin-DNS nur anregen, BU-DNS dagegen irre
versibel verändern (vglo Kapo VIo 3) ? Wenn diese Voraus
setzung richtig ist, dann sollte bei sehr kurzweIligem
UV-Licht keine BU-Sensibilisierung auftreten. (4) Beruhen
die temperaturabhängigen Komponenten (vglo Atbo 26, 28 und
29) darauf, daß bei erhöhten Temperaturen mehr Wasserstoff
atome freigesetzt werden, oder darauf, daß bei erhöhter
thermischer Energie diese Radikale entweder leichter
aus Potentialmulden freikommen oder/und eine erhöhte Reak
tionsgeschwindigkeit a~weisen? Untersuchungen zum Einfluß
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der Temperatur auf die Empfindlichkeit von DNS und Phagen
gegenüber atomarem Wasserstoff, die zur Klärung dieses
Problems beitragen sollten, befinden sich in Vorbereitungo
(5) Ist das mit Y-Strahlung für Phagen-DNS ermittelte
Verhältnis von Basenveränderungen und Strangbrüchen für
diese Strahlenart typisch oder gilt der gleiche Wert auch
bei Einwirkung von elastischen Kernstößen und atomarem
Wasserstoff? (6) Wie hängt das Verhältnis von mutierten
zu inaktivierten DNS-Molekülen von der Wellenlänge des
eingestrahlten UV-Lichts ab? Ist bei li-Einwirkung die
relative Zahl der Mutanten größer als bei Y-Bestrahlung?
Diese Liste, die sich selbstverständlich noch fortsetzen
ließe, zeigt, daß durch die hier vorgenommene Trennung der
verschiedenen Primärprozesse die Voraussetzungen für zAnl-
reiche aufschlußreiche Experimente geschaffen wurdeno Bei
Energieübertragung durch definierte Primärprozesse und
durch Anwendung weiterer Untersuchungsmethoden, wie sie
heute in der Molekularbiologie oft verwendet werden,
sollte es möglich sein, der eingangs in Kapo 10 3 aufge
zeigten Entwicklung der verschiedenen Epochen derStrah
lenbiologie einen weiteren Schritt, eine "molekulare
Strahlenbiologie", anfügen zu könneno
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IX. Abbildungen



Abbo 1: Die zeitlichen Phasen der Strahlenwirkung
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Abb 0 2: Einfluß der verschiedenen modifizier~:mdenFak

toren auf die Entwicklung eines Strahlenschadens
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Abba 3: Aufbau des Vakuum.-UV-Monocbromators

(halbschematisch)
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Abbo 4: A~bau des Protonenbeschleunigers (halbschema
tisch)o U = Beschleunigungsspannung, T = Trenn
transformator, C = Coronaschutz, Iq = Ionenquelle,
R = Reihenwiderstand, R1 , R2 , R3 = Beschleuni
gungsröhren, B1 , B2 , B

3
= Blenden, F = Federbalg,

M = Trennmagnet, Str = Protonenstrahl, S =
Schieberventil, K = Bestrahlungskammer, FB =
Faraday-Becher, A = Nanoamperemeter, P 15 =
Pumpstand
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Abbo 5: Bestrahlungskammer (halbschematisch)o B2 , B3 =
Blenden, FE = Faraday-Becher, M = Magnetfeld,
D = Drehdurchführung, P = Positionsanzeige,
Dr = Dre1L~opf, BP = BestrahJ~ngsplatte, HP =
Halterung für die zu bestrahlenden Proben,
HK = Halterung für die Kontrollproben, Str =
Protonenstrahl
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Abbo 6: Bestrahlungskammer für Tieftemperaturversucheo
B = Eintrittsblenden, D = Probenhalter, E =
Kühlmitteleinlaß, F = Absaugstutzen, K = Kühl
falle, P = Proben, R = Abdeckplatte, S = 8trahl
achse, T = Thermoelement
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Abb .. 7: Erzeugung von atomarem Wasserstoff in einer
Hochfrequenz-Gasentladung (System I)
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Abb. 8: Erzeugung von atomaren Wasserstoff durch Bestrah
lung einer Folie aus Polyäthylenterephthalat
(Hostaphan) mit 2 MeV-Protonen (System 11)
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Abbc 9: Kalibrierungskurve für den Nachweis ini'ektiöser
~X 174-DNSc Die Zahl der infektiösen Zentren
pro Milliliter zu Ende der Infektionsperiode
(= Plaque-Titer) ist aufgetragen als Funktion
der re1ativen DNS-Konzentration
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Abbe 10: Kalibrierungskurve für den RNase-Nachweiso
Links: Extinktion bei 260 ~ in Abhängigkeit
von der Inkubationszeit zwischen 1 ~g Ribo
nuclease und 1 ml RNS-Substratlösunge Rechts:
Extinktion bei 260 ~ in Abhängigkeit von der
verwendeten Ribonuclease-Menge bei einer
Inkubationszeit von 30 Minuten
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Abb" 11: Inaktivierung von infektiöser ~X 174-DNS
durch Vakuum-UV-Idcht bei verschiedenen
Wellenlängen
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A,PPoJ2:: Wirkungsquerschnitt für die Inaktivierung von
~X 174-DNS (e) und relative Elektronenemission
(x) als Funktion der Quantenenergie des einge
strahlten Vakuum-Ultraviolett
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Abb~ 13: Wirkungsquerschnitte ~ür Elektronenwechsel
wirkung (a ) bzwo ~ür elastische Kernstößee
(an) von Protonen in Gewebe (Neufeld und
Snyder 1961)
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Abb" 14: Inaktivierung von 0X 174-Dl'fS durch Protonen

von 0,8, 1,2 und 35 keV Energie



<I>X 174- DNS

50

100 r--~----------------.

80

t 30

-~ 200-
~
~
~
CJ.5

~
t::::: 10Cl.,:)

:~
8

• 0,8 keV
5 • 1,2 KeV

x35 KeV

3
0 1 2 3 4 5 ·6 x1011 p/cmz

Dosis ~



AbbQ 15: Verlauf des Wirkungsquerschnitts für die Inak
tivierung von 0X 174-DNS in Abhängigkeit von
der Energie der eingestrahlten Protonen
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Abb. 16: Untere Kurve: Inaktivierung von 0,5 fJ.g Ribo
nuclease durch 0,8 keV-Protonen. Obere Kurve:
Verlauf der Inaktivierungskurve nach Abzug
des konstanten "unzerstörbaren" Anteils (---)
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Abbo 17: Inaktivierung von Ribonuclease mit 1,2 keV
Protonen bei Verwendung von 0,5 ~g bzwo 1~O ~g

RNase (Schichtdicke 0,65 bzwo 1,3 ~g/cm2)
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Abbo 18: Inaktivierung von jeweils 0,5 ~g P~bonuclease

durch Protonen von 1,4 keV bzwo 50 keV Energie
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Abbo 19: Verlauf' der 37 %-Dosis (D37) für die Inakti
vierung von käuflicher Ribonuclease (_) bzwQ
chromatographisch gereinigter Ribonuclease A
(0) in Abhängigkeit von der mittleren Proto
nenenergie
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Abbo 20: Verlauf des Wirkungsquerschnitts für die Inak
tivierung von käuflicher Ribonuclease (0) bzwo
chromatographisch gereinigter Ribonuclease A
(0) in Abhängigkeit von der mittleren Protonen
energie
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Abbo 21: Vergleich der experimentell bestimmten Inakti
vierungsquarschnitt€ von Ribonuclease (x) mit
dem Verlauf der von Neufeld und Snyder (1961)
berechneten Wirkungsquerschnitte für den Ener
gieverlust von Protonen durch Elektronen
Wechselwirkung (cre ) bzwo durch Kernstöße (crn ) 0

Die Differenz zwischen den Meßpunkten (x) und
der Kurve Se wird durch die Punkte (.) wieder
gegebene Die durch diese Punkte gelegte Kurve
Sn gitt den Verlauf des Wirkungsquerschnitts
für die Inaktivierung von Ribonuclease durch
Kernstöße in Abhängigkeit von der Protonen
energie ano
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Abbo 22: Vergleich der experimentell bestimmten Wirkungs
querscl'.wittefür die Inaktivierung von !lJX 174
DNS Ce) mit dem nach der Treffbereichstheorie
unter verschiedenen Voraussetzungen zu erwar
tenden Kurvenverlauf (weitere Erläuterungen
im Text)
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Abbo 23: Abhängigkeit des Schutzfaktors von der Cystamin
Konzentration bei der Inaktivierung von Ribo
nuclease durch 2 MeV-Protonen
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Abbc 2~: Inaktivierung von 0,7 ~g Ribonuclease Ce) bzwo
einer molekularen lüschung aus 0,4 ~g Ribo
nuclease und 0,3 ~g Cystamin (.) durch 2 MeV
Protonen bzwo 1,4 keV-Protonen
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Abbo 25: Inaktivierung von 0,5 ~g Ribonuclease bei ver~

schiedenen Temperaturen durch 2 MeV-Protonen
bzwo 1,4 keV-Protonen
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Abbo 26: Inaktivierung von trockener Ribonuclease durch
C~

OVCo-y-Strahlung im Vakuum bei verschiedenen
Temperaturen und anschließender Enzymbestimmung
in Luft Ce) bzwo unter stickstoff (0)
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Abbo 27: Abhängigkeit der 37 %-Dosen CD37) von der
reziproken absoluten Temperatur bei Bestrah
lung von trockener Ribonuclease mit 60Co_v_
Strahlen im Vakuum Co) bzwo in Sauerstoff
Atmosphäre CA)
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Abbo 28: Inaktivierung von trockener Ribonuclease durch
2 MeV-Protonen bei 125 °K und 300 °K
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Abbo 29: Wirkungsquerschnitte für die Inaktivierung von
Ribonuclease durch 2 MeV-Protonen (8) in Ab
hängigkeit von der reziproken absoluten Tempe
ratur und Zerlegung in drei Komponenten
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Abb" 30: Wirkungsquerschnitte für die Inaktivierung von
Ribonuclease durch 2 MeV-Deuteronen (.) in Ab
hängigkeit von der reziproken absoluten Tempe
ratur und Zerlegung in zwei Komponenten
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Abbo 31: Typische Inaktivierungskurve ~ür die Einwir
kung von thermischen Wasserstoffatomen auf
infektiöse ~X 174-DNS (System 11)



•

system 1I

Konstanter A!lteil

TX 174-DNS

o 118ßpunl<fe

• Konstanter Anteil abgezogen

5

z

50

100~---------------.

1

o 10 20 30

Expos/tionszeit
40 sec



Abbo 32: Inaktivierung von trockener infektiöser ~X 174

DNS durch atomaren Wasserstoff (System I und 11)
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,... '.L.." .. f"t I"T'\,..., T'\ "\ f ..."l ;' "-.LnaKvlvlerung von 1JrOCKenen '"L'!-JjaKlJerlopnagen \.&}

und BU-T1-Phagen (1) durch atomaren Wasserstoff
(System I und 11)
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Abbo 34: Inaktivierung von trockener Ribonuclease
atomaren Wassersto~f (System I und 11)
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Abbo 35: Inaktivierung von trockener infektiöser 0X 174
DNS im Vakuum durch 60Co-Y-Strahlung
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Abbo 36: Inaktivierung von T1-Phagen (.) und BU-T1
Phagen (&) durch atomaren Wasserstoff (System
I und 11) und durch Bestrahlung mit 60CO_Y_

Strahlen und UV-Licht von 2537 R Wellenlänge





Abbo 37: Dosis-Effekt-Kurven ~ür die Inaktivierung von

T1, BU-T1, infektiöse $OX '174-DNS und Ribonuclease
durch atomaren Wasserstoff (System I und 11)

und durch Co-y-Strahlungo Die D37 für T1-Phagen
wurde auf 1 normiert
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