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I. Finfihrung in die Problemstellung

Die Aufgabe, die sich dem Naturwissenschaftler stellt -
und damit der Réiz, der sich ihm bietet - besteht darin,
néglichst unvoreingenommen aufgrund neuer Erkenntnisse
seine Vorstellungen zu erginzen, abzuindern oder nmanchmal
vollig zu verwerfen. Die Notwendigkeit hierzu ist in prak-
tisch allen Forschungszweigen gegeben, denn mit wachsender
Erfahrung wird ein Fragenkomplex zunichst meist nicht ein-
facher und iiberschaubarer, sondern es zeigt sich nur zu
oft, daB die Vielfalt der Einzelbeobachtungen immer weni-
ger in das arfangs erarbeitete Bild palit. Dies‘gilt auch
fiir die molekulare Strahlenbioclogie, fiir den Zweig der
Biophysik also, der sich auf molekularer Ebene mit der
Einwirkung von Strahlung (im folgenden sei darunter ein-
schrinkend jeweils ionisierende Strahlung verstanden) auf
Materie befaBt. Zunichst glaubte man, daB zumindest bei
Bestrahlung trockener Substanzen (z.B. Enzyme oder Viren)
eine recht einfache Zuordnung von energie-absorbierendem
Ereignis und biochemisch nachweisbarer Schidigung vorliege.
Die Vorstellung ging dahin, daB die Bestrahlung uber
Coulomb-Wechselwirkung, Compton- und Auger-Effekt -~ Jje
nach Art der Energie der'Strahlung sowie Kernladungszahl
der Targetatome - in den Elektronenhiillen Anregungen und
Tonisationen bewirke; diese finden mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit ihre Ausprdgung in einem bleibenden
Schaden, z.B. dem biochemischen Funktionsverlust von Ma-
kromolekiilen. Jedenfalls ging man davon aus, dafl die
'geschddigte Stelle' identisch sel mit dem Ort der pri-
m8ren Energieabsorption, daB also Jewells ein einziges
Molekiil betroffen sei. Fiir diesen vermutetenVSachverhalﬁf
wurde der Begriff des 'direkten Effekts' geprigh, der
einen klaren Unterschied zu den Verhaltnissen bei Bestrah-
lung in verdinnten Ldsungen aufzeigen sollte, wo die ge-
16sten Substanzen in einem 'indirekten Effekt' durch che-
mischen Angriff der Radiolyseprodukte des Losungsmittels
geschadigt werden.




Beachtliche Erfolge, die die Treffbereichstheorie (Lea,
1946; Timoféeff-Ressovsky und Zimmer, 1947) erzielen
konnte, schienen die plausible Vorstellung vom 'direkten
Effekt' auch zu bestitigen. Als Beispiele seien die mit
der Theorie gut iiberéinstimmende Winkelabhingigkeit des
Wirkungsquerschnitts ausgerichteter Tabak-Mosa1k—V1ren
bei variierender Bestrahlungsrichtung (Péllard und
Whitmore, 1955) genannt,_oder auch die Abschitzung der
Treffbereichsmolekulargewichte von Biomolekiilen, die in
manchen Fdllen den tatsachllchen Werten Sehr nahe kam
(z.B. Pollard 4959) Mit dem one-lonlzatlon-model' von
Lea in seiner ursPrungllchen Konzeptlon, d.h. der Ainnshme,
daB eine einzige Ionibation innerhalb eines Makromolekiils
zu desden bidchemischér Inaktlvlerung fuhre, sowie mit dem
damit in engém Zusamménhang stehenden Bild des 'direkten
Effekts' waren jedoch Befunde iiber den EinfluB der Tempe-
ratur suf die Strahlehempfin&lichkeit nicht zu vereinba-
ren. Wie schon vorher fiir L¥sungen, konnte auch bei Be-
strahiting im Trockeneh gezeigt werden, daB mit abnehmender
Temperatur die Inaktivieringsrate von Biomolekiilen kleiner
wird (Setlow, 1952; Adams und Pollard, 1952). Ionisationen
und auch Anregungen, die zu chemischen Verdnderungen filihren,
erfolgen jedoch in erster Niherung temperaturunabhingig,
da die hierfiir erforderlichen Energiebetrige um 2 bis 3
GroBenordnungen iliber den thermischen Energien des in

Frage kommenden Temperaturbereichs liegen. Als man fanad,
daB unter bestimmten Versuchsbedingungen (erhdhten Tempe~
raturen) der Inakt1v1erang5que¢schn1uu eines Molekiils

degsen geon metrische Abmessuncen Ubertreffan kann {(Sctlow

vv.:.-.u LN a AR s o i ol V. v.:.*\.c.l.& L3 T, AT Vg

1952), wurden durch treffberelchstheoretlsche Uberlegungen,
die in anderen Fillen so positive Argumente erbringen konn-
ten, erste Zweifel an der Stichhaltigkeit der Hypothese
vom 'direkten Effekt' geweckt.
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Die in den Jahren seither durchgefiihrten Untersuchungen
iber den EinfluB modifizierender Faktoren (z.B. Tempera-
tur, Schubtzstoffgehalt, An~ oder Abwesenhelt von Sauer-
stoff) auf die Strahlenempfindlichkeit zeigen klar, dafB
auch bei Bestrahlung im Trockenen eine heterogene Reak-
tionsfolge zur endgiltigen Schiadigung fiihrt, daB also

der dafilir geprdgte Begriff des 'direkten Effekts' den
tatsdchlichen Verhdltnissen nicht gerecht wird. Doch auch
die Fille eindeutiger Widerspriiche konnte nicht verhindern,
daB dieser Begriff nicht nur im Sprachschatz, sondern auch
in der Vorstellung vieler mit diesem Fragenkreis befaBter
Wissenschaftler ein z8hes Leben filhrt. Hierfiir mag nicht
zuletzt die Tatsache verantwortlich sein, daB trotz man-
cher Versuche bis heute noch kein anderes, in sich ge-
schlossenes Modell aufgezeigt werden konnte, das in {iber-
zeugender Weise alle bei der Strahleninaktivierung von
Biomolekiilen im Trockenen festgestellten Phinomene zu
erklgdren vermocht hitte.

Um den experimentellen Befunden - vor allem den Untersu-
chungen zum Temperatureffekt - Rechnung zu tragen, wurden
Hypothesen iiber den Beitrag von Anregungen (Augenstein

und Mason, 1962) sowie iiber die indirekte Beeinflussung
durch benachbarte Molekiile aufgestellt. In einigen Ar-
beiten (Hutchinson, 1960; Augenstein und Mason, 1962)
wurden temperaturabhingige Prozesse in Form von intra-
molekularer Energie- und Ladungswanderung postuliert.
Hutchinson (1960) schlug sterische Behinderung als weite~
re Erklarungsmdglichkeit fiir die Temreraturabhingigkeit
der Strahlenempfindlichkeit vor: Durch primire Energieab-
sorption abgetrennte Moleklilstiicke wiirden bei tiefen Tem~-

~ peraturen wegen der weitgehenden Einfrierung der Warme-
bewegung in ihrer urspriinglichen Position zum Moleklilrest
festgehalten, wedurch eine Rekombination der Bindungsva-
lenzen ermdglicht wiirde ('cage-effect'). Norman und Spiegler
(1962) stellten das 'thermal~-spikes'-Modell zur Diskussion.
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Danach sollen dié Mplekiile innerhalb eines Hitzeschlauches
um die Bahn éines Teilchens mit ausreichendem linearen
Energie-Transfer (LET), in dem die Temperatur einen kriti-
schen Wert ibersteigt, thermisch inaktiviert werdenj die
Ausbildung bzw. Ausdebnung der 'thermal spikes' hinge we-
sentlich von der Bestrahlungstemperatur ab. Einige weitere
Hypothesen brauchen hier nicht aufgefiihrt zu werden, da sie
keine allzu groRe Uberzeugungskraft besaBen und nur geringe
Resonanz fanden.

Es wurden aber auch Reaktionsmechanismen angedeutet, die
neben einigen der schon erwihnten Vorstellungen bis heute
in der Diskussion blieben, und die zum Teil durch die vor-
liegenden‘Untersuchungen bestdtigt, prézisiert oder er-
gi8nzt werden konnten. Diese Vorschlidge enthielten erst-
mals -~ orientiert an den Verhdltnissen bei Bestrahlung
im Fliissigen - die Annahme diffusibler und reaktionsfihi-
ger Bestrahlungsprodukte, wodurch sie die vagen Vorstel-
lungen von intermolekularer Wechselwirkung konkretisierten.
Bachofer und Mitarbeiter (1953) fanden bei Bestrahlung von
Bakteriophagen, daBl sich der Inaktivierungsquerschnitt aus
einem konstanten und einem liberlagerten temperaturabhingigen
Anteil zusammensetzt. Wedhrend sie den konstenten Term der
Wirkung primd8rer Ionisationen zuordneten, brachten sie die
Temperaturabhingigkeit mit der Schiédigung durch strahlen-
induzierte diffusible Agentien in Zusammenhang. In enger
Bezichung dazu steht eine weitergefiihrte Deutung, die den
variablen Anteil des Wirkungsquerschnitts auf temperatur-

gesteuerte Diffusionsprozesse zurlckfihrt (Bacqg und
Alexander, 1961). Nach dieser Deutung kdnnen radikalische

Produkte, durch 'Treffereignisse' von den Makromolekiilen

abgetrennt, in Potentialmulden ('traps') festgehalten wer-
den; gegebenenfalls werden sie aber durch Aufwendung ther-
mischer Energie wieder aus diesen 'traps' befreit, wodurch
die Weiterreaktion ermdglicht und die festgestellte Gesamt-

schadigung erhéht wird. DaB freie Radikale bel Strahlen-
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einwirkung auf Biomoleklile erzeugt werden, ist durch eine
Vielzahl von Elektronen-Spin-Resonanz (ESR)-Untersuchungen
wdhrend etwa des vergangenen Jahrzehnts erwiesen (z.B.
Miller, 1964).

Auf der Suche nach einer Erkldrungsméglichkeit fiir den sen-
sibilisierenden EinfluB von Sauerstoff sowie flir die
Schutzwirkung von Verbindungen, die Sulfhydryl- oder Iisul-
fid-Gruppen enthalten, wurden einige Autoren (Alexander
und Charlesby, 1955; Howard-Flanders, 1960; Howard-Flan-
ders et al., 1963; Braasms, 41963) zu der Vermutung gelei-
tet, daB es sich bei den strahleninduzierten kleinen Ra-
dikalen in erster Linie um atomaren Wasserstoff handle.

Die in diesem Zusammenhang interessierenden Schritte des
vorgeschlagenen Reaktionsschemas sehen folgendermaBen aus:

Durch primdre Energieabsorption wird von einem Makromole-
kiil MH entsprechend der Gleichung

(1) | MHE &2 M+ H

ein Wasserstoffatom abgetrennt. In diesem Prozed entste-
hen Makroradikale M, die nun weitere Reaktionen eingehen
konnen, z.B. durch Ausbildung von Vernetzungen in der

Form
(2) M+ M —> M-M oder
(3) M+ MH — M- + H,

die zu einer irreversiblen Schidigung fiihren. Wegen der
starren gegenseitigen Fixierung der groRen Molekiilreste
in trockenen Praparationen werden derartige Reaktionen
sehr wahrscheinlich erst nach dem (fiir den biochemischen
Nachwels erforderllchen) Wiederaufldsen der Proben ablau-
fen. Das abdissoziierte Wasserstoffradikal (nach Gi1. (1)
oder (3)) kann nun, sofern es nicht mit dem Molekiilrest
oder einem anderen H-Atom rekombiniert, ein noch unge-
schadigtes Molekiil angreifen. Dies ist entweder gemdl

(4) H+MI— M + H,
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in Form einer H-Abstraktions-Reaktion méglich, wobei mole-
kularer Wasserstoff freigesetzt wird, oder es fiihrt zur Bil-
dung elnes Anlagerungsradikals:

(5) MH + H - MHH.

Auch die durch ‘E-Atom-Einwirkung gem#B dén beiden zuletzt
genannten Gleichungen entstandenen Molekiilradikale sind
jeweils als Vorstufen einer 'letalen Verdnderung' (Inakti-
vierung oder allgemein biochemischer Funktionsverlust) an-
Zusehen, fir deren endgiltige Ausprédgung noch eine weitere
Reaktion - etwa der durch die Gleichungen (2) und (3) be-
schriebenen Art - folgen mufl.

DaB bei Bestrahlung organischer Substanzen ein Gas gebildet
wird, das groftenteils aus Wasserstoff besteht, ist seit
-dngerem bekannt. Diese Wasserstoff-Abspaltung ist fir
einige strahlenbiologisch besonders interessante Objekte
wie Aminos#uren (Jacobs, 1962; Sommermeyer et al., 1967)
und Nukleinsdure-Bausteine (Jacobs, 1962; Merwitz, 1967)
genauer untersucht. Das entweichende Hé-;as kann entweder
durch Rekombination zweier Wasserstoffatome oder gemidf
Gleichung (4) durch Abstraktion entstehen. Durch ESR-Unter-
suchungen gelang es Patten und Gordy (1964) und vor kurzem
Miller und Dertinger (1968), strahleninduzierte freie Radie
kale als atomaren Wasserstoff zu identifizieren, der beil
tiefen Temperaturen in 'traps' stabilisiert wird. Copeland,
Sanner und Pihl (1968) nehmen H-Radikale als wahrschein-

liche Zwischenglieder in der bei Lagerung oder Erwidrmung
trocken bestrahlter Substanzen beobachteten Radikalumwand-

lung an. Ein Beweis fiir das Auftreten intermolekularer Ver-—
netzungen ('cross-links') ist der Befund von Jung und
Schiifler (1966), daB Ribonuklease nach Bestrshlung im
Trockenen und anschlieBendem Aufldsen ﬁberwiegend in dime~
risierter Form vorliegt, woedurch eine experimentelle Be-
stédtigung fir Gl. (2) und/oder Gl. (3) erbracht ist. Fir
trockene Systeme konnte wiederum durch ESR—MeSsungen ge-
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zeigt werden, dal unter Einwirkung von atomarem Wasser-
stoff Moleklilradikale gebildet werden. Solche Reaktionen
sind bisher nachgewiesen flir Aminosiduren (Snipes und
Schmidt, 1966), wie auch flir NukleinsBuren (Heller und
Cole, 1965; Herak und Gordy, 1966a) und deren Bausteine
(Heller und Cole, 1965; Herak und Gordy, 1965, 1966a,
1966b; D. Holmes et al., 1966, 1967). Bei den bis jetzt
eindeutig identifizierten, durch H-Atom-Einwirkung ent-
standenen Produkten handelt es sich stets um Additions-
Radikale (Gl. (5)). Ein Beispiel dafiir, daB bei H-Radika-
len die Addition gegeniiber Abstraktions-Resktionen iiber-
wiegt, fanden Vacek und Schulte-Frohlinde (1968) durch
Bestrahlung von geldsten bzw. in eine feste Matrix aus
Schwefelsiure-Glas eingebauten Alkoholen.

So aufschluBreich diese ESR~-Ergebnisse auch sind, sie ver-
mochten doch keine endgiiltige Antwort auf die letztlich
interessierende Frage zu geben, ob die strahleninduzierten
diffusiblen Radikale auch zur Inaktivierung biologischer
Elementareinheiten beitragen. Erste Untersuchungen an ver-
dlinnten Lésungen von Enzymen (Mee et al., 1965; B. Holmes
et al., 1967), Bakteriophagen (Dewey und Stein,1968) und
isolierter Phagen-DNS (Hagen und Jung, 1968) zeigten, daB
im Fliissigen die Funktionsfdhigkeit von Biomolekiilen durch
die Einwirkung von atomarem Wasserstoff zerstort werden
kann. Ein entsprechender Nachwels fiir trockene Systeme wurde
erstmals mit dieser Arbeit versucht.

Gelegentlich wird die Kette von Prozessen, die wihrend und
nach einer B ‘
Wechselwirkungs—- und Reaktionsphasen gegliedert. Wenn man
die Gefahr der Vereinfachung nicht lbersieht, die eine
solche Schematisierung immer mit sich briﬁgt; kann eine

| derartige Einteilung durchaus niitzlich sein, die komplexe
Struktur des Reaktionsmechanismus anzudeuten, lber den der
schlieBlich feststellbare Strahlenschaden zustande kommt.

Danach spricht man von der physikalischen Phase (Dauer

[0}
n
ct
M

ahlung ablaufen, in eine Folge einzelner
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ca. 10”12 sec) der primi#ren Energieabsorption; in der physi-
ko-chemischen (ca. 40~10 sec) und chemischen Phase (10‘6 sec)
spielen sich Sekundirprozesse ab, bei denen es sich um
Energieumlagerung, Dissoziation, Diffusion und Radikalreak-
tionen hanaéit;tdie sog. biologische Phase, in der es zur
Ausprégung der biologisch relevanten,Veréhderungen kommt,
kann von genetischen und metabolischen Vorgsingen beein-
fluBt sein und sich iiber mehrere Jahre erstrecken. Alle
ReaktionsSchritte, die durch Verinderungen der Versuchs-
bedingungen zu beeinflussen sind, im bescnderen Prozesse,

an denen strahleninduzierte, diffusible Spezies mitwirken,
und die im wesentlichen den Gegenstand der vorliegenden
Untersuchdngen bilden, sind somit der zweiten uhd dritten
Pha¢e zuzuordnen. - o

In der physikalischen Phase sind unter ilblichen Bestrah-
lungsverhiltnissen Anregungen und Ionisationen die aus-
schlaggebenden Wechselwirkungsmechanismen, wobei im Falle
von Quantenstrahlung Energielibertragung an Elektronen durch
Compton- und Photoeffekt oder Paarbildung vorausgeht. Da-
neben gibt es noch einige weitere, in ihrem Beitrag meist
vernachléssigbare Moglichkeiten prim#rer Energieabgabe,
unter denen den elastischen KernstdBen aber doch auch vom
strahlenbiologischen Standpunkt aus Interesse zukommt. Als
elastischer Kernstofl sei hier ein Wechselwirkungsereignis
definiert, in dem ein einfallendes Teilchen Energie an ein
ganzes Atom Ubertragt, wobei die Summe der kinetischen Ener-
gien der StoBpartner erhalten bleidbt, der Energieverlust

fiir Anregung oder Ionisation also vernachlissigbar ist.
Wenn das stoBende Teilchen geladen ist (z.B. Proton, a-
Teilchen), kommt die Energielibertragung durch Coulombwechsel-
wirkung zustande, die mathematisch gut erfaflbar ist, wenn fir
das abgeschirmte Potential des gestoBenen Kerns das Thomas-
Fermi-lModell oder ein 8hnliches Zentralpotential zugrunde
gelegt wird. Ist das einfallende Partikel ungeladen (z.B.
Neutron), erfolgt die Wechselwirkung iiber Kernkrifte extrem
kurzer Reichweite. Prinzipiell liegen die Verhidltnisse dabeil
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gleichartig, nur sind die Werte fiir die StoBquerschnitte
und Austauschintegrale stark verdndert. '

Durch einen solchen elastischen KernstoB kann ein Atom
genligend Energie libertragen bekommen, um aus séiner Posi-
tion in einem Molekiil oder Atomgitter herausgeldst zu werden.
Auf diese Weise erzeugte Versetzungen in Festkorpern sind
gut untersucht (Seitz, 1949). Dies stellt zwar, z.B. in
einem Biomolekiil, einen drastischen Eingriff dar, ist aber
normalerweise wegen der ausgepriagten Empfindlichkeit eines
solchen Systems gegeniiber den viel hdufigeren Anregungen
und Tonisationen ohne groBe Bedeutung. Unterhaldb eines
bestimmten - von der Art des Teilchens und des durchstrahl-
ten Materials abhingigen - Fnergiewerts verliert ein gelaé
denes Partikel jedoch mehr Energie in KernstBen als in
inelastischen StoBprozessen. Neufeld und Snyder (1961) be-
‘rechneten fiir Protonen und biologisches Material die Ener-
gieabhingigkeit des Bremsquerschnitts fiir Ionisationen und
flir Kernst6B8e. Aus der in Abb. 1 graphisch wiedergegebenen
Abschatzung geht hervor, dafl in diesem Fall unterhalb von
etwa 1,5 keV der Energieverlust durch elastische Kernstdfle
dominierend wird. Hieraus wird deutlich, daB z.B. fir die
Dosimetrie epithermischer Neutronen, die in Gewebe Jja
iiberwiegend niederenergetische . Protonen und thermische
H-Atome ausldsen, den KernstoBprozessen ausschlaggebende
Bedeutung zukommt (Zimmer, 1956).

Die Frage nach der biologischen Wirksamkeit elastischer
Kernstaﬁé, die bereits wiederholt aufgegriffen wurde
(Platzman, 1952; Fano, 1954; Zimmer, 1956; Riehl, 1956),
ist bei Jung (1964, 1965, 1966) ausfiihrlich diskutiert.

In den letztgenannten Arbeiten 51nd auch die hauptsach—
lichen Schwierigkeiten erortert die sich bei einer expe-
rimentellen Untersuchung dieser Frage ergeben. AuBerdem
sind die Griinde dargelegt, die Bestrahlungen mit langsa-
men Protonenvals die geeignetste Methode erscheinen lassen,
die Wirkung von KernstdBen auf makromolekulare und elemen-—
tarbiologische Objekﬁe zu untersuchen.



Will mbn zuveridssige und mbglichst aligemeingﬁltige In-
formationen {iber den Avlauf und die Auswirkungen strahlen-
induziérter Primir- und Sekunaérprozesse in biologischen
bbjekteﬂ gewinnen, ist man zwangsl3ufig gehalten, sich auf
einigermaBen iiberschaubare elementare Systeme zu beschrin-
ken. Es ist leicht einzusehen, daB auf molekularer Ebene
(selbst hier ist die Uberschaubarkeit beziiglich Aufbau und
Punktion der Molekiile in den meisten Fillen bei weitem

noch nicht erreicht) am ehesten solche Informationen zu
erwarten sind. Hier werden die Ergebnisse noch nicht durch
Stoffwechselprozesse verzerrt, und die biologische Varia-
bilitdt, die mit dem Organisationsgrad eines Systems zu-
nimmt, ist von sehr untergeordneter Bedeutung. Bestrahlungs-
versuche an mikrobiologischen Objekten (z.B. Zellen) oderf
gar hoheren Organismen sind fiir spezielle Fragestellungen
sicher aufschluBlreich - zu grundlegenden Erkenntnissen {iber
den Mechanismus der Strahlenwirkung haben sie in keinem
Fall gefihrt. Neben diesen, von der angestrébten allgemein-
verbindlichen Aussagekraft diktierten Argumenten kdnnen auch
physikalisch-technische Griinde die Verwendung makromolekularer
Einheiten notwendig machen. In den hier referierten Unter-
suchungen setzen die extrem kurze Eindringtiefe langsamer
Protonen wie auch die geringe Diffusionslénge thermischer
H-Atome voraus, daBR die Proben in dlinnsten, praktisch mono-
molekularen Schichten vorliegen. Als elementare bielogische
Untersuchungsobjekte wurden das Enzym Ribonuklease (RNase),
der Bakteriophage T1 sowie die einstringige Desoxyribonuklein-
sdure (DNS) des Phagen @X174 gewdhlt. Die Frage, ob Phagen
bzw. Viren ganz allgemein der belebten oder unbelebten Ma-
terie zuzuordnen sind, diirfte eher auf eine philosophische
als auf eine naturwissenschaftliche Diskussion hinauslau-
fen. Jedenfalls haben sie keinerlei Stoffwechsel und be-
stehen rund zur H81fte ihres Gewichts aus einem einzigen,
wenn auch sehr kompliziert strukturierten Nukleinsdure-
molekiil. Man kann sie also mit einiger Berechtigung den
'Biomolekiilen' zurechnen. Die zentrale Bedeutung der
Nukleins&@uren in der Biologie und somit das Inbteresse,
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das ihnen auch in der Biophysik zukommt - als Tr&ger der
genetischen Information sind sie die Steuerelemente aller
Lebensvorginge - brauchen wohl nicht mehr genauer dargelegt
zu werden in einer Zeit, in der sich nicht nur die Fach-
literatur in immer breiterem Umfang dieses Themas annimmt.

Bisher war sehr allgemein von der Ausprigung eines endgiil-
tigen 'Strahlenschadens' die Rede. Da Jjedoch in einer be~
strahlten Probe eine Vielzahl von Verdnderungen auftreten
kann, ist es notwendig, im Einzelfall den 'Schaden' zu
definieren, also einen Testeffekt festzulegen. Bei Phagen
kann man sich z.B. auf die Adsorption an ein Wirtsbakterium,
auf die Injektion der DNS, auf die Produktion neuer Phagen
oder dhnliches beziehen. Unter der iiblicherweise gemessenen
'Insktivierung' ist der Ausfall einer markanten ( und meist
der strahlenempfindlichsten) Funktion zu verstehen. Damit
ist fiir die hier verwendeten Versuchsobjekte bei RNase die
Zerstdrung der enzymatischen Aktivitidt gemeint wund bei
Phagen und infektidser DNS der Verlust der Fahigkeit, in
einem Wirtsbekterium die Produktion kompletter neuer Phagen
zu veranlassen. Es sei Jjedoch darauf hingewiesen, daB es
Bestrahlungsfolgen in den Biomolekiilen gibt, z.B. die Ver-
&nderung einer Aminosidure in der RNase (Jung und Schiilller,
1968), die in Funktionsfihigkeit nicht beeintrichtigen, die
also beim lblichen Testverfahren nicht als 'Treffereignis'
erfaBt werden.

Der Inaktivierungsgrad einer Probe hingt meist exponentiell
von der Bestrahlungsdosis ab (auf Abweichungen, die in be-
stimmbten Fallen und vor allem bei kleinen Dosen auftreten,
soll hier nicht nsher eingegangen werden). Diese Dosis-
Effekt-Beziehung ist durch die Gleichung

(6) ’ N/NO = G—SD

wiedergegeben. Hier steht N/NO fir den Bruchteil der mole-
kularbiologischen Einheiten, der eine Bestrahlung mit dex
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Dosis D ohne Funktionsverlust {berstanden hat. Durch eine
elementar-statistische Deutung 14Bt sich diese Abhingig-
keit so interpretieren, daB jeweils ein einziges schaden-
auslosendes Ereignis ('Treffer') geniigt, um ein Biomole-
kiil zu inaktivieren (Zimmer, 1960). S wird meist als Inak-
tivierungsquerschnitt bezeichnet und ist eine Konstante,
die die Empfindlichkeit eines Systems gegeniiber einer be-~
stimmten Strahlenart unter den Jeweiligen Versuchsbedin~
gungen charakterisiert. Es ist iblich geworden, die GrdRe
1/8 = 135,7 (bei dieser Dosisuist N/NO = 0.37) als MaB fiir
die Strahlenresistenz zu beniitzen.

In einer Anderung dieser D, 37 -Werte drickt sich somit auch
eine eventuelle Temperaturabhanglgkelt der Uberlebensrate
aus. FaBt man die Inaktivierung als chemische Reaktion auf,
die mit einer bestimmten (temperaturabhingigen) Geschwin-
digkeitskonstante ablauft, so kann man nach Arrhenius fiir
die Strahlensensibilitdt, die der Geschwindigkeitskonstan-—
ten proportional ist, rein formal eine exponentielle Tem-
peraturabhingigkeit zugrunde legen:

-E _/RT
(7) S=4A-¢ 2

(R = allg. Gaskonstante, T = gbsolute Temperatur). Bei ge-
nauer Betrachtung zeigt sich, daB auch die 'Konstanten'

A und E mit der Temperatur variieren (Marshall und
Purnell 1968). Der Temperaturexponent E der den je~
weils betrachteten physiko-chemischen Prozeﬁ charakteri-
siert, kann in Analogie zur iblichen Betrachtungsweise

der Chemie als Aktivierungssenergie bezeichnet werden.

LA S =i el R Tl e

Ergibt sich beispielsweise bei einer Auftragung von 1lnS
iUber der reziproken Temperatur ('Arrhenius-Darstellung')
eine Gerade, so 13Bt das darauf schlieBen, daB ein ein-

. ziger Reaktionsschritt zum beobachteten Effekt fiihrt. Aus
der Steigung der Geraden ist die der betreffenden Reaktion
zugeordnete Aktivierungsenergie zu entnehmen.
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II. Grundkonzeption der Arbeit

Nach der eben geschilderten Arrhenius-Methode analysierten
Ginther und Jung (1967) eine Reihe der aus der Literatur
verfiigharen Daten iber die Temperaturabhingigkeit der Strah-
lenwirkung. Sie fanden, daB sich die Inaktivierungsquer-
schnitte S(T)(mit einer einzigen Ausnahme) jeweils aus einem
temperaturunabhingigen Term und einem iiberlagerten, tempe-
raturabhingigen Anteil zusammensetzen. Fir Experimente, die
auch nach erhohten Temperaturen hin ausgedehnt worden waren,
lieB sich dieser liberlagerte Anteil wiederum in zwei rein
exponentielle Terme (in der Arrhenius-Darstellung also in
zweli Geraden) zerlegen (vergl. Abb. 18). Die Autoren konn-
ten aufgrund dieser Analyse eine allgemeine Beziehung for-
mulieren, die flir verschiedene makromolekulare und elemen-
tare biologische Objekte sowie flir eine Vielfalt von Strah-
lenarten die Temperaturabhingigkeit des Insktivierungsquer-—
schnitts recht befriedigend beschreibt durch die Gleichung
~-E /RT —Eq/RT ~E2/RT

o 0 < o
(8) s(m) = S, + 8,%e + Syce

(E, in praktisch allen Féllen = Null). Die Temperaturexpo-
nenten EO, Eq und E2 wurden als 'formale Aktivierungsener-
gien' bezeichnet, da es nicht mbglich war, sie irgendwel-
chen bekannten chemischen Reaktionen zuzuordnen. In der
Tabelle sind die filr diese Exponenten ermittelten Werte
aufgefiihrt, erginzt durch einige Ergebnisse neuerer Unter-
suchungen. Ein Teil der Daten stammt gis ESR-Messungen, in
denen die Ausbeute an freien Radikalstellen in Abhiangigkeit
von der Bestrahlungstemperatur bestimmt wurde. Ein kurzer
Blick auf die Tabelle macht deutlich, daB in nahezu allen
Fdllen neben einem temperaturunabhingigen Anteil (Eo = 0)
eine zweite Komponente auftritt, deren formale Aktivierungs-
energie E1 meist nur wenig um 1 kcal/Mol schwankt. Soweit
Uberhaupt untersucht, kommt bei hohen Temperaturen noch eine
weitere Komponente zum Tragen. Ihr Temperaturexponent E2
liegt etwa zwischen 3 und 6.5 kcal/Mol. Es 1dBt sich noch
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nicht eindeutig abschatzen, ob dlese starke Schwankung
auf reale Unterschiede zwigchen deﬁ einzelnen Werten von
E2 hinweist oder ob diesen Daten ein einheitlicher Wert
zugrunde liegt (wie offen51chtlloh bei E, ), der durch die
betrachtlichen Auswerte—Ungenaulgﬂelten verzerrt w1rd‘
FMir die Ermittlung von E2 ist zwe;mallge Differenzbildung
erforderlich; auBerdem steht daflir nur ein relativ enger
Temperaturbereich zur Verfigung, da durch thermische Inak-
tivierung von Biomolekiilen bzw. durch 'Ausheizen' von
Radikalstellen bei erhBhten Temperaturen recht bald expe-~
rimentelle Grenzen gesebtzt sind.

Wéhrend der erste Term in Gl. (8) noch als unmittelbarer
Beltrag von Ionisationen und elektronischen Anregungen
(die ja ndherungsweise temperaturunabhingig sind) gedeu-
tet werden kann, ist flir die beiden anderen Glieder wegen
der niedrigen Werte ihrer Aktivierungsenergien eine kon-
krete Interpretation schwierig. Ubliche Bindungsenergien
sowie die Warmetonungen der meisten physiko-chemischen
Prozesse liegen um ein bis zwei GroBenordnungen hoher.
Lediglich Wasserstoffbricken-Bindungen und einige Radikal-
reaktionen fallen etwa in diesen Energiebereich. ks fand
sich aber kein Ansatzpunkt, der es erlaubt hitte, auf
dieser Tatsache eine plausible Deutung der Temperatur-
exponenten E, und E, aufzubauen. '

Da bisher bei Untersuchungen iiber den Temperatureinfluf
auf die Strahleninaktivierung im Trockenen der Bereich
erhShter Temperaturen meist vernachléssigt worden war,

E, also nur in wenigen Fallen erfaBt werden konnte (vergl.
Tabelle), sollte im Rahmen dieser Arbeit zundchst ver-
‘sucht werden, einen Beitrag zum SchlieBen dieser Liicke

in den rein phinomenologischen Befunden zu liefern. Dazu
bot sich an, eine MeBreihe von Glinther und Jung (4967), in
der der Wirkungsquerschnitt flir die Inaktivierung von RNase
mit 2 MeV-Protonen zwischen 90 %K und 300 °K vestimmt wor-
den war, nach erhdhten Temperaturen fortzusetzen. Hierbei
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sollte sich zeigen, ob auch in diesem System ein zweiter
temperaturabhingiger Term auftritt, nachdem bisher fir
RNase erst ein einziger derartiger Befund - E2 = 6.1
kcal/Mol bei dlinn-ionisierender 3 MeV-Elektronen-Strah-
lung - bekannt war (Fluke, 1966). Die Ergebnisse der bis
170 °¢ ausgedehnten Messungen sind in Abschnitt IV.2
wiedergegeben. '

Wahrend dieses Experiment ein ziemlich spezielles Problem
anschnitt, zielte das Haupiprogramm der vorliegenden Arbeit
auf eine in derselben Richtung liegende, aber weit grund-
sdtzlichere Fragestellung hin. Es sollte untersucht wer-
den, ob durch Strahleneinwirkung freigesetzter Wasserstoff
tatsichlich in der Lage ist, trockene makromolekulare Ob-
Jjekte anzugreifen, und ob gegehenenfalls eine derartige
Radikalinaktivierung mit dem bel ionisierendexr Bestrah-
lung allgemein beobachteten Temperatureffekt in Zusammen—
hang gebracht werden kann. Entsprechende Moglichkeiten waren
in einigen Hypothesen bereits angedeutet worden (vergl.
vorausgehenden Abschnitt). Das Problem der Inaktivierung
durch atomaren Wasserstoff lieB sich auf zwel getrennten,
in ihrer Aussagekraft sich gegenseitig stiitzenden und er-
ganzenden Wegen angehen. Die eine Mdglichkeit bestand darin,
in Wasserstoffatmosphére eine Hochfrequenzentladung zu
ziinden und die dabei durch Dissoziation - gewissermafen
'synthetisch’' - gebildeten H-Atome mit dem Probenmaterial
reagieren zu lassen (vergl. Abschn. III.5.1). In dem
zweiten System (Abschn. III.5.2) sollte die postulierte
strahleninduzierte Freisetzung diffusibler H-Radikale in
das Experiment mit einbezogen werden. Zu diesem Zweck

wurde eine Folie aus organischem Material mit 2 MeV-Proto-
nen bestrahlt; Wenn dadurch frei bewegliche und reaktions---
féhige Radikale erzeugt werden, so miissen sie auch aus

der dliinnen Schicht herausdiffundieren und mit unmittelbar
gegeniiberliegendem Probenmaterial reagieren kdnnen. Die
erwartete Inaktivierung der Proben sollte in einem einzi-
gen, raumlich unterteilten System einen Nachweis fir zwel
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Reaktlonssohrltte, rir G1. (1) und G1. (4) bzw. Gl. (5)

des hypothetlschen Schefias, erbringen. Als Untersuchungs~
obgekte fiir beide Methoden dienten RNase, 1nfektlose

#XA 74 ~DNS und Tﬂ—Phagene Daneben wurde auch noch der homologe
Phagenstamm verwendet, in dessen DNS dle Base Thymln etwa

zu 5/3 (Hotz, 1965) durcH das basenanaloge Bromura01l er-
setzt ist (BUTﬂ—Phagen) Fine solche Substitution bewirkt
sowohl gegeniiber ionisisrender wie nlchtelonlslerender
Strahlung eine Steigerufig der Sensibilitit um einen Faktor

2 vis 3 (Hotz und Zimmer, 1963).

Nachdem in den beiden Versuchsreihen und fir samtliche
Testsysteme eine Inaktivierung der Proben nicht nur nach-
gewiesen, sondern auch als exponentiell von der Exposi-
tionszeit abhingig gefunden war (eine andere Kinetik h#tte
einen Beitrag solcher Radikalreaktionen zur Strahlenschi-
digung von vornherein ausgeschlossen, da Dosis-Effekt-
Kurven normalerweise keine nicht-exponentiellen Anteile
aufweisen), erschien das zweite Hauptvorhaben - die Unter-
suchung der Temperaturabhingigkeit dieser Radikalinakti-
vierung - mdéglich und sinnvoll. Fir die Durchfihrung dieses
Vorhabens bot sich gerade die zweite der belden skizzier-
ten Methoden an. Hiermit 1ieR sich eine der wesentlichen
experimentellen Voraussetzungen erfiillen, n8mli¢h in einem
weiten Bereich gut definierte Probentemperaturen zu er-
reichen und {iber ausreichende Zeitspannen wadhrend der
Exposition aufrechtzuerhalten. Eine speziellsfiir diese
Erfordernisse konstruierte Expositionskammer (Abschn.

I11.6) ermdglichte Inaktivierungsversuche nach zwel verschie-
denen Verfahren. Einmal konnte die bestrahlte Folie auf kon-
stanter (Zimmer-) Temperatur gehalten werden, wdhrend sich
die Temperatur der Proben nach unten (bis ca. 100 °K) und
oben variieren lieB. Auf diese Weise war gleichbleibende
Radikalausbeute gewshrleistet; eine eventuelle Anderung

der Inaktivierungsrate konnte somit nur in einem Temperatur-
einfluB auf Diffusions- und Reaktionsprozesse im Proben-
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material begrindet sein. Im zweiten System wurden Proben
und Folie gemeinsam abgekiihlt oder erwdrmt und befanden
sich also Jjewells auf gleicher Temperatur. Hier war dem-
nach die Radikalausldserate mit in das Experiment einbe~
zogen, sie konnte nicht von vornherein als konstant be-
trachtet werden. Falls diese Ausldserate und damit das
Radikalangebot tatsdchlich von der Temperatur beeinflulBdt
wird, so muBte sich das in einer gegeniiber der ersten
Versuchsreihe veranderten Temperaturabhingigkeit der Inak-
tivierungsrate bemerkbar machen.

Parallel zu dem soeben skizzierten Programm und in engem
thematischem Zusammenhang damit (siehe Abschn. I) wurde
eine Untersuchung iiber die Wirkung von KernstdBen auf in-
fektiose Einstrang-DNS des Phagen @X1%74 durchgefiihrt. Die
bisher einzigen quantitativen Aussagen liber die biologische
Wirksamkeit elastischer KernstdBe waren durch Bestrahlung
von RNase mit langsamen Protonen gewonnen worden (Jung,
1964, 1965, 1966). Hierbei hatte sich ergeben, daB fiir

die Inaktivierung eines solchen Proteinmolekiils durch
einen Kernsto nur 25 % der fiir eine (mit der Wahrschein-
lichkeit 4 inakbtivierende) Prim8rionisation erforderlichen
Energie aufzuwenden sind. Mit anderen Worten: KernstoBe
sind beli der Insktivierung von RNase etwa viermal wirksamer
als Ionisationen. Es lag nahe, die Experimente nun mit DKS
weiterzufiithren, im wesentlichen wegen der groBlen Bedeutung
der NukleinsBuren in der Biologie und der vom biochemi-
schen und molekularbiologisehen Interesse diktierten Frage
nach der 'Anfiélligkeit' dieser Schliisselmolekiile gegen-
iiber KernstdBen. Die GrdBe des Molekiils (das Molekularge-
wicht der DNS liegt ca. 2 GrdBSenordnungen iiber dem von
RNase) wirft jedoch das Prohlem des 'Aufldsungsvermdgens'
dieses Systems auf, die Frage namlich, ob bei Biomole-
kilen dieser GroBe die experimentelle Erfassung einzelner
KernstoBprozesse noch méglich ist. Auf dieses Problem wird
in der Diskussion (Abschn. IV.1) noch ndher eingegangen.
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Die direkte Verbindung zu den Inaktivierungsversuchen mit
atomaren Wasserstoff wird ganz besonders durch folgende
Uberlegung beleuchtet: Ein eingestrahltes langsames Proton
wird in KernstdBen aufgrund des Energie- und Impulssatzes
und der Zusammensetzung organischen Materials im wesent-
lichen H-Atome aus den Molekulen herausschlagen° Diese
H-Atore bekommen nur eine so geringe klnetlsche Energle
m;t (im Mlttel werd§n;bel einem inaktivierenden StoB in
Rﬁase nur etwa 15 eV {ibertragen), daB sie nach kurzer -
Diffusionsstrecke als thermische Teilchen betrachtet wer-
den konnen. thlieéiich kann auch das einfalletide Proton,
in einer Reihe von StBen nahezu vollstndig abgebremst,
durch einen UmladungsprozeB ein Elektron erhalten Cdénh
die Ionisierungsenergien der in organischen Molekiilen eht-
haltenen Atome sind annshernd von gleicher Gré8e) und damit
als Wasserstoff-Radikal fiir eine chemische Reaktion zur
Verfigung stehen. Wenh die KernstdfBe flir sich auch eindeu-
tig primdre Wechselwirkungsereignisse sind, 8o wird durch
das eben Gesagte doch deutlich gemacht, daBl die gesamte
dadurch ausgeloste Reaktionsfolge ein ebenso komplexes
Ineinandergreifen von Prim8r- und Sekunddrprozessen dar-
stellen mufl wie bel ionisierender Bestrahlung, und daBl es
auch hier nicht moglich ist, nur von einem 'direkten |
Effekt' zu sprechen.

I1I. Experimentelle Durchfithrung

IIT.1 Testobjekte und biochemische bzw. mikrobiologische
Nachweismethoden '

RNase ist mit 424 Aminosiurebausteinen ein relativ kleines
Protein mit einem Molekulargewicht von 1%683%. Nicht nur
seine Primdrstruktur, also die Aminosduresequenz, sondern
auch die Kettenkonformation ist aufgeklért. Diese Sekunddr-
strukbtur wird durch 4 intramolekulare Disulfid-Bindungen
zwischen Cystein-Molekiilen sowie lber Wasserstoffbriicken,
hydrophobe Bindungen und elektrostatische Krafte stabili-
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siert und ist fiir die enzymatische Aktivitdt von aus-
schlaggebender Bedeutung. Das Molekiil kann n8herungsweise
als Kugel mit einem Radius von ca. 35 2 angenommen werden.
Seine geringe Adsorptionstendenz (im Gegensatz etwa zu
Trypsin) an Glas erleichtert das Experimentieren erheb-
lich. Da kein anderes Enzym sowohl biochemisch wie auch
physiko-chemisch auch nur annshernd so gut untersucht

ist, lassen an RNase gewonnene Befunde noch am ehesten
Vergleichs- und Interpretationsmdglichkeiten erwarten. Die
fiir diese Untersuchungen verwendete, aus Rinderpankreas
isolierte und fiinfmal umkristallisierte RNase (Sigma Chemical
Company, St. Louis) war zus8tzlich chromatographisch ge-
reinigt worden. Fir unsere Experimente war von besonderer
Bedeutung, daB fiir RNase in der von Jung (1964) modifizier-
ten Methode von Kalnitzky et al. (1959) eine Mdglichkeit
gegeben war, die Aktivitat sehr kleiner Enzymmengen

(<107% g) zu bestimmen. Dieser Nachweis beruht auf dem

in zwei Reaktionsschritten erfolgenden enzymatischen Ab-
bau von Ribonukleinsiure (RNS). Hierbei werden durch Hy-
drolyse s#iurelSsliche Oligonukleotide freigesetzt, deren
Absorption bei 2600 & eine optische Bestimmung der enzy-
matischen Aktivitdt ermbglicht. Die nach der im folgenden
Abschnitt beschriebenen Methode bereiteten Proben werden
nach Bestrahlung bzw. Exposition in Azetatpuffer geldst.
Nach Vermischung mit der RNS-LOsung kann die Enzymreaktion
ablaufen, die nach einer definierten Inkubationszeit unter-
bunden wird. Die iiberschiissige RNS wird abzentrifugiert,
worauf die optische Dichte des Uberstandes im Vergleich
zu einer Kontrolldsung (ohne Enzym) bestimmt werden kann.
Genauere Angaben iiber diesen Enzymnachweis sind im Anhang
(Abschn. VII.) zu finden. Aus den Untersuchungen von Jung
(1964) geht hervor, daB innerhalb gewisser Grenzen die
Extinktion des Uberstandes sowohl der Inkubationszeit wie
auch der RNase-Konzentration direkt proportional ist. Fir
den Nachwels sehr kleiner Enzymmengen ist es erforderlich,
die in kduflicher RNS bereits vorhandenen Oligonukleotide
vorher durch Dialyse (1 %ige RNS-Ldsung in 0.1 molaren
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Azetatp@ffer gegen 0.01 molaren Azetatpuffer) zu entfer-
nen. Dadurchvléﬁt sich ein RNS~-Substrat gewinnen, mit dem
der enzymbedingte Anstieg des Gehalts an Oligonukleotiden
wit ausreichender Genauigkeit ermittelt werden kann.

Die -Bakterlophagen, spe21ell die I1-Phagen, stellen bei.
den Viren ein ebenso ausgilebig un+ersuchtes Objekt dar

wie die RNase bei den Enzymen (Z B, Hotz und Zimmer, 1963).
Der verweﬁdete Phage T4 besteht zu rund 45 Gewichtsprozent
aus DNS, und zwar aus einem elnz1gen doppelstréngigen
Molekul (MG 5.8 - 407 Daltons), das in einer sekundiren
und tertlaren Helix in den Kopf des Phagen gepackt ist:

Die hervorstechendste blochemlsche Elgenschufo der Phagen
llegt darln, daB sie bestimmte Bakterlenstamme, s0g. W1rts~
zellen, infizieren und dazu zwingen kbnnen, neue Phagen zu
produzieren, wobei das Bakterium meist zugrunde geht.
Innerhalb einer Generationszeit von etwa 15 Minubten bis

zu einigen‘Stunden (fiir 1 und sein Wirtsbakterium E.coli B
sind es 20 Minuten) ko6nnen sco nach der Vorlage eines ein-
zigen Individuums einige hundert komplette Viruspartikel
zusammengebaut werden., Die Phagen besitzen zu diesem Zweck
in ibhrer Proteinhiille Kontaktstellen - bei T-Phagen zu
einer'regelrechten Anheftplatte ausgebildet - mit denen

sie sich an geeignete Rezeptorpartikel der Zellwand an-
lagern kdnnen, worauf der DNS-Strang durch die vermutlich
enzymatisch angedeute Zellwand ins Zytoplasma des Bakte-
riums injiziert wird. Hier besorgen nun zel elgene Ribo-
nukleins8uren (m-RNS, t-RNS, r-RNS) nach der im DNS-Code
niedergelegten Vorschrift nicht nur die vielfache Kopierung
des injizierten Stranges, sondern auch die Produktion von
Phagenprotein, bis nach dem erfolgten Zusammenbau das Bak-
terium platzt (Lysis). Wenn dies inmitten einer Bakterien-—
kultur passiert, die auf einem Indikatornshrboden wéchst,
so werden von den freigesetzten Viren die umgebenden Zellen
befallen, bis schlieBlich nach mehrstiindiger Bebritung in
dem Bakterienrasen ein Loch ('plaque') zu erkennen ist.




Diese Plaquebildungsfdhigkeit (PFA) wird meist als Krite-
rium fiir das 'Uberleben' eines Partikels, z.B. nach Be-
strahlung, gewzdhltb.

Die PFA stellt eine besonders strahlenempfindliche Funk-
tion dar und kann denkbar einfach getestet werden. Trockene
Phagenproben (vergl. folgenden Abschnitt) werden hierzu

in Trypton-Ndhrbouillon (1 %) geldst und im selben Medium
bis auf eine Konzentration von einigen 405 intakten Phagen
verdinnt. Auf einem Ndhrboden verteilt man 0.1 ml dieser
Losung mit einigen Tropfen der entsprechenden Bakterien-~
suspension, worauf man nach Bebriitung die Zahl der Pla-
ques und damit die hierzu proportionale Zahl der funk-
tionsfdhigen Phagen bestimmen kann. Sowohl T4 wie auch
BUT1-Phagen, die in ihren biochemischen Funktionen vollig
identisch sind, wurden in 0.1 m Natriumtetraborat-Puffer
bei einem Titer von ca. ’!OM Partikeln/ml aufbewahrt. Da
eine geringere Salzkonzentration im Laufe der Zeit die
Aktivitdt der Phagen beeintrichtigt, wurden die jewells
benotigten Verdiinnungen in bidest. Wasser erst kurz vor
der Probenbereitung hergestellt.

Gegeniiber den kompletten Viren stellt die infektidose DNS
des Phagen @X174 wieder ein molekularbiologisches Objekt
im engsteh Sinn des Wortes dar. Es handelt sich dabei um
einen in sich geschlossenen Einzelstrang mit einem lole-
kulargewicht von 1.% - ﬁ06 Daltons (Sinsheimer, 1959Db).
Damit gehdrt die PX174-DNS zu den kleinsten Phagennuklein-
sduren. Mit der Methode der 'heiBen Phenolextraktion',

die besonders fiir geringe Phagenkonzentrationen von Vor-
teil ist, 18Bt sich durch Denaturierung des Hillemproteins
die DNS unbesch8digt aus den ganzen Phagen isolieren
(Guthrie und Sinsheimer, 1963). Die Reinigung und Konzen-
tration der Phagen wurde nach dem von Sinsheimer (19591)
angegebenen Schema durchgefiihrt. Fir die DNS~-Extraktion
wird eine Phagenlosung bei 70 °C mehrfach mit Phenol ver-
setzt, worauf durch Zentrifugation Jjeweils die Phasen
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voneinander getrennt werden. Im Phenol sammelt sich das
abgebaute Protein, wBhrend die wéssrige Phase die DNS
enthilt. Das Verfahren ist im Anhang genauer beschrieben,
Die auf diese Weise gewonnene DNS-Ldsung wird schlieBlich
mehrere Tage gegen NCE-Puffer dialysiert.

Ein Teil der Molekiile eines solchen DNS-Konzéntrates be-
sitzt noch alle seine biochemischen TFunktionen, Man nennt
diese isolierten Molekiile infektids, weil sie - génau wie
die von einem Phagen bei der normalen Infektion einge-
schleusten DNS-Fiden - in einem Wirtsbakterium die Pro-
duktion kompletter Phagen veranlassen konnen, wenn sie
nur erst ins Innere der Zelle gelangt sind, was aller-
dings unter normalen Umstinden praktisch ausgeschlossen
ist. Um dieses Eindringen zu ermdglichen, bedient man
sich eines Kunstgriffes. Durch enzymatische Einwirkung
188t sich die formgebende Proteinwand der Zellen ganz
oder teilweise entfernen, wodurch aus den Bakterien sog.
Protoplasten bzw. Sphiroplasten werden. Die verbleibende
diinne Zellmembran kann von den DNS-Moleklilen in einem-
rein passiven Diffusionsvorgang durchdrungen werden. Ein
welterer Kunstgriff besteht darin, daB man hierfiir Bak-
terienmutanten verwendet (im Falle der @X174-DNS den
Stamm E.coli K12 anstelle des eigentlichen Phagenwirts
E.coli C), die zwar nach Vorlage eines eingedrungenen
DNS-Moleklils komplette Phagen produzieren konnen, deren
Zellwand aber keine Rezeptorpartikel flir diese Phagen be-
sitzt. Dadurch wird vermieden, daB unverbrauchte Sphiro-
4
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lasten, bel
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handen ist, durch neugebildete Phagen infiziert werden.

Fir die hier beschriebenen Experimente wurden die Sphiro-- -
plasten nach einem von Guthrie und Sinsheimer (1963) er-
arbeiteten, jedoch entscheidené verkiirzten Verfahren be-
reitet, flr dessen ausschlaggebende Enzymreaktion man
Lysozym wdhrend einer genau definierten Zeitspanne auf
das Protein der Zellwand einwirken 1#B8t (siehe Anhang).
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Durch geringfiigige Modifikation des Verfahrens und Weg-~
lassen der aufwendigen und zeitraubenden Reinigung und
Konzentration der Sphiroplasten in einer Schichten-Zen-
trifugation wurde erreicht, daB die Sphiroplastenpripara-
tionen bei gleicher Gilite (d.h. 'Ansprechwahrscheinlich-
keit' fiir DNS) nicht nur einige Stunden, wie bei der Ori-
ginalmethode, sondern mehrere Wochen lang verwendbar blie-
ben. So war es mdglich, in einem relativ kurzen Arbeits-
gang Zellsuspensionen flir eine ganze Reihe von Versuchen
auf Vorrat zu bereiten. Auf diese Weise konnte der fiir
einen Infektionstest erforderliche Zeitaufwand um nahezu
eine GrdBenordnung verringert werden, wodurch Untersuchun-
gen in dem fir die vorliegende Fragestellung notwendigen
Unfang iiberhaupt erst vertretbar schienen.

Fir die Bestimmung der Infektiositdt der verschiedenen
DNS~Praparationen (s. unten) wurden die Proben in Tris=-
Puffer von den Trigerpldttchen abgeldst und mit der Sphiro-
plastenldsung versetzt (s. Anhang). Wihrend der Inkubations-
zeit erfolgt die Infektion der vorbehandelten Zellen, und
die infizierten Sphiroplasten gelangen zur Lysis und stoBen
dabei die synthetisierten Phagen aus. Die Konzentration
dieser Phagen, die ein direktes MaB fir die Zahl der in
der Infektionsldsung anfangs vorhandenen intakten DNS-
Molekiile (oder auch, im Vergleich zu Kontrollproben, fir
die Uberlebensrate nach einer bestimmten experimentellen
Prozedur) darstellt, wird in ganz analoger Weise zur Ti~
tration von T1-Phagen durch Plattieren in geeigneter Ver-
diinnung ermittelt (mit E.coli C als Indikatorstamm). Aus
der in Abb. 2 gezeigten Kalibrierungskurve ist zu ersehen,
daB bei Verwendung der nach der beschriebenen Methode er-
haltenen Sphiroplasten die Plaque-Zahl iber etwa © GrdéBen-
ordnungen hinweg der DNS-Konzentration direkt proportional
ist.
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III.2 Probenbereitung

Sowohl die geringe Eindringtiefe der energiearmen Proto-
nen bei den KernstoBversuchen wie auch die sehr begrenzte
Diffusionslénge von H-Radikalen bei den Inaktivierungs-
experimenten mit atomarem Wasserstoff machen es erforder-
lich, daB das Probenmaterial in extrem diinnen und mdg-
lichst homogenen Schichten vorliegt. Die Reichweite von

1 keV-Protonen in biologischem Gewebe von durchschnitt-
licher Zusammensetzung betrédgt z.B. rund 200 & (Drosd,
1968). Wenn die Schitzungen iiber die Diffusionsléngen
von thermischen Wasserstoffatomen auch sehr weit ausein-
andergehen, so liegen sie doch zumindest grolenordnungs-~
méﬁigwébénfalls in diesem Bereich. Daraus wird deutlich,
dafl die Testpréparationen weitgehend frei von Fremdsub-
stanzen (wie z.B. Puffergalzen) sein sollten. Diese Fer-
derung lieB sich allerdings nur fiir RNase erfillen. Zahl-
reiche Versuche, DNS und Phagen durch Dialyse oder auch
durch Chromatographie von Jeglicher Salzbeimengung zu be-
freien, fihrten immer wieder zu dem Ergebnis, daBl dadurch
die biochemische Funktionsfahigkeit entweder schon in
Losung (bei DNS) oder bei der anschlieBenden Trocknung
nahezu quantitativ verloren geht. Die Anwesenheit von
Spurenmetallionen scheint somit fiir eine funktionserhal-
tende Stabilisierung dieser Elementareinheiten unerlsgB-
lich zu sein.

Fir die Trocknung wurden verschiedene Verfahren erprobt.
Lediglich mit der Methode der Gefriertrocknung lieB sich
die durch den Wasserentzug bedingte Insktivierung in ver-
tretbaren Grenzen halten (nur fir RNase stellt die Trock-
nung einen unkritischen Schritt dar), wdhrend bei der
bloBen Evapbration die Molekiile vermutlich durch Scher-
kr&éfte, die von der Oberflichenspannung des Wassers her-
rilhren, praktisch vollstidndig insktiviert werden. DNS und
Phagen wurden fir Jjede Versuchsreihe aus ihren Pufferlid-
sungen 4:105 bzw. 4:405 in bidest. Wasser verdinnt, dessen
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pH-Wert mit Ammonisk auf 7.5 angehoben war. RNase blieb
auch in wassriger Losung (ca. 0.1 mg/ml) iliber langere

Zeit funktionsfahig. Aus diesen Losungen konnten mit ei-
ner Pipettier-Vorrichtung Tropfchen von 0.01 ml mit

einer Genauigkeit von 5 % auf diinne Glasplé@ttchen (12

mm @) aufgebracht und gleichmdBig verteilt werden. Die
Plattchen wurden anschlieBend auf Trockeneis-Temperatur
abgekiihlt. Die Gefriertrocknung erfolgte bei etwa 1072
Torr unter sehr langsamem Erwdrmen der Probenplidtitchen.
Mit dieser Methode konnten fiir die Phagen~ und DNS-Pré&pa-
rationen Uberlebensraten von etwa 30 bzw. 50 % bei der
Trocknung erreicht werden. Die Experimente mit direktber
Bestrahlung der Proben (mit 2 MeV-Protonen beim RNase=
Temperaturversuch und langsamen Protonen bei den Kern-
stoRexperimenten mit DNS) erforderten statt der Glasplatt-
chen metallische Tragerpldttchen, um eine elektrostatische
Aufladung der Probentridger zu vermeiden. In diesen Fdllen
wurden die Ldsungen in gleicher Weise auf Feingoldronden
(12 mm @, Dicke 0,5 mm) aufpipettiert, die zur Wiederver-
wendung Jjeweils in einer Athanol-NaOH-Waschldsung (Jung,

1964) gereinigt werden muBten.

ITI.%3 KernstoBversuche an @X174-DNS

Zur Ermittlung der strahlenbiologischen Wirksamkeit von
KernstéBen bei DNS stand ein Beschleuniger zur Verfigung,
der Protonen mit Energien von 0.7 bis 60 keV liefert. In
Abb. % ist eine schematische Darstellung der Beschleuniger-
anordnung wiedergegeben, eine ausfiihrliche Beschreibung
findet sich bei Jung (1964). Die Wirkungsweise der Anlage
sei kurz skizziert: Durch ein Palladiumleck tritt Wasser-
stoffgas in eine Penning-Ionenquelle, in der bei einer
Spannung von 800 V und einem Magnetfeld von etwa 600 Gauss
eine Entladung betrieben wird. Diese Ionenquelle liegt

mit ihren Versorgungseinheiten (Hg-Druckbehélter, Span-
nungs-Netzgerdt) auf dem Jeweiligen Beschleunigungspoten-
tial. Durch eine Bohrung in der als Kathode dienenden Wand
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der Entladungskammer gelangen die positiven Ionen mit
einer mittieren Anfangsenergie von etwa 200 eV in die
Beschleunigungsstrecke, die aus drei koaxial hinterein-
anderliegénden elektrostatischen Linsen besteht, von denen
die erste und letzte geerdet sind, wihrend das Potential
der mittleren so gewdhlt wird, daB man am Strahlrohrende
optimale Ausleuchtung und Strahlhomogenitit erh#lt. Bei
sehr niedrigen Beschleunigungsspannungen wird an die

erste Linse ein negatives Zugpotential gelegt, um dadurch
die Ionenextraktion aus der Entladungskemmer und demit

die Strahlintehéitét’zu erhdhen. Nach dem Durchlaufen des
Linsensystems erféhrt der Protonenstrahl eine magnetische
Ablenkung um 30° in horizontaler Ebene, wodurch die Ab=
trennung anderer geladener Teilchen (HZ und H;) ermdglicht
wird. Uber ein Schieberventil und hochisolierende Trenn-
scheiben ist die Bestrahlungskammer angeflanscht, die un-
abhdngig von der iibrigen Apparatur beliiftet werden kann.
Der Aufbau dieser Kammer (Jung, 1964) ist aus Abb. 4 zu
erkennen. Ein auf gestuftem negativen Potential liegendes
Blendensystem am Kammereintritt dient einmal zur Strahl-
begrenzung, zum anderen soll es Sekundidrelektronen in der
Kammer zurickhalten, um so eine exakte Bestimmung des
Protonenstromes zu gestatten. In Verlangerung der Strahl-
achse ist an der riickwdrtigen Kammerwand ein isolierter
Faradaybecher angebracht. Ein senkrecht zur Strahlrichtung
wirkendes Feld von Permanentmagneten soll auch hier das
Entweichen ausgeldster Sekundirelektronen verhindern. Mit
diesem, an ein Nanoampéremeter angeschlossenen Faraday-
becher und einer drehbaren Blendenplatte, die Bohrungen
von 3 bis 18 mm Weite - teilweise gegen die Achse des
Prima8rstrahls versetzt - aufweist und somit jeweils ver-
schiedene Bereiche des Stréhléwéuéﬁléhéét; kann die Homo-
genitdt des Protonenstrahls ausgemessen werden. Bei allen
Beschleunigungsspannungen 188% sich durch geeignete Wahl
des Potentials der mittleren elektrostatischen ILinse eine
ausreichende Strahlhomogenitidt erzielen.
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Im Betrieb wird in der gesamten Anlage ein Driick von etwa
ﬁO-B Torr aufrechterhalten. Fir die Inaktivierungsversuche
wurden Jje elf Probenpldattchen in eingefrésten Vertiefungen
einer Bestrahlungsplatte befestigt. Diese drehbare Platte
ist in Winkelabstinden von 30° arretierbar, so daB die
Platitchen der Reihe nach in das Zentrum der vom Strahl
ausgeleuchteten Fliche gebracht werden kSnnen. Anstelle
einer zwdlften Probenhalterung weist die Platte eine Boh-
rung von 10 mm @ auf. Indem man diese Bohrung in den
Strahlengang dreht, kann auch bei eingebauter Bestrahlungs-
platte der auf die Flache eines Probenplattchens fallende
Protonenstrom mit dem Faradaybecher gemessen werden. Wahrend
der einzelnen Bestrahlungen wird-der hierzu proportionale,
insgesamt in die Kammer eintretende Strom registriert. Als
Nullkontrollen wurden auf der Platte jeweils 4 weitere
Proben befestigt, die denselben Evakuierungs- und Beluf-
tungsverhdltnissen ausgesebtzt waren und unbestrahlt blie-
ben. Bei sEmtlichen Insktivierungsexperimenten betrug die
Protonenstromdichte 3.8 - ﬂ0-9 A/cm‘g, was einem Partikel-
£1u8 von 2.4 - 10710 i) em™2 sec™ entspricht. Die 'Dosis’'-
Effekt~-Kurven fiir die verschiedenen Protonenenergien wurden
in der Regel aus den Uberlebensraten von 32 bestrahlten
Proben (jeweils 8 Pléattchen fiir einen MeBpunkt), 12 Kon-
trollen und 12 extrem lange bestrahlte Proben ermittelt.
Diese Langzeitbestrahlungen dienten dazu, den 'konstanten
Anteil' der jeweiligen Probenpriparation zu erfassen,

also den Prozentsatz an Biomolekﬁlen; der auch bei noch

so langer Bestrahlung nicht inaktiviert werden kann

o
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ITTI.4 Inaktivierung von RNase durch 2 MeV-Protonen
bei erhchten Temperaturen

Dieses Temperatureffekt-Experiment wurde an einem Van de
Graaff-Beschleuniger (High Voltage qug Corp.) mit Proto-
nen von 2 MeV durchgefithrt. Die prinzipielle Konstruktion
der Beschleunlgeranlage (Abb 5) entspricht dem im voran-
gehenden Abschnltt beschrlebenen Aufbau° Auch hier werden
die aus der Wasserstoff—Entladungskammer extrahierten po-
sitiven Ionen in einem Analyolermagneten in die einzelnen
Komponenten aufgetrennt Der Protonenstrahl durchliuft
nach einer horlzontalen Ablenkung um 25 ein Blenden—
system, wobel er durch Vlelfachstreuung an zwei 0.5 u
starken Nickelfolien und geexgnete Elnstellung der FokuSe
sierungspotentiale im éesdhleuniger 50 weit aufgeféchert
werden konnte, daB am Sfrahlrohrende iber eine Fliche von
2 - 3 cm Durchmesser @lelchmaslge Bestrahlungsdlchte vor~
lag. Auch die an diesem Ende angeflanschte Bestrahlungs-
kammer (Abb. 6} Hérmann, 1966) stimmt ihrer Konstruktion
nach im wesentlichen mit der fir die KernstoBversuche ver-
wendeten Kammer iiberein. Sei weist lediglich noch einen
trommelformigen Einbau auf, der mit Flissigkeit oder Gas
beschickt werden kann und die Moglichkeit bietet, die
Proben auf die gewlinschte Versuchstemperatur zu bringen.
Die gut widrmeisoliert aufgehidngte Bestrahlungsplatte kann
19 zu bestrashlende Proben sowie 6 Kontrollpldttchen auf-
nehmen. Nach dem Evakuieren der Kammer erfolgt der Tempe-
raturangleich der Proben an die (in unseren Versuchen Jje-
weils erwdrmte) Trommel ausschlieBlich durch Warmestrah-
lung, wodurch die Ausbildung eines Temperaturgradienten
innerhalb des Probenmaterials weitgehend vermieden wird.
Die Trommel wurde durch die UmwBlganlage eines Thermo-
staten im Durchfluﬁsystem entweder mit Wasser oder 01
(Mobiltherm 600, von 100 °C bis zu 170 °C) bescchicks.

Mit einem anstelle eines Probenpldttchens auf der Tréger-
platte befestigten Thermoelement war die Bestimmung der
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Probentemperatur mit einer Genauigkeit von 2 Grad mdglich.
Die Erwdrmung des Testmaterials durch die Bestrahlung
bleibt im untersuchten Temperatur~ und Dosisbereich inner-~
halb der MeBgrenzen. Da die Kontrollproben zusammen mit
den bestrahlten Plattchen erwdrmt und abgekihlt wurden
(die Beliiftung der Kammer durfte jeweils erst nach aus-
reichender Abkuhlung erfolgen, da bel Anwesenheit von
Sauerstoff die Hitzedenaturierung besonders stark ist),
konnte auf diese Weise der Beitrag derrein thermischen
Inaktivierung berlicksichtigt werden. Oberhalb 170 °C war
dieser Beitrag Jjedoch auch bel kiirzestmdglicher Versuchs-
dauer bereits so hoch, daBl eine Erfassung der Strahlenin-
aktivierung nicht mehr mit ausreichender Genauigkelt mog- -
lich war. Zur Messung des Protonenflusses konnte wahlweise
die gesamte Kammer oder ein an der rickwidrtigen Kemmer-
wand montierter Faradaybecher an einen Stromintegrator
angeschlossen werden. Mit dem Faradaybecher liefl sich

(wie bei der zuerst beschriebenen Bestrahlungskemmer) ein
durch eine Bohrung im Probentriger ausgebléndeter Teil-
strahl erfassen. Die einzelnen Bestrahlungsphasen wurden
automatisch beendet, indem der Integrator nach dem Errei-
chen der Jjeweils vorgegebenen 'Protonen-Dosis' eine elek-
tromagnetisch betdtigte Blende schloB. Die Stromdichte am
Ort der Proben lag normalerweise bei 1.8 - 10~8 A/cmz,
entsprechend einem TeilchenfluBl von 11.% - 4010 P cm"g
sec™ ! oder einer Dosisleistung von knapp 300 krad sec
(berechnet fiir eine Probenmaterial-Dichte von 4.45). Da
die Reichweite von 2 MeV-Protonen (rund 50 p in Protein)
die mittlere Materialdichte der Enzympriparationen (< 4»)
erheblich ibertraf, brauchte in diesem Experiment, im Ge-
gensatz zu allen anderen Versuchsreihen, kein konstanter

Anteil beriicksichtigt zu werden.

1
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IIT.5 Inskbtivierungsversuche mit thermischen H-Atomen

Die Ekperimenté wurden, wie bereits oben erwdhnt, ih zwel
parallel laufénden Versuchsreihen mit grundsétzlich uhtér—
schiedlichen Methoden durchgefihrt. Als Testobjekte‘dieﬁten
RNase, die Phégen T4 und BUTM sowie infekbidse @#X174-DNS.

I1IT.5.1 Radikaierzéugﬁhg durch Hochfrequenz-Entladung

Das erste, im félgeﬁden mit System I bezeichnete Verfahfen
zur Erzeugung von wésserstoff—Radikalen bestand in einer
Héchfrequehzentiadung in HE—Atmosﬁhére (Abb. 7)5 Durch gé—
eignete Drosselung von Pumpleistung und Gaszufihrung kann
Wasserstoffgas bei einem gleichm#Bigen Druck von 16 Tort
(optimale Versuchsbedingungen) dutrch eine Reaktionsglocke
gesaugt werden. Um das Einstromrohr sind Elektrodén ge-
schlungen, die von einem Hochfrequenzgenerator (30 kHz,

30 kXV) gespeist werden. Auf diese Weise wird in dem Gas-
strom eine Entladung betrieben, in der neben'geladenen
Produkten auch atomarer Wasserstoff entsteht. Die gela~-
denen Partikel und ein Teil der H-Atome rekombinieren,

ehe sie die Mindung des Rohres und damit den eigentlichen
Reaktionsraum erreichen. Jeweils 4 Probenplattchen werden
senkrecht dicht neben der Austrittséffnung fixiert, so

daB die Biomolekiil-Préaparationen dem vorbeistreichenden
Gasstrom mit den noch verbliebenen H-Radikalen ausgesetzt
sind. Der relativ hohe Betriebsdruck von 16 Torr, der die
Entladung auf den Bereich zwischen den beiden Elektroden
begrenzt, sollte in Verbindung mit der Abwinkelung des
Rohres vermeiden, daB UV-Quanten aus der Entladungszone
in den Reaktionsraum gelangen. Um auBerdem noch einen
eventuellen Inaktivierungsbeitrag von UV-Licht auszu-
schalten, das von Rekombinationsprozessen im senkrechten
Rohrstutzen herrihrt, muBte die erwdhnte seitliche Anord-
nung der Proben gewdhlt werden. Es ist bisher nicht mog-
lich, eine 'Radikal-Dosisleistung' fiir die Apparatur an-
zugeben. Da Jedoch s&@mbtliche Betriebsparimeber genau
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reproduzierbar waren und sehr konstant gehalten werden
konnten, ist eine direkte Proportionalitdt zwischen Expo-
sitionsdauer und 'Radikal-Dosis',also der Ausbeute an ato-
marem Wasserstoff,mit Sicherheit anzunehmen.

ITI1.5.2 'Kondensator'-Experiment

In dem zweiten System sollte gewissermaBen noch der An-
fangsschritt (Gl. 1) des in der Einfihrung wiedergegebe-
nen Reaktionsschemas, die strahleninduzierte Freisetzung
diffusibler H-Atome aus wasserstoffhaltigem Material, mit
in das Experiment einbezogen werden. Zu diesem Zweck wurde
fir das Strahlrohrende des beschriebenen Van de Graaff-
Beschleunigers ein Einschub gebaut, der in seinen wesent-
lichen Konstruktionsmerkmalen eine gewisse Ahnlichkelt

mit einem Plattenkondensator aufweist (Abb. 8). Auf einen
metallischen Tridgerblock ist eine gu dicke Folie aus Poly-
dthylenterephthalat (Handelsname: Hostaphan) aufgespannt
und unter einem Neigungswinkel von 90 gegen den 2 MeV-
Protonenstrahl fixiert. In einem Abstand von 6 mm sind
parallel dazu und abgeschirmt gegen den prim8ren Protonen-
strahl die Proben angeordnet. Die durch die Bestrahlung
(bei einem Druck < 1072 Torr) freigesetzten H-Radikale
kSnnen aus der Folie herausdiffundieren und mit dem gegen-
Uberliegenden Probenmaterial reagieren. Durch den flachen
Einfallswinkel der Protonen 188t sich ainerseits erreichen,
daB die Wasserstoffatome iiber eine langere Strecke der
Bahnspur hinweg relativ nahe der Folienoberfliche abge-~
10st werden und so eine grdBere Chance haben, aus der Folie
herauszudiffundieren. Zum anderen konnen dadurch die Proben
sehr nahe gegeniuber angebracht werden, wodurch eine gute
Raumwinkelausnitzung ermoglicht wird, wenn man davon aus-
geht, daB der statistische ProzeB der Diffusion etwa iso-
trop iber den Winkelraum 4 7 erfolgt. Durch den gegenl8u-
figen Effekt der mit dem Einfallswinkel abnehmenden Be-
strahlungsdichte ergibt sich bei ca. 9° eine optimale
Neigung, die sich in einer maximalen Inaktivierungsrate
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der Proben zeigt. DaB im Mittel die (in Strahlrichtung
gesehen) vorne und hinten gelegenen Proben Jjeweils glei-
che Inasktivierung zeigen, weist darauf hin, daB der Radi-
kalaustritt tatsidchlich etwa isotrop verteilt erfolgt.

Un einen Beitrag der durch die Bestrahlung ebenfalls aus-
geldsten Sekunddrelektronen zur biochemischen Schidigung
des Testmaterials auszuschlieBen, wurde zwischen Folie und
Probenplattchen ein 'Schirmgitter' in Form eines Draht-
rahmens auf negatives Potential gelegbt. In einem Testexpe-~
riment wurde in Abhingigkeit von der Gitterspannung der
Sekunddrelektronenstrom gemessen, der auf ein Cu-Blech

von cm2 Flache am Ort eines Probenplédttchen auffallt.
Aus Abb. 9 ist zu ersehen, daB bei dem fiir die Serienver-
suche gewdhlten Potential von - 520 Volt der Elektronen-
strom weltgehend unterbunden wird und in einem Bereich
liegt, der fir eine merkliche Inaktivierung nicht relevant
ist. Der Schirmgitterrahmen ist auBerhalb aller auf die
Probenpriparationen treffenden Radikal-Flugbahnen ange-
ordnet, so daB kein Teil des Testmaterials im geometrischen
Schatten des Gitters 'hegt° Die Wahrscheinlichkeit, dafl
ein Proton des Primdrstrahls nach Streuung wieder aus der
Folie austritt und auf das Probenmaterial trifft, ist klei-
ner als 10 7, wie man nach der Vielfachstreutheorie
(Moliére, 1948) abschitzen kann. Auch fir diese Methode
der Radikalerzeugung 188t sich keine 'Dosimetrie’ angeben.
Doch konnten die Intensitidt der Primarstrahlung und die
librigen Versuchspartner so konstant gehalten werden, dal
die Expositionszeit mit hinreichender Genauigkeit als

A s - =R
s Maf fir die Zahl der sus sSge 1%sten und danit

robe treffenden H—Radlkale gelten kann°
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IIT.6 Temperaturabhingickeit der Inaktivierung von
T1-Phagen mit thermischen H-Atomen

Nachdem es gelungen war, mit den beiden voranstehend be-
schriebenen Systemen zu zeigen, daB bei ionisierender
Bestrahlung orgenischen Materials tatsichlich diffusible
und reaktionsfdhige Produkte freigesetzt werden, die die
Inaktivierung von Biomolekiilen hervorrufen konnen (vergl.
Abschn., IV.3), war die Frage zu priifen, ob mit diesen
Methoden auch eine eventuelle Temperaturabhingigkeit der
Radikalinaktivierung erfaBt werden kann. Fir das Verfahren
der Hochfrequenz-Entladung ist zumindest eine quantitative
Bestimmung einer solchen Abh&ngigkeit ausgeschlossen, da
wegen des durchigeleiteten Gasstromes im Reaktionsraum und
insbesondere im Probenmaterial keine einheitlichen Tempe-
raturwerte zu erreichen sind. Dagegen bietet das im
'Kondensator'-Experiment benutzte System die Mdglichkeit,
strahleninduzierte Radikalreaktionen bei gut definierten
Temperaturen zu studieren, sofern bei der Versuchskonzep-
tion bericksichtigt wird, daR im Vakuum eine Temperatur-—
anderung des Probenmaterials praktisch ausschlieBlich auf-
grund von Photonenstrahlung erzielt werden kann.

Expositionskammer: Um mdglichst rationelles Arbeiten

zu ermdglichen und um den Informationsgehalt der erwar-
teten Ergebnisse zu erhdhen, wurde ein Apparat gebaut, der
die Exposition von Jjeweils 50 Proben in einem einzigen
Versuchsgang zul&8B8t, wobel zwischen zwei verschiedenen Ver-
suchsbedingungen gewdhlt werden kann. Das Prinzip dieser
beiden Methoden ist in Abb. 10 schematisch gezeigt. Bei
Methode A konnen die Proben durch Kithlung oder Aufheizung
auf die gewlinschte Temperatur gebracht werden, wogegen die
Folie, aus der die Radikale ausgeldst werden, wdhrend aller
Messungen auf Zimmertemperatur gehalten wird, so daB beil
allen Versuchsserien konstante Ausbeute an diffusiblen
Radikalen vorliegt. Auf diese Weise 188% sich die Reak-
tionsrate der H-Atome mit Probenmaterial von verschiedener
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Temperatur untersuchen. Bei Methode B werden Folie und
Testpriparationen zusammen abgekiihlt oder erwdrmt, wo-
durch Verh#ltnisse wie bei direkter Bestrahlung makromole-
kularer Objekte gegeben sind, bei der sich ja"auch das
Molekiil, von dem das bewegliche Radikal abgetrennt wird,
und die schlieBlich von diesem Radikal geschidigte biolo-
gische Elementareinheit auf gleicher TemperatUr befinden.

Die geomstfischen Verhiltnisse sind fiir beide Methoden
identisch und weichen nur geringfiigig von der in Abschnitt
IIT.5.2 skizzierten Anordnung ab. Der Einfallswitkel des
Prim8rstrahls (9°) und die Schirmgitterspannung (~520 Volt)
wurden beibehalten. Eine halbschematische Darstellung der
gesamten Expositionskammer ist in Abb. 11 gegeben. Anstelle
der gebrduchlichen Anordnung einer drehbaren Bestrahlungs-
platte wurde eine lineare, magazinartige Bauweise gewdhlt,
umn mit einer einzigen Apparatur die experimentellen Vor-
aussetzungen fiir die beiden beschriebenen Expositionsme-
thoden erfiillen zu kOnnen.

In einer Vakuumkammer, die aus einem zentralen Kasten (6.5°
1348 cm) mit zwei zylindrischen’Auslegern (Lénge 35 cm,

# 9 cm) besteht, ist das eigentliche ThermostatgefsB frei
aufgehdngt (justiert durch Stlitzringe aus hochisolierendem
Teflon). Achsenparallel sind in dieses trommelartige Ge-
faB, das beispielsweise mit Kihlflissigkeit gefullt wer-~
den kann, zwel Flhrungsrohre von rechteckigem Querschnitt
(12 x 28 mm InnenmaB) eingelassen. In der Mitte dieser
Trommel ist ein Schlitz von 15 mm Weite so tief einge-~
schnitten, daB beide Rechteckrohre unterteilt werden. In
diesem Schlitz findet die Bestrahlung der Folie bzw. die
Expositionrjeweils eines Probenpaares statt. Eine massive
zwOlfeckige Messingscheibe, die bei Methode A die Folie
trigt, kann genau passend aber ohne direkbe Berihrung von
oben so in diese Aussparung eingesenkt werden, dafl eine
der 12 Stirnflidchen (414 x 30 mm) den richtigen Abstand zu
den Proben und die gewlinschte Neigung zur Einstrahlrichtung
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aufweist. Diese Scheibe 188t sich mittels einer Kurbel
drehen und in Winkelabst@nden von Jeweils 30° fixieren.

Zwei 'Magazine', eines filir die Proben und eines fiir die
Folie (bei Methode B), die als U~-formige Messingprofile
gearbeitet sind, kdnnen in die beiden Fihrungsrohre einge-
fiihrt werden. Auf dem Probenmagazin finden 50 Glasplatt-
chen (12 mm @) in 0.5 mm tiefen, paarweise angeordneten
Einfrdsungen Platz. Fir Experimente nach Methode B (Folie
und Proben auf einheitlicher Temperatur) wird die Zwdlf-
eckscheibe ausgebaut und die Folie stattdessen auf die
Unterseite des zweiten Magazins gespannt, wodurch sie sich
in dieselbe Lage bringen 188t wie bei Methode A. Durch eine
rechteckige Blende ist gewBhrleistet, daB in beiden Metho-
den identische Folienbereiche bestrahlt werden. Die Maga-
zine sind in ihrer L#nge so bemessen, daB sie in Jjeder der
beiden Trommelhdlften vollstindig aufgenommen werden kon-
nen, Durch diese weitgehende Umhiillung im ThermostatgefdlB
188t sich besonders gute, auf Warmesbtrahlung beruhende
Temperaturanpassung der Proben erreichen. Bei der Kon-
struktion des Folienrades wurde darauf geachtet, daB es
Uber die massiven Messingholme, in denen es gelagert ist,
guten thermischen Kontakt zur Abdeckplatte hat, von der

es getragen wird. Die Magazine kénnen an Gewindest@ben
entlang Uber den Bestrahlungsschlitz hinweg von einer
Helfte der Thermostattrommel in die andere geschoben werden.
Diese Gewindestdbe sind in vakuumdichten Drehdurchfiihrungen
gelagert und werden iiber eine Zahhradiibersetzung einzeln
oder gemeinsam gedreht. Uber den Filhler eines lMikroschalters

18Rt sich feststellen, wann sich ein Probenpaar genau in
Expositionslage befindet; auBerdem wird die Jewelllge Pro-

bennummer angezeigt.

Temperatureinstellung und -messung: Das Termostat-Gefal
kann Uber das Innere von zwei Koaxialrohren mit Kihlfllis-
sigkeit oder Gas beschickt werden. Der RickfluB fihrt
durch das auBlere Rohr. Ein- und Ausmindung liegen Jje an
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einer Stirnfléghe’der Trommel, so daB im DurchfluBbetrieb
die Ausbildung eines nennenswerten Temperaturgradienten

in den GeféBwdnden vermieden wird. In den meisten Féllen
wurde kaltes Stlckstoffgas elngeblasenc Durch Steuerung

der Durchfluﬁmenge konnte die gewliinschte Probentemperatur
stabilisiert werden. Die tiefsten Temperaturen (ca. 400 OK)
lieBlen sich dadurch erreichen, daB das KihlgefsB mit fliis-
sigem Stlckstoff gefullt wurde. Fiir die Versuche bei er=
hohten Temperaturwerten wurde ganz entsprechend heiBe Luft
durch die Thermostattrommel geleltet . Zur Temperaturmes=
sung,lst in einhem der beideén Einschubrohre ein Thermoelement
in der Weise installiert; daB es weder die Rohrwand noch
das eingeschobene Magazin beriihrt. Durch Vergleichsmessun=
gen mit einem anstelle eines Probenplgttchens auf dem Maga-
zin befestigten Thermopaar wurde festgestellt, daB in kei-
nem Temperaturbereich die angezeigten Werte um mehr als
zwel Grad differierten. In gleicher Weise konnte gezeigt
werden, daB abgekihlte Proben ihre Temperatur zundchst
beibehalten, wenn sie aus der Kihltrommel in den Bestrah-
lungsschlitz geschoben werden, selbst wenn sie dort eine
Folie auf Zimmertemperatur (Methode A) gegeniiber haben.
Erst nach mehr als 30 Sekunden beginnt durch Warmeein-
strahlung die Temperatur langsam zu steigen. Bringt man
dagegen den Temperaturfilhler an dem in den Schlitz der
gekilhlten Trommel geschobenen Folienrand an, so erweist
~sich umgekehrt, daB sich die massive Metallscheibe und
damit die aufgespannte Folie nur bis auf wenige Grad unter
Zimmertemperatur abkiihlt, wenn die Abdeckplatte von auBen

warnm angeblasen wird.

Folien: An geeignetem, im Handel erhdltlichen Fertigmate-
rial stand lediglich Polydthylenterephthalat (Hostaphan)
zur Verfligung, das (wie schon beim 'Kondensator'-Experi-
ment) als Folie von 6 p Dicke in Methode A verwendet wurde.
In Methode B sollte die Folie die Jjewellige Versuchstempe-
ratur haben und also durch den auffallenden Protonenstrahl
nicht nennenswert erwdrmt werden. Dazu war eine extrem
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dinne und fest auf dem Metalltriger haftende Schicht er-
forderlich, damit Folie und Unterlage eine Einheit bilden
und so die absorbierte Energie sich sofort auf die gesamte
Masse des Folienmagazihs verteilen kann. Zu diesem Zweck
wurde Polyvinylformal (Handelsname: Formvar) in Chloroform
in einer Konzentration von 1 - 5 mg/ml geldst. Durch wie-
derholtes Eintauchen des Folientragers und Verdunstenlassen
des Losungsmittels kann man Folien von beliebiger Dicke
erhalten, die optimal auf der Unterlage haften. Die Inho-
mogenitdten in der Beschichtung betragen etwa Y20 %
(Kirzinger, 1965). Fiir die Serienversuche nach Methode B
wurden Folien mit einer Schichtdicke von ca. 1700 & ver-
wendet..

Fiir die Wahl des T1-Phagen als Versuchsobjekt fur diese
Temperatureffektmessungen sprach einmal die Tatsache, daB
dieser Phage strahlenbiologisch sehr ausgiebig untersucht
ist (z.B. Hotz und Zimmer, 41963), und somit die Deutung
von Ergebnissen auf einem recht breiten Spektrum bereits
bekannter Fakten aufbauen kann. Zum anderen war die Uber-
legung ausschlaggebend, daBl es wohl wenig sinnvoll ist,
ein erstes Testexperiment, das gewissermaBen eine Ja-Nein-
Frage beantworten soll - in unserem Fall die Frage, ob
strahleninduzierte Radikalreaktionen eine Temperaturab-
héngigkeit zeigen - gleich an einem besonders aufwendigen
Versuchssysten durchzufiithren. Wenn RNase und @X-DNS auch
den Vorteil gréBérer thermischer Resistenz bel erhshten
Temperaturen geboten hitten, so widre der experimentelle
Aufwand bel diesen Objekten doch erheblich hiher gewesen.
Denn fiir RNase liegen die Expositionszeiten um beinahe
zwel GroBenordnungen iber denen von T41-Phagen (vergl.
Abschn. IV.3), und fiir gX-DNS ist eine weitaus kompli-
ziertere mikrobiologische Nachweismethode erforderlich.
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IV, Eréébnisse und Diskussion

IV.1 Kéfnstéﬁversﬁ¢hé an.inféktiﬁser PX4 74 -DNS

In Abb°_12 1st éine typlsche InakthlerungskurVe fir die
Bestrahlung von isolierter ¢X474~DNS mit nlederenergetl-
schen Protonen gezeigt. Die Uberlebensrate fH1lt mlt
wachsender Dosis morotén ab und nihert sich bei hohen Do-
sen asymptotisch einem konstanten Wert. Entsprechende
Kurven hatten sich bereits bei den Untersuchungen an

RNase (Jung, 1966) fiir die kleinsten Protonenenergien er~
geben und darauf hingewiesen, daBl die Dicke der Proben-
préaparationen griBer als die Reichweite der auftreffenden
Partikel war. In den jetzigen Versuchen lag der konstante
Anteil Jje nach Probenpridparation zwischen 20 und 40 Prozent,
war aber unabhangig von der Protonenenergie. Demnach sind
offensichtlich 20 — 40 Prozent des Testmaterials in winzige
Salzkristalle eingeschlossen, wo sie wegen der geringen
Reichweite der Protonen nicht getroffen werden kdnnen. Da-
gegen nmiissen 60 - 80 Prozent der Probensubstanz in nahezu
monomolekularer Schicht vorliegen, da dieser Teil auch bei
einer Protonenenergie von knapp 1 keV in gleicher Weise
vollsténdig inaktiviert wird. Zieht man nun den kounstanten
Anteil, der einen ins eigentliche Experiment gar nicht
einbezogenen Teil der Testsubstanz reprédsentiert, gemsB
Abb. 12 von den MeBpunkten ab, so ergibt sich ein exponen-
tieller Zusammenhang zwischen der Uberlebensrate und der
'Protonen-Dosis', in halblogarithmischer Darstellung also
ein linearer Kurvenverlauf. Im folgenden ist Jeweils nur
diese nach Abzug des konstanten Anteils resultierende Inak-
tivierungskurve gezelchnet, aus deren Neigung die D57 als
relatlves MaB der Strahlenres1stenz entnommen werden kann,
wobel die Kurve fiir die Dosis Null auf 400 % normiert ist.

Da sich die D37—Werte im erfaBten Energiebereich nur recht
wenig voneilnander unterscheiden, sind aus Grinden der
Ubersichtlichkeit in Abb. 13 nur 3 Kurven wiedergegeben,
und zwar fir die Energien 0.8, 1.2 und 35 keV. Daraus ist
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schon ersichtlich, daB in Qiesem Bereich die Protonenener-
gie qur von geringem EinfluB auf dié Inaktivierungsrate der
DNS ist. Die Ergebnisse der gesamben Versuchsreihe sind in
Abb. 14 zusammengefaBt. Hiér ist iiber der jeweiligen Proto-
nenenergie der aus der zugehdrigen Uberlebenskurve ermit-
telte Indktivierungsquerschnitt (S = 4/D ) aufgetragen.
Zwischen etwa 5 und 50 keV ist 1nnerhalb der Fehlergrenzen
keine Anderung des Wirkungsquerschnitts zu erkennen, unter-
halb von 5 keV nimmt er jedoch ab, erreicht zwischen 41 und
1.5 keV ein Minimum und steigt bei noch kleineren Energien
wieder etwas an. Wie schwach bei @X-DNS die Energieabhin-
gigkeit des Inaktivierungsquerschnitts im Vergleich zu den
Verhdltnissen bei RNase (Jung, 1966) ausgeprégt ist, geht
ebenfalls aus Abb. 14 hervor, in der neben den Ergebnissen
dieses Experiments gestrichelt die entsprechende Kurve fir
RNase gezeichnet ist, wobei durch eine willkiirliche Nor-
mierung die Wirkungsquerschnitte fur 50 keV zur Deckung
gebracht wurden.

Ruft man sich nochmals die Abbremsverluste von Protonen
durch Ionisationen und KernstdBe in Abhéngigkeit von ihrer
kinetischen Fnergie ins Geddchtnis (Abb. 1), so 1ldBt die
gefundene geringe Variation des DNS-Inaktivierungsquer-
schnitts mit der Energie der eingestrahlten Partikel fol-
gende Deubtung zu: Bei hohen Energien ist die Ionisierungs-
dichte der Protonen so groB, daB jedes durchquerte DNS-
Molekiil inaktiviert wird. Um bei den Abmessungen des Makro-
molekiils die Ionisierungsdichte der Protonen so weit zu
senken, daB die Wahrscheinlichkeit fiir ein inaktivierendes
Ereignis innerhalb eines Molekiils merklich kleiner als 1
wird, muBl die Protonenenergie so niedrig gewdhlt werden,
dafB in diesem Bereich bereits der Abbremsquerschnitt fiir
KernstoBRe von vergleichbarer Grdfe ist, also anndhernd
Jjedes getroffene Molekill einen Schaden durch elastischen
KernstoB erleidet. Das bedeutet, daB durch das hohe Mole~-
kulargewicht des gewBhlten Objektes das 'Aufldsungsvermdgen'
des Systems sehr begrenzt ist.
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Eine aus der Treffﬁéreiéﬁstheorie staﬁﬁéb&e Formulierung
der Abhingigkeit des Inaktivierungsquerschnittes S von der
Tonisierungsdichte der eiﬁgééﬁiahiteh»@éiléhen 188t sich
fiir eine Kalkulation des Effektes heranziehen. Durch die
Gleichung -

(9) 5 = 8, (107t

(S, und & stehen filr den geometrischen Querschnitt bzw.

die mittlere Dicke des bestrahlten Molekiils, i ist die

Zahl der Primdrionisationen pro cm) wird ausgedriickt, daB
beli wachsendem Wert von i, worunter hier die Zahl der inak-
tivierenden Ereignisse pro Léngeneinheit - also Ionisationen
und_KernstoBe zusammen. - verstanden seiy der Inaktivierungs-
querschnitt sich dem geometrischen Querschnitt des Molekiils
ndhert. Danach kann der einer Berechnung nach Gl. 9 zu-
grundezulegende geometrische Molekiilquerschnitt, der sich
flir trockene Prédparationen nicht aus anderen Daten er-
schlieflen 1aBt, nach dem bei hohen Protonenenergien asymp-
totisch erreichten Wert des InaktivierungSqﬁerschnitts

mit 6.2 x 10712 cm?
Wenn man von einem Molekulargewicht von 1.7 x 106 Daltons
und dgr Dichte 1.7 g/cm5 ausgeht und kompakte Packung des
Stranges annimmt, entspricht das DNS-Moleklil einem Scheib-
chen von etwa 300 & Durchmesser und knapp 30 % mittlerer
Dicke. Es ist nicht bekannt, in welcher Form das Molekil
in gefriergetrockneten Prédparationen tatsichlich vorliegt.

angenommen werden {vergl. Abb. 14).

Aus den Abbremsquerschnitten o und o, die in MeV°cm2/
Atom in Abb. 1 graphisch wiedergegeben sind, 1l&8t sich
durch Multiplikation mit der Zahl der Atome pro cm5 (wenn
man die von Sinsheimer 1959 verdffentlichten Daten zu-
grunde legt, errechnet sich fir PX-DNS ein Wert von 4.05 x
1023 Atome/cma) der Energieverlust pro Langeneinheit er-
mitteln. Nimmt man nun einen bestimmten Energieaufwand

fir ein inaktivierendes Ereignis an, z.B. den recht gut
~gesicherten Wert von etwa 60 eV fiir eine Prim&rionisation,
s0 erhdlt man damit i in Abh3ngigkeit von der Protonen-
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energie. Unter der Voraussetzung, daB lediglich Tonisationen
zir Schidigung der Molekiile beitragen und fiir i somit nur
die Zahl der Primirionisationen einzusetzen ist, ergibt
sich nach Gl. 9 der in Abb. 15 als Kurve A eingetragene
Verlauf des Inaktivierungsquerschnitts. Kurve B ist unter
der Annahme berechnet, daB KernstoBe und Ionisationen mit
gleicher energiespezifischer Effektivitit zum PFunkbtions-
verlust eines Molekiils filhren, daB also pro inaktivieren-
dem KernstoBereignis ebenfalls im Mittel 60 eV aufzuwenden
sind. Legt man der Berechnung eine vierfache Wirksamkeit
der KernstdBe im Vergleich zu Ionisationen zugrunde (dabei
wire eine Energieabgabe von 15 eV fiir einen inaktivierenden
elastischen StoB ausreichend), wie sie aus den entsirechen-
den Experimenten an RNase (Jung, 1966) zu folgern war,

dann erh8lt man die theoretische Kurve C.

Aus Abb. 15 ist als eindeutiges Ergebnis dieser Versuchs-
reihe zu entnehmen, daB auch bei PX-DNS elastische Kern-
stoBe einen wesentlichen Beitrag zur Inaktivierung bei
niedrigen Protonenenergien leisten. Der Verlauf der expe-
rimentellen Kurve weist auch darauf hin, daBl KernstoBe
eine groBere Effektivitdt als Ionisationen besitzen, daf
der Energieaufwand filir einen funktionszerstorenden Kern-
stoB also unter 60 eV liegen muB. Uber das genaue Ver-
haltnis dieser Effektivitadten ist jedoch keine Aussage
mdglich, da der Verlauf der theoretischen Kurven nicht
mit ausreichender Genauigkeit bestimmt werden kann, um
eine exakte Abschidtzung zu erlauben. In die Berechnung
der Kurven geht ndmlich nach Gl. 9 die mittlere Dicke

der bestrahlten Einheiten und damit die Molekiilform ein,
fiir die jedoch keine verbindliche Annahme mdglich ist.
Wenn es wegen der zentralen Bedeutung der DNS auch von.
besonderem Interesse war, die biologische Wirksamkeit von
KernstoRBen an diesem Objekt nachzuweisen, 80 ist man doch
gezwungen, sich fiir quantitative Untersuchungen von Kern-
stoBprozessen auf kleinere molekularbiologische Einheiten
zu beschranken.




IV¢2 RNagé—inaktivie: jgtdurch 2 MeV-Protonen bel
erhohten Temperaturen :

In dleegm Experlment ubertrlfft dle Relchwelte der Proto=
hen die Dléke der Probensohlcht um ein Vlelfaches, weshalb
die Inaktlvlerungskurven 1m Gegensatz zu allen ibrigen hier
dargelegten Versuchsrelhen keinen konstanten Anteil auf-
weisen. Die fur die verschiedenen Temperaturwerte erhal-
tenen Dosiseffektkurven (in Abb. 16 ohne Einzelmeﬁpunkte
wiedergegeben), deren DBV~Werte bis .um einen Eaktér 3.5
voneinander abwelchen, zeigeh alle exponentiellen Verlauf.
Der Anteil der thermischen Itiaktivierung, ded ab etwa |
100 - 120 °C Bedeutung gewinnt und Versuche oberhalb von
170 °C unmoglich macht, ist durch die Kontrollproben be-
ricksichtigt, wie bereits in Abschn. III.4 beschrieben.
Aus Abb. 17, in der die D57-Werte logarithmisch Uber der
absoluten Temperatur aufgetragen sind, kann man ersehen,
daB sich die Jetzt ermittelten Ergebnisse innerhald der
Fehlertoleranzen gut an die von Glinther und Jung (1967)
zwischen 120 und 300 °K durchgefiihrten Messungen anschlies-
sen. Eine Arrhenius-Darstellung der Temperaturabhingigkeit
der gemessenen Inakbtivierungsquerschnitte ist in Abb. 18.
zusammen mit den Ergebnissen von Glinther und Jung wieder-
gegeben. Wie aus entsprechenden Bestrahlungsversuchen z.B.
an Trypsin (Brustad, 1964) oder an T1-Phagen (Uenzelmann,
1968) hervorgeht, #ndert sich die Strahlenempfindlichkeit
unterhalb von 100 °K praktisch nicht mehr, sondern strebt
mit weiter abnehmender Temperatur einem konstanten Wert
zu. Dieser temperaturunabhingige Anteil So des Inakti-
vierungsquerschnitts (vergl. Gl. 8) konnte in den in

Abb. 18 gezeigten Messungen nicht erfalt werden, 188t sich
aber durch Extrapolation des Kurvenverlaufes erschlieBen.
Danach ergibt sich 8_ zu 1.28 x 10~ cm?. Zieht man diesen
konstanten Term (gestrichelte Gerade in Abb. 18 mit dem
Temperaturexponenten EO = 0) von den MeBpunkten ab, so ist
durch die daraus resultierenden Werte (Xreise in Abb. 18)
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unterhalb von Zimmertemperatur recht gut einé Gerade defi~-
niert, deren Neigung durch den Temperaturexponenten Eq =

1 kcal/Mol charakterisiert ist. Die mit abnehlmernden Werten
von 1/T immer ausgeprigtere Abweichung der Kreise von
dieser Geraden weist darauf hin, daB in der experimentel-
len Kurve noch ein weiterer Anteil iiberlagert sein muB.
Durch Bubtraktion der jeweiligen Ordinaten der letztge-
nannten Geraden von den mit Kreisen markierten Werten
erh8lt man die Dreiecke. Wenn diese Dreiecke wegen der
zweimaligen Differenzbildung auch mit einer gewissen Un-
genauigkeit behaftet sind, so 188t sich durch sie doch
Uber etwa 2 Dekaden hinweg eine Gerade bestimmen, der

eine Aktivierungsenergie E5 = 6.5 % 4.5 kcal/lol ent-
spricht. Der gemessene Verlauf des Inaktivierungsquer-
schnittes S(T) in Abhidngigkeit von der Bestrahlungstem-
peratur wird durch die mit dem Ausdruck

(10)  S(T)=(1.28+16 ¢ 1000/BT 14000 & 0500/ RTyyq0 1 [on?]

beschriebene Uberlagerung der drei Geraden (stark ausge-
zogene Kurve in Abb. 18) recht exakt beschrieben. Tempe-
raturexponenten, die mit dem hier ermittelten Wert von
6.5 kcal/Mol vergleichbar sind, wurden bereits fir mehrere
Objekte und verschiedene Strahlenarten gefunden (vergl.
Tab.). Rechnet man den in Gl. 10 eingesetzten Teilchen-
filuB in die jeweils absorbierte Dosis um, indem man nach
Lea (1946) von einer linearen Energielibertragung von
166.5 MeV cm® g~
abhéngigkeit der Inaktivierungsrate die Form

ausgeht, so erhdlt man fir die Temperatur-

(11)  8(T)=0.0048+0.060 e 1000/RT 55 ~6500/BT[y0q=17,

In gleicher Weise gewonnene Beziehungen fir die Inaktivie-
rung von RNase mit 2 MeV-Deuteronen (Giinther und Jung,
1967) und mit 3 MeV-Elektronen (Fluke, 1966) zeigen eine
bemerkenswerte Ubereinstimmung mit Gl. 41 nicht nur in
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Abbildungen wiedergegeben. Aus der Neigung der Geraden
18Bt sich als MaB fiur die Resistenz gegen den Angriff der
H~Radikale die Expositionszeit ermitteln, die fiir eine
Inaktivierung auf 37 % erforderlich ist (t57)° Der kon-
stante Anteil, dessen HShe von der jeweiligen Prépara-
tion abhing, lag in den verschiedenen Experimenten zwischen
12 und 35 %. In Abb. 20 sind die nach H-Atom-FEinwirkung
in System I und II erhaltenen Uberlebenskurven von T4 und
BUT1-Fhagen nebeneinander gezeigt. Die MeBpunkte, die die
Daten von jeweils 8 Proben reprisentieren, stammen aus
mindestens zwei unabhingigen Versuchsserien. Bemerkenswert
ist, daB die Punkte fir T1-Phagen und fiir die BU-substi-
~~tuierte Form auf eine gemeinsame Gerade fallen, der -BU-
Einbau hier im Gegensatz zu Bestrahlungsversuchen also
keine Sensibilisierung bewirkt. Die aus den Zeichnungen
zu entnehmenden t57-Werte liegen bei 11.3 bzw. 7.8 sec.
Dafi diese Werte filir die beiden Systeme von vergleichbarer
GroBe sind, ist bedeutungsleos und durchaus zufidllig. In
den Abbn. 21 und 22 sind die entsprechenden Kurven fir
@#X-DNS und RNase gezeigt. Wihrend sich flir die infektidse
Einstrang-DNS Kurvenneigungen ergeben, die gegeniber der
vorhergehenden Darstellung nur um etwa einen Faktor 1.5
flacher sind, weist die enzymatische Aktivit&dt von RNase
eine erheblich groBere Resistenz gegen die Einwirkung
von atomarem Wasserstoff auf. Die t57~Werte fir RNase
liegen bei 12.9 bzw. 8.5 Minuten und sind damit in beiden
Systemen anndhernd 70 mal grdBer als fir die T1-und BUT1-
Phagen.

In Abb. 23 sind die Insktivierungskurven von T1- und BUT1-
Phagen bel H-Atom-Einwirkung nach System I und II denen
bei- Y- und UV-Bestrahlung unter-anoxischen Bedingungen-
gegentibergestellt. Flir T1-Phagen ergab sich mit 6OCo-—‘(--
Strahlung eine 37 %-Dosis von %20 krad, fiir BUT41-Phagen
von 145 krad. Bei UV-Inaktivierung ist die Anfangsneigung
der gekrimmten Uberlebenskurven fiir BUT1-Phagen um etwa
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einen Faktor 3 steiler als fiir die nicht-substituierte
Form. Dagegen zeigt sich iﬁﬁaéﬁ beideﬁ Systemen der H-
Atom—Exp051tlon, daB die Schadlgung der beiden Phagen~
typen mit glelcher Geschw1nd1gke1t erfolgt. Die Proben
fiir diese Experimente stammen alle aus einheitlichen
Chargen. Die sehr deutliche BU-Sensibilisierung bei v-
und UV-Bestrahlung zeigt also, daB tats8chlich Thymin im
erreichbaren AusmaB (ca. 65 %) in der Phagen-DNS durch
Bromuracil substituiert war. Das Ausbleiben des BU-Effek-
tes bei der Radikal-Inaktivierung kann als Bestatigung fir
den Erfolg der experimentellen VorsichtsmaBnehmen in den
beiden Expositionssystemen gewertet werden. Wenn UV-Licht
bei- der Hochfrequenz-Entladung und Sekundérelektronen oder
gestreute Protonen im Falle des 'Kondensator'-Experimentes
in nennenswertem Umfang zur Schadigung der Proben beige-
tragen hiatten, miBte sich dies zumindest in einer gering-
figig erhShten Empfindlichkeit der BUT1-Phagen zeigen. Da
eine solche Sensibilisierung innerhalb der Meflgenauigkeit
jedoch nicht zu entdecken ist, kann ein die Radikalwirkung
verzerrender Beitrag von UV-Quanten oder geladenen Parti-

keln zur Inaktivierung ausgeschlossen werden.

Fine schliissige Erkldrung fiir das Ausbleiben des BU-Efrektes
bei H-Atom~-Einwirkung kann noch nicht gegeben werden. Wenn
man von der Annahme ausgeht, daB die diffusiblen Spezies
die Proteinhiille der Phagen durchdringen und an den ver-
packtén DNS-Strang herankommen, dann kann in diesem Zusam-
menhang ein ESR-Befund von Heller und Cole (1965) fiir die
Interpretation von Bedeutung sein. Sie lieflen - entspre-
chend dem hier beschriebenen System I - atomaren Wasser-~
stoff aus einer Hochfrequenz-Entladung auf trockene Proben
von Thymin und voanhymus—DNS einwirken. Mit Thymin ergab
sich das von ionisierender Bestrahlung her bekannte Oktett-
Spektrum, das durch Anlagerung eines H-Atoms an 06 im Ring
hervorgerufen wird. Fir die DNS fanden sie jedoch ein kom-
plexes Spektrum, aus dem sich kaum ein Anteil des 8-Linien-
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Signals des Thymin-Radikals herausanalysieren 1&8t. Die
Autoren vermuten, daB im DNS-Strang die H-Atome nur in
geringem Umfang mit Thymin und bevorzugt mit den rest-
lichen drei Basen reagieren. Damit w8re es belanglos, ob
Thymin oder Bromuracil in die DNS eingebaut ist, und es
widre verstandlich gemacht, daB bei H~Atomen kein BU-Effekt
auftrits.

GroBere Wahrscheinlichkeit kommt Jedoch einer viel ein-
facheren ErklérungsmSglichkeit zu. Es ist denkbar, daB die
H~Radikale so reaktionsfihig sind, daB sie gar nicht bis
zur DNS im Phagenkern gelangen, sondern bereits im Hullen-
Droteig,abreazierenﬁ,Als,Stﬁtze,fﬁrmdie”Vermutung,wdaBWim
wesentlichen Proteinschiden flir die Inaktivierung der Pha-
gen durch atomaren Wasserstoff verantwortlich sind, kann
ein Experiment von Dewey und Stein (1968) angesehen werden.
Sie setzten T7-Phagen in wissriger Losung dem Angriff von
H-Radikalen aus und fanden, daB dabei die DNS aus den
Phagen sustritt und in Lésung dann durch Radikaleinwirkung
degradiett wird. Als Primfreffekt sind in diesem Falle
also radikalinduzierte L8sionen am Protein anzunehmen.
Gerade der komplizierte Anheft- und Injekbtionsapparat der
T-Phagen ist vermutlich gegen solche Proteinschiden sehr
enmpfindlich.Da sich T4~ und BUT1-Phagen ja nur in ihrer
DNS unterscheiden, wirde sich daraus zwanglos die iden-
tische Inaktivierungsrate durch atomaren Wasserstoff er-
kldren. Um jedoch zwischen diesen und moglichen anderen
Deutungen des interessanten Befundes unterscheiden zu

kOnnen, miissen noch gezielte Untersuchungen vorgenommen
werden (vergl. Abschn. V.).

Sgmtliche Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind zu Ver-
gleichszwecken in Abb. 24 - der Ubersichtlichkeit wegen
ohne MeBpunkte - zusammengestellt. Die 'Dosis' ist in
relativen Einheiten angegeben, wobei die D57-bbzw. t57—
Werte flir T1-Phagen Jjeweils willkiirlich gleich 1 gesetzt
wurden. Es sei vor allem auf die bemerkenswerte Uberein-
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stimmung der mit den belden éystemen der Radikal-Exposi-
tion gewonnenen Resultate hingewiesen. T1- und BUTﬂ—Phagen
haben beide Male gleiche Empfindlichkeit, wdhrend die
Resistenz von isolierter @X-DNS um einen Faktor von ein-
mal 1.5 und einmal 1.45 groBer ist. Die t37—Werte von
RNase liegen in System I 68 mal und in System II 65 mal
hoher als bei den Phagen. Diese Ubereinstimmung liefert
eine starke Stiitze fir die Annahme, daB in beiden Systemen
jeweils gleiche Inaktivierungsmechanismen ablaufen, und
somit die gleichen schadenerzeugenden Agentien wirksan
sind, daB es sich also bei den strahleninduzierten diffu-
siblen Produkten in System II tatsdchlich um atomaren
Wasserstoff handelt. Im Gegensatz dazu weisen -die deub—
lich abweichenden Verhiltnisse bei 6000~Y—Strah1ung, wo
T1-Phagen und @X-DNS gleiche Empfindlichkeit besitzen,
BU-Einbau eine Sensibilisierung um einen Faktor 2.2 gegen-
iiber der nichtsubstituierten Form bewirkt,und die HResistenz
von RNase im Vergleich zu den T1-Phagen 130 mal grdBer ist,
offensichtlich auf wesentliche Unterschiede im Reaktions-

IV.4 Temperaturabhidngigkeit der Inaktivierung von
T41-Phagen mit thermischen H-Atomen

Aufbauvend auf den eben beschriebenen Ergebnissen der Insk-
tivierung durch H-Atome, die durch Bestrahlung im 'Konden-
sator'-System erzeugt waren, wurden in der Expositions-
kammer Versuche mit Tv-Fhagen zwischen 100 °K und 30 °K
nach den Methoden A und B (vergl. Abschn. III.5) durchge-
fihrt. Ein Beispiel fiir die dabei erhaltenen Uberlebens-
kurven wurde bereits in Abb. 19 gegeben. Die Kurve zeigt
die Inaktivierung bei Zimmertemperatur nach Methode B,

die sich Ja bei dieser Temperatur‘naturgeméﬁ nicht von
Methode A unterscheidet. Der konstante Anteil schwankte
in diesen Serien zwischen 5 und %0 %. Da die Phagenpri-
parationen genau wie die in den KernstoBversuchen verwen-
deten @X-DNS-Proben gewonnen wurden, kann man annehmen,
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daB auch hier der unzerstdrbare Rest des Testmaterials in
kleinen Salzkristallen eingeschlossen war und der Haupt-
teil in dlinnster Schicht auf dem Probentréger haftete. Die
Ermittlung der éigentlichen Inaktivierungskurven aus den
MeBpunkten ist bereits in Abschn. IV.3 beschrieben. Wie~
defum'dient die fir eine Inaktivierung auf 37 % erforder-
liche Expositionszeit (tB ) als MaB der Resistenz gegen
H-Radikale. Umgekehrt liefert der reziproke Wert (4/t )
ein relatives MaB fir den Reaktionsquerschnitt bazw. fur
die Empfindlichkeit gegen die diffusiblen Bestrahlungs-~
produkte unter den jeweiligen Expositionsbedingungen.

Die Inakt1v1erungsrate der Proben héngt natiirlich von der

" Zahl der aus der gegeniiberliegenden bestrahlten Folie pro
Zeit- und FlHcheneinheit ausgelOsten Radikale und damit
von der Intensitat des prim8ren Protonenstrahls ab. In Abb.
25 ist diese Abhanglgkelt gezeigt, wie sie sich in einer
Versuchsserle nach Methode B Dbei Zlmmertemperatur und mlt
einer Formvarfolie von 1700 3 chke ergaboxin doppelt
logarlthmlschem Raster 1st dle re21proke 37 %—Exp051tlons—
zeit Uber der Strcmdlchte des Protonenstrahls aufgetragen.
Hier wie in den folgenden Darstellungen der ﬂ/t57—Werte
reprasentlert geder experlmentelle Punkt eine vollstandige
Inakt1v1erungskurve von dem in Abbe 19. gezezgten Typ. Die ’
Durch diese -Pubkte in Abb.. 25 recht gut deflnlerte Gerade
kann durch die Glelchung L

(12) o S 4/1737,.: coi
beschrieben werden, wo ¢ = 20000 A™" sec™! cm® ist, wenn i

e
in A/cnm 2 eingesetzt wird; ¢ ist eine apparative Konstante
und hingt zusdtzlich von Art und Energie der auslosenden
-“Strahlung ab. Aus Glelchung 12 ist die Existenz eines
Dosisraten-Effektes zu ersehen (Exponent # 4) Dle Schi-
digungsrate der Proben durch H—Atome wichst 1angsamer als
die Intensitét des auf ‘die gegenuberllegende Folie fallen-
den Protonenstrahls, Da die 'Radlkal—Empflﬂdllchkelt'
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der Proben sich nicht geéndert haben kann, gibt es hierfiir
eine mdgliche und verniinftige Erklirung: Die Rekombinations-
rate der freigesetzten Radikale ist konzentrationsabhingig.
Bei hoher Protonenstromstirke werden wegen der hohen Radi-
kaldichte prozentual mehr H-Atome zu molekularem Wasser-
stoff rekombinieren und damit relativ weniger flir die Bil-
dung makromolekularer Additions- und/oder Abstraktionsra-
dikale zur Verfiigung stehen. Alle im weiteren zitierten
Experimente wurden beli einer einheitlichen Protonenstrom-
stdrke von 2.5 - 1077 A/cm2 durchgefiihrt.

Um die mit einer 6 p dicken Hostaphanfolie durchgefiihrten
Versuche nach Methode A und die Experimente nach lMethode B,
fiir die eine 1700 & dicke Formvarschicht aufgetragen wurde,
miteinander vergleichen zu kdnnen, war es notwendig, einen
mdglichen EinfluBl von Materialart und Dicke der Folie auf
die Redikalausbeute und damit auf die Inaktivierungsrate
der gegeﬁﬁberliegendenlProben zu untersuchen. Hierzu wurde
das in Methode B verwendete Folienmagazin jeweils mit un-
terschiedlich dicken Lagen beider Materialien beschichtet.
Aus Abb. 26 geht hervor, daB weder bei Zimmertemperatur
noch bei 130 °K (Methode A) die Materialart (fiir die beiden
untersuchten Fédlle) oder die Dicke der Folien von Einfluf
auf die Radikalausbeute sind. Die Abnahme des 1/t3-Wertes
fiir die diinnste verwendete Schicht ist mit einer gewissen
Unsicherheit behaftet und deshalb gestrichelt gezeichnet.
Die Inhomogenitét der Foliendicke liegt hier vermutlich
erheblich tiber den sonst giiltigen 20 Prozent. Ein korre-
lierbares Ergebnis bei Schichtdicke Null, d.h. ohne Folie,
konnte nicht ermittelt werden, da es sehr schwierig ist,
eine Metallfliche auch von den letzten Spuren adsorbierter
wasserstoffhaltiger Substanzen zu befreien. Uberdies liegen
dann ver#nderte Verh#ltnisse in der Sekunddrelektronen-
emission vor. Prinzipiell ware aus dem Absinken der pberen
Kurve in Abb. 26 zu kleineren Schichtdicken hin abzuleiten,
daB im Mittel diejenigen Radikale, die in einer Oberflichen-
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schicht von etwa 200 érzeugt werden, eine Chance haben,

aus dem Material herauszudiffundieren. Sinkt die Schicht-~

dicke unter diese Grenzlidnge, so nimmt die Radikalausbeute
ab. Das wirde bedeuten,dal H-Radikalen in organischer Sub-
stanz eine mittlere Diffusionslédnge von ca. 200 2 zukommt.
Diese Aussage ist Jjedoch als spekulativ zu betrachten,

bis genauere Ergebnisse ermittelt sind.

In den Abb. 27 und 28 sind einige der Inaktivierungskurven
gezeigt, die fiir verschiedene Temperaturen mit Methode A
bzw. Methode B gefunden wurden. Jeder eingetragene MeBpunkt
ist aus 10 - 12 Proben gemittelt. Bei beiden Methoden tritt
ein sehr ausgeprédgter Temperatureffekt auf. Im untersuchten
Temperaturbereich &ndern:sich die Schidigungsraten durch
H-Atome um mehr als eine GréBenordnung. Der hdochste erreichte
Temperaturwert lag bei 70 °C ( = 343 °K). Hier betrug die
thermische Inaktivierung - bericksichtigt durch die Kon-
trolliproben - bereits 85 %, wodurch die statistischen
Schwankungen der einzelnen Plaguezahlen stark erhSht wur-
den. Bei noch h6heren Temperaturen waren die Proben nahezu
vollstandig inaktiviert, so daB die Versuche nicht mehr
ausgewertet werden konnten.

Samtliche Ergebnisse der mit beiden Methoden durchgefiihr-
ten Experimente sind in Abb. 29 zusammengefaBt. Es handelt
sich dabeil um die {ibliche Arrhenius-Darstellung. Hier is%®
die Empfindlichkeit oder der Reaktionsquerschnitt (repri-
sentiert durch 4/t57) {iber der reziproken Temperatur aufge-
tragen. Wie aus Gl. 7 ersichtlich, kann bel diesem Verfah-
ren die NWeigung einer Kurve als direktes MaB fir die Akti-
vierungsenergie genommen werden, die dem untersuchten Pro-
zeB zugrunde liegt. Durch jede der beiden PunktSCharen,
die den zwei unterschiedlichen Expositionsmethoden zuge-
ordnet sind, 1aBt sich recht gut eine Gerade legen. Diese
Geraden werden durch die Gleichungen
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-j  -EL/ET »
(13) 1/t57 =cp e ° [sec™']
fiir Methode A und S

Lo };Ei/RT :; A
(a4) ) o 4/t37 = ¢B’g_ N Esec ]
fiir Methode B beschrieben (mit ¢, = 0.146 sec™
0.258 se¢™1). Die fiir die beiden Methoden aus den Kurven-
neigungen abzulesenden Aktivierungsenergien sind Ei = 0.65
t 0.1 kcal/Hol bzw. Eg = 0.95 £ 0.1 kcal/Mol. Die Existenz
eines temperaturunsbhingigen kénsfahten Terms ist inner-
halb des untersuchten Bereiches in keinem Fall zt1 erkennen.

uhd éB =

Aus den in der Tabelle zusammengestellten Temperaturexpo-
nenten ist folgendes zu entnehmen: In fest allen Fdllen
weisen die Inaktivierungsraten einen temperaturunsbhingigen
Anteil mit Eb = 0 auf. Bis auf ganz wenige Ausnahmen wird
fir die verschiedensten Strahlenarten und Testobjekte dar-
iUber hinaus ein Temperaturexponent mit Eﬁ = 1 kcal/Mol

und - soweit Uberhaupt untersucht - ein weiterer mit E2 =

3 - 6.5 kcal/Mol gefunden (vergl. Abschn. II.). Es f&llt
sofort auf, daB die aus Gl. 14 aﬁgeleitete Aktivierungs-
energie fiir Methode B, wo die Verhdltnisse analog zur di-
rekten Strahleninaktivierung sind (Folie und Probe auf
gleicher Temperatur), mit Eg = 0.95 ¥ 0.1 kecal/Mol inner-
halb der Fehlergrenzen mit dem Tempersturexponenten Eﬂ =

1 kcal/Mol aus Gl. 8 tbereinstimmt. Dieser Befund kann als
Stiitze fir die Annahme gelten, daB die Temperaturabhingig-
keit der Strahleninaktivierung von dem Anteil herrihrt, den
strahleninduzierte diffusible H-Radikale zur Gesamtschidi-

gung beitragen.

Um Endgiiltiges lber die Stichhaltigkeit dieser Hypothese
aussagen zu konnen, ist eine Abschétzung erforderlich, ob

der im vorliegenden Experiment erfaBte RadikalprozeB, dem
eine Aktivierungsenergie von rund 1 kcal/Mol zukommt, mit
ausreichender Effektivitdt ablduft, um die beli Tieftemperatur-
Bestrahlungen gefundenen Dosisreduktionsfaktoren zu erkléren.
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Wenn der ProzeB im Rahmen der zum Gesambtschaden fithrenden
Reaktionskette von hur untergeordneter Bedeutung ist,
kénnte die Ubereinstimmung in den Aktivierungsenergien rein
zufdllig sein. Der von Hermann (1966) bei direkter Bestrah-
lung von T4-Phagen mit 2 MeV-Protonen zwischen 100 °K und
293 °K ermittelte Dosisreduktionsfaktor von 1.7 1dBt sich
gemaB der angefil:ten Hypothese so interpretieren, daB beil
Zimmertémperatur etwa 60 % der Lisionen durch unmittelbare
Wechselwirkungsereignisse zustande kamen, wahrend die rest-
lichen 40 % (dieser Anteil ist bei tiefer Temperatur weit-
gehend ausgeschaltet) durch den Angriff der strahlenindu-
zierten H-Radikale verursacht wurden. Da eine 'Dosimétrie’
fir die Inaktivierungsversuche mit atomarem Wasserstoff -
im Trockenen, im speziellen Fall also eine Messung der
Radikalausbeute bei indirekter Bestrahlung der Folie, bis-
her nicht durchgeflihrt werden konnte, bleibt man fir die
Beurteilung der Bedeutung der gemessénen Radikalreaktion
auf eine etwas grobe Abschitzung angewiesen: Nimmt man an,
dafBl auf dem Folientrager statt der Kunststoffschicht eine
Préparation aus T1-Phagen aufgebracht ist, so wire bei
Zimmertemperatur fiir eine 37 %-Inaktivierung dieser Prdpa-
ration nach Hermann (1966) eine 'Protonendosis’' von

1.85 x 1011 p/cm2 erforderlich (senkrecht zum Strahl ge-
messen; die tatsidchliche Bestrahlungsdichte ist wegen

der Flichenneigung von 9° etwa um einen Faktor 6 kleiner).
Unm unter entsprechenden Bedingungen die Phagenproben in
der Expositionskammer auf 37 % zu inaktivieren, muBte die
gegeniiberliegende Folie mit einer Teilchendosis von

2.7 x 107 p/cm2 bestrahlt werden (wiederum senkrech
zum Strahl gemessen). Nun ist zu berilicksichtigen, daB
unter den gegebenen geometrischen Verh8ltnissen nur die
Radikale erfaBt werden, die (gemittelt) in einen Raumwin-
kel von etwa 47/7 austreten. Setzt man eine isotrope Ver-
teilung der Diffusionsrichbtungen voraus und nimmt man
auBerdem an, daB die H-Ausldserate beli Phagenpridparation
und Kunststoffolie lbereinstimmt, so bedeutet das, daB
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die gegen éen Prim#rstraehl abgeschirmten Proben durch
Radikal-Angriff mit einer Effektivitit inaktiviert werden,
die etwa 5 % deér Strahlengesamtwirkung auf die dirdkt ge-
troffene Pridparation entspricht. Demnach wiirde die Schi-
digungsrate durch freigesetzte Wasserstoffatome in eiher
vom bestrahlten System vollstdndig getrennten Probe noch
12.5 % der Inaktivierungsrate ausmachen, die im unmittel-
bar bestrahlten Material auf die Wirkung dieser Radikale
zurlickzufithren ist (40 %). Es ist anzunehmen, daB die frei-
gesetzten H-Atome mit besonders groBer Wahrscheinlichkeit
in allerndchster Umgebung ihrer Abldsestelle reagieren,
und nur ein geringer Bruchbteil aus dem Molekilverband
austreten kann. Der-ermittelte Wert von 12.5 % liegt so=
mit hoch genug, um die Annahme zu rechtfertigen, dalB der
in unserem Versuch erfaflite Reaktionsschritt mit dem bei
ionisierender Bestrahlung gefundenen Temperatureffekt

in unmittelbarem Zusammenhang steht. Ob und wie weit auch
die Xomponente E, mit 3 - 6.5 kecal/Mol (vergl. G1l. 8) auf
Radikalprozesse zurlckgeht, miissen zu hdheren Temperaturen
ausgedehnte Untersuchungen an thermisch resistenteren Ob-
jekten (z.B. RNase, @X-DNS) zeigen. Es sei jedoch erwdhnt,
daB Vacek und Schulte-Frohlinde (1968) fir das Verschwin-
den (durch Rekombination oder Weiterreaktion) von H-Atomen
in glasiger Schwefelsaure eine Aktivierungsenergie von
6.0 kcal/Mol gemessen habeti.

Wenn nun dem kombinierten Effekt in Methode B (Radikal~
Quelle und Probenmaterial auf einheitlicher Temperatur)

eine Aktivierungsenergie von 0.95 kecal/Mol zugeordnet ist,
welche Schliisse lassen sich dann aus dem Unterschied zu

dem Temperaturexponenten Eﬁ = 0.65 kcal/Mol bei Methode A
ziehen? -Die einzige Abweichung besteht hier darin, dal

das System, aus dem die H-Atome ausgelost werden, in allen
Experimenten auf konstanter Temperatur lag, daB somit kon-
stante Radikalausbeute vorgelegen haben muB. Die Temperatur-
abhingigkeit der Radikalausldsung ist demnach fir die Dif-
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ferenz dér beiden Exponen%eﬂWerte verantwortlich, d.h. die
Radikalfreisetzung hat fiir sich alleine eine Aktivierungs-~
energie von 0.3 kcal/Mol. Die prim8re Abspaltung eines H-
Atoms, die in den meisten Fillen eine Folge einer durch
Ionisation entstandenen Ladungsverschiebung ist, hangt in
erster Naherung sicher nicht von der Temperatur ab. Ein
abgetrenntes H-Atom kann aber durch sterische Behinderung

- z.B. durch Molekiilseitenketten, von denen es eingeschlos~
sen ist - praktisch an seinem urspringlichen Platz festge-
halten werden, wodurch die Rekombinationsrate mit dem Mole-
kiulrest erhSht wird. Auf die Mdglichkeit eines solchen
'K8fig-Effektes' haben schon Franck und Rabinowitsch (14934)
hingewiesen. Deerifferenzbetrag,E§~57E§m=~0v57keal/Mel~~
kann mdglicherweise als die Aktivierungsenergie betrachtet
werden, die erforderlich ist, die Kafig-Wirkung zu iliber-
winden und das H-Atom vollends freizusetzen. Deshalb seil
dieser Energiewert mit Eg bezeichnet (L steht fiir 'Loslo-
sung' oder auch 'liberation'). Eine Nachpriifung dieser In-
terpretation ist dadurch mdglich, daB man in Umkehrung

der Methode A die Temperatur der Proben konstant halt,
wahrend die der bestrahlten Folie variiert wird. Dabei
miilte sich dann fiir die Inaskbtivierungsrate ein Temperatur-
exponent von etwa 0.3 kcal/Mol ergeben. Ein solches Experi-
ment ist nach entsprechendem Umbau der Expositionskammer
geplant.

Auf der anderen Seite entspricht der mit Methode A gefun-
dene Exponent von 0.65 kcal/Mol der Temperaturabhingigkeit
der Schadigungsrate. Darunter ist vermutlich ein komplexer
EinfluR sowohl auf den direkten Radikal-Angriff nach Gl. 4,
also auf die Reaktionsrate, wie auch auf die Beweglichkei?t
der H-Atome zu verstehen (deshalb Eg - D.steht fir 'damage'
oder flir 'Diffusion'). Die Radikale kdnnen in Haftstellen
('traps') festgehalten werden, in flachen Potentialmulden,
wie sie in den komplizierten Strukturen organischer Sub-
stanzen reichlich existieren. Dal es solche Stabilisierungs-
zentren fur H-Radikale tats8chlich geben muBl, folgt aus den
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ESR-Untersuchungen von Miller und Dertinger (4968), die

in Y-bestrahlten trockenen Phagenpriparationen selbst

nach einer ErW&rmung auf 200 °K noch atomaren Wasserstoff
nachweisen konnten. Seit ldngerem weiB man, daB besonders
Phosphat-Gruppen (wie sie auch in der Phagen—DNS vorhanden
sind) in der Lage sind, H~Atome zu stabilisieren. So fan-
den Cole und Silver (1963) in bestrahlten Milchzihnen
sogar noch bei Zimmertemperatur das ESR-Signal des atoma-
ren Wasserstoffs. Wenn die H~Radikale nicht géﬁﬁgend Ener-
gie besitzen, die Potentiaimulden zu‘ver;assené kOnnen sie
lediglich‘mit einem anderen freien H-Atom rekombinieren,
wodurch jeweils zwel potentiell schidigende Einheiten fiir
weitere Reaktionen ausfallen. Durch Energiezufuhr kdnnen -
die Radikale aus deh 'traps' freigesetzt werden und er-
halten dadurch erneut eine Chance, mit einem Biomolekiil
Anlagerungs- oder Abstraktionsradikale zu bilden. Bisher
ist nicht geklart, welcher Teil des Temperaturexponenten
Ei mit den Radikalhaftstellen bzw. den Diffusionserschei-
nungen in Zusammenhang gebracht werden kann, und welcher
Teil als eigentliche Aktivierungsenergie fiir direkte Radi-
kalreaktionen anzusehen ist. Cercek (1968) stellte vor
kurzem eine Berechnung fiir ein entsprechendes Problem bel
Bestrahlung im Flissigen an. Er zeigte, daB in dem fir
eine Reaktion des hydratisierten Elektrons (e;q) gefunde-
nen Temperaturexponenten die Aktivierungsenergie fir die
Beweglichkeit des Radikals, also die Diffusionskomponente,
den dominierenden Anteil ausmachen kann. Ganz entsprechend
konnten Vacek und Schulte-Frohlinde (1968) nachweisen, daB
die Reakbtionen von H-Radikalen in fester Matrix (Schwefel-

sdure~-Glas) diffusionskohtrolliert sind.

Die in Gl. 14 formulierte Empfindlichkeit von T1-Phagen

gegeniiber strahleninduzierten H-Radikalen in Abhdngigkeit
von der Temperatur 1aBt sich nun genauer angeben durch die
Beziehung ‘

-(Eﬁ + Eg)/RT

(15) 1/t57 = cg © [sec™ 1]
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D

o = 0.65 kcal/Mol.

mit Eg = 0.3 kcal/Mol und E

Im Vorstehenden konnte nur eine grob simplifizierte Inter-
pretation des Temperatureinflusses auf die Sekunddrschi-
‘digung durch Radikalprozesse bei ionisierender Bestrah-
lung gegeben werden (so wurde z.B. nicht berlicksichtigt,
daB auch in der Folie neben der unmittelbaren Radikalaus-
16sung Diffusionsvorgénge eine Rolle spielen). Diese Inter-
pretation hat in manchen Detalls noch hypothetischen Cha-
rakter. Doch scheint es mit diesen Experimenten gelungen
zu sein, die in fast allen einschligigen Untersuchungen
gefundenen Aktivierungsenergien von etwa 1 kcal/Mol auf
temperaturabhingige Radikalreaktionen gzurlickzufiihren.

V. SchluBBfolgerungen und Ausblick

Eine Analyse der in der vorliegenden Arbeit zusammenge-
faBten experimentellen Fakten macht deutlich, dafll die

noch vielfach iibliche Einteilung der Strahlenwirkung, nach
der man bei Bestrahlung im trockenen System ausschlieBlich
von 'direktem Effekt’' spricht und nur in Losung Inaktivie-~
rung durch 'indirekten Effekt' liber Radiolyseprodukte

des Wassers annimmt, in ihrer bisherigen Form nicht lan-
ger haltbar ist. Man sollte deshalb dazu ibergehen, den
Begriff des 'direktsn Effektes' enger zu fassen und nur
auf Jjene Ver&nderungen anzuwenden, die durch die unmittel-
bare Energicabsorption entstehen und auf den Ort (meist
das Molekil) der primiren Wechselwirkung zwischen Strah-
lung und untersuchter lMaterie begrenzt bleiben. Alle se-
kund8ren Radikalprozesse, wie sie in dieser Studie auch fiir
trockene Systeme nachgewiesen werden kounnten, sollten ein-
deutig als solche gekennzeichnet werden. |

Wenn in diesem Punkte auch eine klare qualitative Aussage
Uber die Inaktivierung verschiedener elementarbiologisch
interessanter Objekte durch strahleninduzierte diffusible
Agentien erarbeitet wurde, so bleibt eine quantitative
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Erfassung solcher Prozesse doch unerlafBliche Voraussetzung
fiir ein fundiertes Versténdnis der nach Bestrahlung zur
biochemischen Schéadigung filhrenden Reakiionsfolge. Hierzu
ist insbesondere eine 'Dosimetrie' fiir die Expositionsver-
suche mit atomarem Wasserstoff anzustreben.Gerasde im Hin-
blick auf die Beurteilung der Relevaunz von H-Radikal-Reak-
tionen fir die Temperaturabhingigkeit der Strahleninakti-~
vierung, fir die sich durch unsere Untersuchungen sehr
starke Argumente ergeben haben, kommbt den diesbeziiglichen
Bemiihungen groBle Bedeutung zu. Doch schon die hier zusam-
mengetragenen Befunde verleihen der Hypothese einen hohen
Grad an Wahrscheinlichkeit, daB in der Folge von priméren
Energieabsorptions=Ereignissen ablaufende Radikalprozesse
zumindest bel dlinn-ionisierender Strahlung fliir das Phinomen
des Temperatur-Effektes veranbtwortlich sind. Bei sehr
hohen LET-Werten (z.B. bei schweren Ionen) kann dagegen
die Hitze-Inaktivierung in den 'thermal spikes', deren
Ausbildung von der Umgebungstemperatur abhingt, ausschlag-
gebend fiir diesen Effekt werden, wie Butts und Katz (1967)
in einer lberzeugenden mathematischen Behandlung des Pro-
blems zeigen konnten. Weitreichende Aufschliisse iber den
physiko-chemischen Problemkomplex der Sekund8rreaktionen
bei Bestrahlung sind von der Aufstellung von Radikal-
Bilanzen zu erwarten, in die durch ESR-Messung wahrend
der Bestrahlung und bei extrem tiefen Temperaturen auch
kurzlebige Zwischenprodukte einbezogen werden. Allerdings
sind eindeutige Antworten suf die Frage nach Radikalum~
wandlungen praktisch nur an Einkristallen zu erhalten,

und die damit gewonnenen Befunde lassen nur unter Vorbe-
halten Schliisse auf die Verhiltnisse in biologischen
Systemen zu. |

In unmittelbarem Zusammenhang mit den in unseren Unter-
suchungen angeschnittenen Themen ergab sich eine Reihe von
neuen Fragen, deren Lisung weitere Argumente flir oder gegen
noch weitgehend spekulative Hypothesen erbringen und den
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hier behandelten begrenzten Problemkreis in einen umfas-
senderen Rahmen einordnen kdnnten. Es wurde bereits auf
die Mdglichkeit hingewiesen, eine eventuelle Korrelation
zwischen Radikalreaktionen und der beim Temperatureffekt
auftretenden dritten Komponente mit AktiVierungSeﬂérgien
von 3 -~ 6.5 kcal/Mol durch H-Exposition von thermisch
resistenten @X-DNS- oder RNase-Priparationen bei hohen
Temperaturen zu untersuchen. Die BU-Sensibilisierung is?t
von so grundlegendem Interesse, daB einer Erklidrung fir
das Ausbleiben dieses Effektes bei Einwirkung von atomarem
Wasserstoff auf ganze Phagen besondere Bedeutung zukommt.
Hier diirften entsprechende Expositionsversuche mit norma-
ler und BU=-substituierter infektibser Einzel- und Doppel--
strang-DNS (der Phagen @X-174 bzw. T1) zur Aufklirung bei-
tragen, flir die auch der bel diesen Systemen beachtliche
experimentelle Aufwand nicht gescheut werden sollte.

Avus einem Vergleich der mit den beiden Verfahren der Ra-
dikalerzeugung (Hochfrequenz-Entladung und ‘'Kondensator'-
Experiment) ermittelten Resultate konnte gefolgert werden,
daB es sich bei den strahleninduzierten diffusiblen Agen-
tien groBtenteils um atomaren Wasserstoff handeln muBl. Doch
liegt die Vermutung nahe, daB bei ionisierender Bestrahlung
auch grdBere radikalische Produkte (z.B. Methylgruppen,
Aminogruppen) abgespalten werden, die vielleicht ®bernfalls
in geringem Umfang an Sekundédrreaktionen teilnehmen konnen.
Ob und wie weit dies der Fall ist, 148t sich beispielsweise
dadurch untersuchen, dafll man molekulare Mischungen zweier
unterschiedlich und mit hoher spezifischer Aktivitdt mar-
kierfer Molekiilsorten (etwa Proteine, markiert mit 3H,

140, 45N) im Trockenen bestrahlt. Nach dem Abldsen und der
Trennung durch Zentrifugation, Chromatographie oder Elek- -
trophorese kann man die einzelnen Pra@parationen auf etwaige
Anlagerungen von Bruchstiicken 'artfremder' Molekiile testen.
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Das Hauptinteresse im Zusammenhahg mit indirekten Effekten
bei Bestrahlung trockener SUbstagzen (bzw; hochkonzentrier-
ter Losungen oder weitgehend WaSéerfreier Systeme) kommt
jedoch den H-Radikalen zu. Eine Spezifizierung der durch
ihren Angriff auf molekularbiologische Systeme hervorge-
rufenen Schaden nuB angestrebt werden. Gerade bei Nuklein-
sauren kommt elne Vielzahl von La51onen - wie etwa Ver-
netzungen, BaSenveranderungen, Strangbruche, lokale Dena-
turierungen durch das Aufbrechen von Wasserstoffbriicken -
als Ursache fiir eine Inaktivierung in Frage. In diese
Richbtung weisende Bemiihungen stellen eine Verbindung
zwischen physiko-chemischen und biochemischen Interessen~
bereichen her; wie sie-immer nachdricklicher von den -
mehr phinomenolegisch orientierten Disziplinen der Genetik,
Biologie und Medizin gefordert wird.

VI. Zusammenfassung

Die Hauptaufgabe der vorliegenden Arbeit bestand in dem
Nachweis strahleninduzierter Radikal-Reaktionen in trocke-
nen Priparationen von Bicmolekiilen sowie in der Aufdeckung
eines mdglichen Zusammenhangs zwischen solchen Sekunddr-
reaktionen und dem bei Bestrahlungsexperimenten auftreten-
den Temperatureffekt. Zu diesem Zweck wurden in zwel grund-—
s8tzlich voneinander abweichenden Versuchssnordnungen
Radikal~Expositionsversuche mit Ribonuklease, T4- und
BUT1~-Phagen sowie isolierter Einstrang-DNS des Phagen
@X174 durchgefiihrt. Dabeil konnte gezeigt werden, daB beil
ionisierender Bestrahlung organischer Substanzen mit

groBer Ausbeute diffusible Agentien entstehen, die zur
Inaktivierung von elementaren biologischen Einheiten bei-
tragen. Ein Vergleich der mit beiden Anordnungen gewonnenen
Ergebnisse macht deutlich, daB die reaktiven Bestrahlungss
produkte gréBtenteils atomarer Wasserstoff sein miissen.

An T4-Phagen wurde der EinfluB der Temperatur auf die In-
aktivierungsrate bei Einwirkung strahleninduzierter Radi-
kale untersucht. Anhand der aus zwel unterschiedlichen
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Expositionsmethoden resultierenden Daten wurde eine Modell-
vorstellung fir das Zustandekommen des temperaturabhingigen
Anteils der Inaktivierungsrate bel ionisierender Bestrah-
lung entwickelt. Im Rahmen der hier mitgeteilten Unter-
suchungen wurde auBerdem die inaktivierende Wirkung ela-
stischer Kernstoﬁprozesse an Nukleinsauremolekiilen durch
Bestrahlung infektidser DNS des Phagen @X174 mit nieder-
energetischen Protonen nachgewiesen. In einem Experiment
zur Temperaturabhdngigkeit der Strahlenschidigung konnte
fir den Inaktivierungsquerschnitt von Ribonuklease gegen-
liber 2 MeV-Protonen neben den beiden bereits bekannten
Komponenten ein dritter Term gefunden werden, der bei
hohen Temperaturen dominierend ist.

VII. Anhang: Biochemische und mikrobiologische
Verfahren und Nachweismethoden

Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt von RNase:

Ldsung der Testprédparation in 4 ml Azetatpuffer (0.1
molar, pH 5.0) - Zugabe von 1 ml gereinigter 4 %iger
RNS-Losung in 0.01 m Azetatpuffer (pH 5.0) - 3Ominiitige
Inkubation im Wasserbad bei 30 °C - Unterbindurg der
Reaktion durch RNS-Ausfdllung mit 41 ml 0.75 %iger Uranyl-
azetatldsung in 25 %iger PerchlorsBure - sofortige Ab-
kiihlung im Eisbad - Abzentrifugation des Niederschlages
(10 min/6000 UpM) - 1:3-Verdiinnung des Uberstandes mit
destilliertem Wasser - Messung der optischen Dichte dieser
Losung mit Spektralphotometer bei 2600 K.

Isolierung der DNS aus @X174-Phagen (‘heiBe Phenolextraktion'):

Erwdrmung von 4 ml Phagenkonzentrat in 0.1 m Natriumtetra-—
boratidsung auf 70 % - Erwdrmung von 41 ml Borat-gesattigter
Phenolldsung auf 70 °C - Vermischung der beiden Fliissig-
keitsmengen - wiederholtes Schiitteln und Wisdererwirmen

auf 70 °C wihrend 5 Minuten - Abkiihlung auf Zimmertempe-
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ratur - Zentrifugation (5 min/6000 UpM) - zweimalige Wie-
derholung der Phenolextraktion mit der DNS-haltigen wiss-
rigen Phase - aufeinanderfolgende Rilickgewinnung der DNS-
Reste aus den drei Phenolphasen mit 0.5 ml 0.1 m Borat-
16sung -~ Vermischung der beiden wassrlgen Phasen -~ 5mali-
ges Ausschitteln des restlichen Phenols mit einigen ml
Lther - Dialyse des Extraktes gegen NCE-Puffer (9 g NaCl,
3.87 g Na-Citrat und 0.58 g LDTA pro 4000 ml). |

Sphiroplastengewinnung:

Zentrifugation (15 min/5000 UpM) von 80 ml einer frischen
Kultur von E.coli K12-Bakterien mit einem Titer von

2 - 5% 10 /ml in 3XD-Medium (Fraser und Jerrel 4955)

- Aufldsung des Sediments in 4.4 ml Sucroseldsung (1.5
molar) - Zugabe von 0.68 ml 30 %igem Rinderserum—~Albumin,
0.08 ml Lysozymldsung (0.2 %ig in 0.25 m Tris-Puffer),
0.16 ml ADTA (4 %ig) und 10 ml PA-Medium (1 % Casamino-
sdure, 1 % Difco-Ndhrbrihe, 1 % Glucose, 10 % Sucrose) -
15 minilitige Inkubation bei Zimmertemperatur - Abstoppen
der Enzymreaktion durch Zugabe von 0.8 ml MgSO4-Lésung
(10%ig) - Aufbewahrung im Kiihlschrank.

Test auf Infektiositdt der @X174-DNS:

Ablosung der DNS-Prédparation in 0.5 ml 0.05 m Tris-Puffer
(pH 8.1) - Vermischung mit 0.5 ml Sphiroplastenkonzentrat -

n 1 ml PAM-

2Omintitige Inkubation bei 37 °C - Zugaue Vo
Medium mit 0.2 % MgS80,) - weitere 100 m n Tnkubation bei
37 ¢ - 4:10-Verdiinnung in destilliertes Wasser - Plat-
tieren von 0.1 ml geeigneter Verdlinnungen (in Borat-Puffer)
mit einigen Tropfen E.coli C/1-Losungen auf Agar-Platten -

mehrstiindiges Bebriten der Platten - AusziZhlen der 'plagues'




- 63 -

VIII. Literaturhinweise

Adams, W.R. und E.C. Pollard (1952)

Combined thermal and primary ionization effects on a
bacterial virus.

Arch. Biochem. Biophys. 36, 311-322

Alexander, P. und A. Charlesby (1955)

Energy transfer in macromolecules exposed to ionizing
radiations.

Nature (London) 473, 578-579

Avgenstein, L.G. und R. Mason (1962)

The possible nature of physical mechanisms in enzyme
inactivation as deduced from temperature studies. In:
Biological Effects of Tonizing Radiation at the Molecular
Level, 8. 227-23%8.

Internat. Atomic Energy Agency, Vienna

Bachofer, C.S., C.F. Ehret, S. Mayer und E.L. Powers (1953)
The influence of temperature upon the inactivation of =
bacterial virus by X-rays.

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 39, 744-750

Bacq, Z.M. und P. Alexander (1961)
Fundamentals of Radiobiology.
Pergamon Press, New York

Braams, R. (1963)
A mechanism for the direct action of ionizing radiations.
Nature 200, 752-754

Brustad, T. (1967)

Inactivation at various temperatures of the egterase acti-
vity of dried trypsin by radiations of different LET.
Radiat. Res. Suppl. 7, 74-86




- 64 -

Brustad, T. (1964)

Heat as a modifying factor in enzyme inactivation by
ionizing radiation. In: Biological Effects of Neutron
and Proton Irradiations, Vol. II, S. 404-410.
Internat. Atomic Energy Agency, Vienna

Butts, J.J. und R. Katz (1967)

Theory of RBE for héavy ion bombardment of dry enzymes
and viruses. |

Rad. Res. 30, 855-871

Cercek,B. (1968)

Activation energy for the mobility of the hydrated
electron.

J. Phys. Chem. 72, 2279

Cole, T. und A.H. Silver (1963)
Production of hydrogen atoms in teeth by X-irradiation.
Nature (London) 200, 700

Copeland, E.S., T. Sanner und A. Pihl (1968) 7
Role of intermolecular reactions in the formation of
secondary radicals in protein irradiated in the dry
state.

Radiat. Res. 35, 437-450

Dewey, D.L. und G. Stein (1968)
Action of atomic hydrogen on aqueous bacteriophage T7.
Nature 217, 351~353 '

Radiobiologija VIII, 142-145 (1968)

Fano, U. (1954)

Principles of radiological physics. In: Radiation Biology

Vol. I, 4 (ed. A. Hollaender) S. 1-144.
McGraw-Hill, New York




- 65 -

Fluke, D.J. (1966)

Temperature dependence of ionizing radiation effect on
dry lysozyme and ribonuclease.

Radiat. Res. 28, 677-693

Franck, J. und E. Rabinowitsch (1934)

Some remarks about free radicals and the photochemistry
of solutions.

Trans. Farad. Soc. 30, 120-130

Fraser, D. und E.A. Jerrel (1953)
The amino acid composition of T3 bacteriophage.
J. Biol. Chem. 205, 291-295

Glinther, H.H. und K.0. Hermann (4967)

Temperatur- und Schutzstoffeffekte bei der Inaktivierung
von @X174-Phagen mit Protonen.

Z, Naturforschg. 22b, 53-57

Glinther, W. und H. Jung (1967)

Der EinfluB der Temperatur auf die Strahlenempfindlich-
keit von Ribonuklease.

Z. Naturforschg. 22b, 313-320

Guthrie, G.D. und R.L. Sinsheimer (1963)

Observations on the infection of bacterial protoplasts
with the deoxyribonucleic acid of bacteriophage @X 174.
Biochim. Biophys. Acta 72, 290-297

Hagen, U. und H. Jung

Wirkung von Wasserstoff

e 5 AL v v Tas

studia biophysica 412, 29-37

Heller, H.C. und T. Cole (1965)
The reaction of hydrogen atoms with thymine and DNA&.
Proc. Natl. Acad. Seci. U.S. 54, 1486-1490




- 66 -

Henriksen, T. (1966)

Effect of the irradiation temperature on the production
of free radicals in solid biological compounds exposed
to various lonizing radiations.

Radiat. Res. 27, 694-709

Henriksen, T. (1967)

Free radicals induced in enzymes by electrons and heavy
ions.

Radiat. Res. Suppl. 7, 87-101

Herak, J.N. und W. Gordy (1965)

Free radicals formed by hydrogen atonm bombardment of
the nucleic acid bases.

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 54, 1287-1292

Herak, J.N. und W. Gordy (1966a)

Hydrogen addition radicals on RNA and nucleic acid bases
at 77 °K.

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 55, 1373-1378

Herak, J.N. und W. Gordy (1966b)

ESR study of nucleosides and nucleotides bombarded with
hydrogen atoms. ,

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 56, 7-11

Hermann, K.O. (1966)

Der EinfluB der Temperatur auf die Strahlenempfindlich-
keit von T1-Bakteriophagen.

Z. Naturforschg. 21b, 678-682

Holmes, B.E., G. Navon und G. Stein (1967)

Action of atomic hydrogen on ribonuclease in aqueous
solution. . |
Nature 213, 1087-1091




- 67 -

Holmes, D.E., R.B. Ingalls und L.S. Myers (1967)

An ESR study of free radicals formed by reaction of
nucleotides and their constituents with hydrogen atoms.
Int. J. Rad. Biol. 12, 415-426

Holmes, D.E., L.S. Myers und R.B. Ingalls (496@)
Electron spin resonance technique fcr 1nvest1gat1ng
reactions of free radicals with compounds of blological
interest: Nucleic acids constituents.

Nature 209,'4047.1048

Hotz, G. (4965)
Chemlsche und phy51kallsche Beeznflussung der Strahlen-

,,,,,

Habllltatlonsschrlft Universitédt Karlsruhe

Hotz, G. und A. Miller (1968) .

The action of heat and ionizing radlatlon on the infecti-
vity of 1solated @X174-DNA.

Proc. Natl, Atad. Sci. U.S. 80, 251~257

Hotz, G. und K.G. Zimmer (1963)
Experiments in radiation chemistry of TM-phage.
Int. J. Rad. Biol. 7, 75-86

Howard-Flanders, P. (1960)

Effect of oxygen on the radiosensitivity of bacteriophage
in the presence of sulfhydryl compounds.

Nature 186, 485-487

Howard-Flanders, P., J. Levin und L. Theriot (4963)
Reactions of deoxyribonucleic acid radicals w1th sulfhy~
dryl compounds in X-irradiated bacteriophage-systems.
Rad. Res. 18, 593-606

Hutchinson, F. (1960)

Modifying factors in the inactivation of biological
macromolecules.

Radiat. Res. Suppl. 2, 49-64




- 68 -

Jacobs, S.S. (1962)

The solid state gamma irradiation of crystalline amino
acids and sugars.

Dissertation, University of Colorado

Jung, H. (1964)

Untersuchungen zur chemischen und biologischen Wirksam-
keit langsamer Protonen.

Dissertation, Universitat Heidelberg

Jung, H. (1965)

Zur biologischen Wirksamkeit elastischer KernstdBe.
I. Inaktivierung von Ribonuklease durch langsame Pro-
tonen. ' |

Z. Naturforschg. 20b, 764-772

Jung, H. (1966)

Zur biologischen Wirksamkeit elastischer KernstoBe.
II. UnbeeinfluBbarkeit ihrer Wirkung auf Ribonuklease
durch Cystamin und tiefe Temperaturen.

Z . Naturforschg. 21b, 1165-1170

Jung, H. und H. SchiiBler (1966)

Zur Strahleninaktivierung von Ribonuklease. I. Auftren-
nung der Bestrahlungsprodukte.

Z. Naturforschg. 21b, 224-231

Jung, H. und H. SchiiBler (1968)

Zur Strahleninaktivierung von Ribonuklease. III. Amino-
sdure-Verdnderungen nach Bestrahlung im Trockenen.

Z. Naturforschg. 23b, 934-043

Kalnitzky, G., J.P. Hummel, H. Resnick, J.R. Carter,
L.B. Barnett und C. Diercks (1959) |

The relation of structure to enzymatic activity in
ribonuclease.

Ann. N.Y. Acad. Sci. 81, 542-569



- 69 -

Kirzinger, K. (1965)

Streuung energiereicher Spaltproduktstrahlen beim Durch-
gang durch diinne Folien.

Diplomarbeit, Technische Hochschule Miinchen

Lea, D.E. (1946)
Actions of radiations on living cells.
University Press, Cambridge

Marshall, R.M. und J.H. Purnell (1968)
The temperature~dependence of Arrhenius parameters.
Jd. Chem. Soc. (4), 2301-2304

The action of atomic hydrogen on trypsin in agueous
solution. :
Biochim. Biophys. Acta 104, 151-159

Merwitz, 0. (1967)

Die Wasserstoffabspaltung aus Y-bestrahltenm 5H—Thymin
und 5H—Uracil°

Dissertation, Universitat Karlsruhe

Moliére, G. (1948)

Theorie der Streuung schneller geladener Teilchen.
II. Mehrfach- und Vielfachstreuung.

Z. Naturforschg. 3a, 78-97

Miller, A. (1964)

Spektrographische Untersuchungen mittels paramagnetischer
Elektronenresonanz liber die Wirkung ionisierender Strah-
len auf elementare biologische Objekte.
Habilitationsschrift / Verlag der Akademie der Wissen-

schaften und der Literatur in Mainz

Miller, A. und H. Dertinger (1968)

Die Erzeugung atomaren Wasserstoffs in v-bestrahlten
Bakteriophagen und deren DNS.

Z. Naturforschg. 23b, 83-89




- 70 -

Neufeld, J. und W.S. Snyder (1961)

Estimates of energy dissipation by heavy charged particles
in tissue. In: Selected Topics in Radiation Dosimetbtry,

S. 35-44,

Internat. Atomic Energy Agency, Vienna

Norman, A. und P. Spiegler (1962)
Thermal spikes in protein.
J. Appl. Phys.32, 2658

Patten, R.A. und W. Gordy (1964)

Electron spin resonance investigations of radiation-
induced free radicals in DNA and RNA at low temperatures.
Nature 201, 361-363 o
Platzman, R.L. (1952)

On the primary processes in radiation chemistry and
biology. In: Symposium on Radiobiology (ed. J.J. Nickson)
8. 97-116. John Wiley and Sons, New York

Pollard, E.C. (1959)

Radiation inactivation of enzymes nucleic acids, and
phage particles.

Rev. Mod. Phys. 31, 273-281

Pollard, E.C., W.F. Powell und S.H. Reaume (1952)
The physical inactivation of invertase.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 38, 175-180

Pollard, E.C. und G.F. Whitmore (1955)

Deuteron bombardment of oriented tobacco mosaic virus
preparations. ‘

Science 122, 335

Riehl, N. (1956)
Einige Wirkungen des radiocaktiven RickstoBes.
Atomenergie 4, 297-300




- 99 -

Setlow, R.B. (1952)

The radiation sensitivity of catalase as a function of
temperature. _

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 38, 166=172

Sinsheimer, R.L. (1959%9a)
Purification and propertieés of bacteriophage FX4A74.
J. Mol. Biol. 4, 37-42

Sinsheimer, R.L. (1959b)

A single-stranded deoxyribbnueieic acid from bacteriophage
X774

J. Mol. Biol. 1, 43-53

Snipes, W. und J. Schmidt (1966)

Free radical formation in amino acids exposed to thermal
hydrogen atoms.

Radiat. Res. 29, 194-202

Sommermeyer, K., J. Stegle und G.H. Schnepel (1967)
Zur Deubung der Abhingigkeit der Spinkonzentration von
der Strahlendosis in kristallisierten Aminosduren.
Atompraxis 13, 20-24

Timoféeff~Ressovsky, N.W. und K.G. Zimmer (1947)
Biophysik I: Das Trefferprinzip in der Biologie.
8. Hirzel-Verlag, Leipzig

Uenzelmann, J. (1968)

EinfluB physikalischer und chemischer Parameter auf die
Strahlenempfindlichkeit von T4-Phagen.

Dissertation, Universitat Heidelberg

Vacek, K. und D. Schulte-Frohlinde (1968)

The kinetics of the reaction of trapped hydrogen atoms
in sulfuric acid glasses.

J. Phys. Chem. 72, 2686-2688




- 72 <

Vollmer, R.T. und D.J. Pluke (1967)

Temperature dependence of ionizing radistion effect on
dry hyaluronidase.

Radiat. Res. 34, 867-875

Webb, R.B., C.F. Ehret und E.L. Poiters (1958)

A study on the temperature dependenice of radiation
sensitivity of dry spores of Bacillus Megaterium
between 5 °K and 309 °K.

Experientia (Basel) 14, 324-326

Zimmer, K.G. (1956)

Probleme der Neutronendosimetrie.
Strahlentherapie 101, 143-151

Zimmer, K.G. (1960)

Studien zur quantitativen Strahlenbiologie.

Verlag der Akademie der Wissenschaften und der Literatur
in Mainz




«.73_

IX. Tabelle und Abbildzmgen




Tabelle

Aktivierungsenergien E(, E1 und E2

schnitts S(T) (vergl. Gl. (8)) tzw. der Ausbeute an beobachtbaren Radikalen (f).

fir die Beschreibung der Temperaturabhiingigkeit des Inaktivierungsquer~

Objekt Strahlung Akt;vierungseneﬁgien [kcaléMol] Autoren
0 1 2
1 Ribonuklease Comy fen1t® 1 & Giinther und Jung (1967)
Ribonukleasez(oz) Cowy fenit® 1 - ‘ " " "
F-Ribwiuklease 2 MeV-é 0 1,05 - " " "
f 2 MeV-p o 1 6.5 diese Arbeit
" 1.4 keV-p 0 feh1t® - Jung (1966)
" 3 MeVee 0 1.06 6lo 1 Fluke (1966)
" 6.5 Mev-e® 0 1.1 - Henriksen (1967)
¥ Tiysozym 3 MeV-e 0 0,62 o 54 Fluke (1966)
" | 6.5 MeV-e® 0 1.2 6.6 Henriksen (1967)
o | 33 MeV-g® 0 1 5 Henriksen (1966)
" 100 Mev-c® 0 1 4 "
Trypsin : 6.5 MeV»ef 0 1.45 - Henriksen (1967)
Y 18 MeV-d 0 1,1° 4.5° Brustad (1964)
" 33 MeV-q 0 1.2° 5¢ "
v ! 90 MeV-B 0 0.9° 2.9° "
T 100 MeV-~C 0 1© 3,1° "
" 116 MeV-Ne 0 1° 3,7° u

Fortsetzung néchste Seite



o]

Kemponente wurde nicht untersucht

nomponente tritt nicht auf

dies sind die Temperaturexponenten, die von Giinther und Jung (1967) aus den
experimentellen Daten von Brustad (1964) ermittelt wurden. Brustad (1967)
kerrigierte seine urspringlich versffentlichten Werte (1964) und gab zwei

Komponenten mit O bzw., 1.5 kcal/Mol an

hier tritt eine zusidtzliche Komponente mit 0.35 kcal/Mol auf
die Inaktivierung erfolgte in diesen Expsrimenten iiberwiegend durch

elastische KernstdBe, weshalb keine Temperaturabhingigkeit zu erwarten ist

die BErgebnisse stammen aus ESR-Untersuchungen {iber diel Temperaturabhingigkeit

von Radikal-Ausbeuten



Abb. 1: Wirkungsquerschnitte fiir die Abbremsung von Pro-

tonen in Gewebe durch Wechselwirkung mit Elektro-

nen (ce) bzw. durch elastische KernstdBe (an)
(Neufeld und Snyder, 1961)
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Abb. 2: Kalibrierungskurve filir die Zahl der produzierten
#X174-Phagen pro ml (= Plaque Titer) als Funkbicn
der relativen DNS-Konzentration
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X 174-DNS

107° I
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Abb. 3:

Aufbau des Protonenbeschleunigers (halbschema-~
tisch). U = Beschleunigungsspannung; T = Trenn-
transformator; C= Coronaschutz; I_ = Ionenquelle;
R = Reihenwiderstand; Rq, Re, R3 = Besclileuni-
gungsréhren; B, Bg, B5 = Blenden; F = Federbalg;
M = Analysiermagnet; Str = Protonenstrahl; S =
Schieberventil; K = Bestrahlungskammer; FB = Fara-
daybecher; A = Nanoampéremeter; P 15 = Pumpstand
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Abb. 47:

Bestrahlungskammer fir die KernstoBversuche
(halbschematisch). Bg, B3 = Blenden; FB = PFara-
day-Becher; M = Magnetfeld; D = Drehdurchfiihrung;
P = Positionsanzeige; Dr = Drehknopf; BP = Be-
strahlungsplatte; HP = Halterung fir die zu be-
strahlenden Proben; HK = Halterung fir die Kon-
trollproben; Str = Protonenstrahl
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Abb. 5: Van de Graaff-Beschleuniger. B = Beschleuniger;
V = Vakuumventil; MGH 300 Diffusionspumpe; AM =
Ablenkmagnet; S = energiedefinierendes Schlitz-

system; F = Folienhalter mit StrahlverschluB;
PL 15 = Pumpstand; K = Bestrahlungskammer







Abb. 6: Bestrahlungskammer fiir die Inaktivierung von
RNase durch 2 MeV-Protonen-Bestrahlung bei
erhohten Temperaturen; B = Eintrittsblenden,

D = Probenhalter; E = Einfilillstutzen der Thermo-
stattrommel; F = Absaugstutzen; IT = Thermostat-
trommel; P = Proben; R = Abdeckplatte; S = Strahl-
achse; T = Thermoelement
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Abb. 7: Erzeugung von atomarem Wasserstoff in einer
Hochfrequenz-Entladung (System I)
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Abb. 8: Erzeugung von atomarem Wasserstoff durch Bestrah-
lung einer Folie aus organischem Material mit
2 MeV-Protonen (System II)
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Abb. 9: Stromdichte der von den 2 MeV-Protonen aus der
bestrahlten Folie ausgeldsten Sekunddrelektronen
gemessen am Ort der Proben in Abhdngigkeit von
der Schirmgitterspannung
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Abb. 10:

Messung der Temperaturabhingigkeit der Inakti-
vierungsrate bel der Einwirkung von H-Atomen,
die durch 2 MeV-Protonen-Bestrahlung einer
organischen Folie erzeugt werden. Schematische
Darstellung der beiden Anordnungen fiir die
Probenexposition nach Methode A bzw. B
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Abb. 11:

Halbschematische Darstellung der H-Atom-Expo-
sitionskammer. Die beiden unterschiedlichen
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Abb. 12: Typische Kurve fiir die Inaktivierung von
@X474~DNS mit niederenergetischen Protonen
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Abb., 13: Inaktivierung von @X174-DNS durch Protonen von
0.8, 1.2 und 35 keV Energie
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Abb. 14:

Verlauf des Wirkungsquerschnitts fiir die Inakti-
vierung von @X174-DNS in Abhdngigkeit von der
Energie der eingestrahlten Protonen. Gestrichelt:
entsprechende Kurve filir RNase bel willkiirlicher
Anpassung bei 50 keV (n. Jung, 1964)
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Abb. 15:

Vergleich der experimentell bestimmten Wirkungs-
querschnitte flir die Inaktivierung von @X174-
DNS (s) mit dem nach der Treffbereichstheorie
unter verschiedenen Voraussetzungen zu erwar-
tenden Kurvenverlauf (Erlduterungen s. Abschn.
IV.1)
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Abb. 16: Inaktivierung von RNase durch 2 MeV-Protonen
bei verschiedenen Temperaturen
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Abb. 17: D57—Werte fir die Inaktivierung von RNase
durch 2 MeV-Protonen in Abhingigkeit von der
Temperatur. Gestrichelt: Messungen von Gunther
und Jung (4967)
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Abb. 18:

Wirkungsquerschnitte fiir die Insktivierung von
RNase durch 2 MeV-Protonen (e) in Abh8ngigkeit
von der reziproken absoluten Temperatur (Arrhe-
nius-Darstellung). Zerlegung in drei Komponenten
(Erl8uterungen s. Abschn. IV.2)
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Abb. 19: Typischer Kurvenverlauf fiur die Inaktivierung
durch H-Atom-Einwirkung auf trockene Probenpri-
parationen in der Expositionskammer
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Abb. 20: Inaktivierung von trockenen T1-Bakteriophagen (e)
und BUT1-Phagen (A4) durch atomaren Wasserstoff
(Bystem I und II)
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Abb. 21: Inaktivierung von trockener infektidser @X474-
DNS durch atomaren Wasserstoff (System I und II)
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Abb. 22: Inaktivierung von trockener RNase durch atomaren
Wasserstoff (System I und II)
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Abb.

25

Inaktivierung von T41-Phagen (s) und BUT1-Phagen (&)
durch atomaren Wasserstoff (System I und II) und
durch Bestrahlung mit ©0Co-v-Strahlen und UV-Licht
von 2537 % Wellenlsnge
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Abb. 24:

Dosis~Effekt-Kurven filir die Inaktivierung von
T1-Phagen, BUT1-Phagen, infektidser @X174-~-DNS
und RNase durch atomaren Wasserstoff (System I
und II) und durch 6000-Y-Strahlung (D3'7 fir
T1-Phagen jeweils auf 4 normiert)
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Abb. 25: Reziproke 37 %-Expositionszeit fiir die Inaktivie-
rung trockener T1-Phagen durch strahleninduzierten
atomaren Wasserstoff in Abhingigkeit von der Inten-
sitidt des primdren 2 MeV-Protonen-Strahls (Methode
B; Zimmertemperatur)
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Abb. 26:

Reziproke 37 %-Expositionszeit filir die Inakti-
vierung trockener T1-Phagen durch strahlenindu-
zierten atomaren Wasserstoff in Abhingigkeit wvon
Materialart und Dicke der bestrahlten Folie
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Abb.

27

Inaktivierung trockener T41-Phagen durch strahlen-
induzierten atomaren Wasserstoff bel verschiede-
nen Probentémperaturen (Methode A - Folie jeweils
auf Zimmertemperatur)
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Abb. 28:

Inaktivierung trockener T1-Phagen durch strahlen-
induzierten atomaren Wasserstoff (lMethode B -
Proben und Folie jeweils auf einheitlicher Tem-

peratur)
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Abb. 29:

Reziproke 37 %-Expositionszeit fiir die Inakti-
vierung trockener T4-Phagen durch strahlenindu-
zierten atomaren Wasserstoff in Abhingigkeit von
der reziproken absoluten Temperatur (Arrhenius-
Darstdlung). Offene Kreise: 1700 % Pormvar-Folie,
Methode B. Volle Kreise: 6 u Hostaphan-Folie,
Methode A
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