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10 :E2inführung in die Problemst~~..1ung

Die Aufgabe, die sich dem Naturwissenschaftler stellt ­
und damit der Reiz, der sich ihm bietet - besteht darin,
möglichst unvoreingenommen aufgrund neuer Erkenntnisse
seine Vorstellungen zu ergänzen, abzuändern oder manchmal
völlig zu verwerfeno Die Notwendigkeit hierzu ist in prak­

tisch allen Forschungszweigen gegeben, denn mit wachsender
Erfahrung wird ein Fragenkomplex zunächst meist nicht ein­
facher und überschaubarer, sondern es zeigt sich nur zu
oft, daß die Vielfalt der Einzelbeobachtungen immer weni­
ger in das arfangs erarbeitete Bild paßto Dies gilt auch
für die molekulare Strahlenbiologie, für aeii Zweig der
Biophysik also, der sich auf molekularer Ebene mit der
Einwirkung von Strahlung (im folgenden sei darunter ein­
schränkend jeweils ionisierende Strahlung verstanden) auf
Materie befaßto Zunächst glaubte man, daß zumindest bei
Bestrahlun.g trockener Substanzen (z 0 BoE'nzyme oder Viren)
eine recht einfache Zuordnung von energie-absorbierendem
Ereignis und biochemisch nachweisbarer Schädigung vorliegeo
Die Vorstellung ging dahin, daß die Bestrahlung über
Coulomb-Wechselwirkung, Compton- und Auger-Effekt - je
nach Art der Energie der Strahlung sowie Kernladungszahl
der Targetatome - in den Elektronenhüllen Anregungen und
lonisationen bewirke; diese fänden mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit ihre Ausprägung in einem bleibenden
Schaden, zoBo dem biochemischen Funktionsverlust von Ma­
kromoleküleno Jedenfalls ging man davon aus, daß die
'geschädigte Stelle' identisch sei mit dem Ort der pri­
mären Energieabsorption, daß also jeweils ein einziges
Molekül betroffen seio Für diesen vermuteten Sachverhal~

wurde-der Bägri.tt des 'direkten Effekts' geprägt, der
einen klaren Unterschied zu den Verhältnissen bei Bestrah­
lung in verdünnten Lösungen aufzeigen f,ollte, wo die ge­
lösten Substanzen in einem 'indirekten Effekt' durch che­
mischen Angriff der Radiolyseprodukte des Lösungsmittels
geschädigt werden 0
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Beachtliche Erfolge, die die Treffbereichstheorie (Lea,
1946; Timofeeff-Ress6vsky und Zimmer, 1947) erzielen
konnte, schienen die plausible Vorstellung vom 'direkten
Effekt' auch zu bestätigen .. Als Beispiele seien die mit
der Theorie gut über~instimmendeWinkelabhängigkeit des
Wirkungsquerschnitts ausgerichteter Tabak-Mosaik-Viren

T

bei variierender Bestrahlungsrichtung (P~llard und
Whitmore, 19$5) genannt, oder auch die Abschätzung der
Treffbereichsmolekul&rgewichte von Biomolekülen, die in
manchen Fäll~n den: tatsächlichen Werten sehr. nahe kam
(z .. B.. Pollard, 1959) .. Mi~ dem '~ne-ioni~ation-mÖdel' von
Lea insein~r ursprünglichen Konzeption, d .. ho der Annahme,
daßeirie ein~ige ronisa-tlon innerhalb eines Mak:coIrloleküls
zu dessen bidchemi~ch~r :tnaktivi~rung iün.±>e, .sowie mit dem
damit in engem Zusamm~nhang stehenden Bild d~s 'direkten
Effekts' waren jedoch Befunde über den EinflUß der Tempe­
ratur auf die Strahlehempfind.lichkeit nicht iu vereinba­
ren .. Wie schon vorher für Lösungen, koh.-1'lte a:dch bei Be.....
strahlUng im Trockenen gezeigt werdeh, daß mit abnehmender
Temperatur die Inaktiviertingsrate von Biomolekülen kleiner
wird (Setlow, 1952; Adams und Pollard, 1952) .. Ionisationen
und auch Anregungen, die zu chemischen Veränderungen führen,
erfolgen jedoch in erster Näherung temperaturunabhängig,
da die hierfür erforderlichen Energiebeträge um 2 bis 3
Größenordnungen über den thermischen Energien des in
Frage kommenden Temperaturbereichs liegen .. Als man fan&,
daß unter bestimmten Versuchsbedingungen (erhöhten Tempe­
raturen) der Inaktivierungsquerschnitt eines Moleküls
ilp!':U::~A'n O"pnTnP+:,...; q .... "h'" I1hmOQQ11'Y'lC"l'O'Y'l iiho'Y'l+:'Y'lof'f'O'Y'l "Ir!:>'Y'l'" (~"'+:, 1"\1.1
_~"- ...... _-._ O---"L,U.- .... .-.---"' ............ -.... ""'..u.a.v ....... .....,\,A......o""• .a. """"..., ...... .L. ..,. .................. ~..,... ...:lr.II;"A... .J..I,.Io. ,_.....,..., ..... "vv,

1952), wurden durch treffbereichstheoretische Überlegungen,
die in anderen Fällen so positive Argumente erbringen konn.....
ten, erste Zweifel an der Stichhaltigkeit der Hypothese
vom 'direkten Effekt' geweckt ..



Die in den Jahren seither durchgeführten Untersuchungen
über den Einfluß mOdifizierender Faktoren (zoBo Tempera­
tur, Schutzstoffgehalt, An- oder Abwesenheit von Sauer­
stoff) auf die Strahlenempfindlichkei t zeigen klar, daß
auch bei Bestrahlung im Trockenen eine heterogene Reak­
tionsfolge zur endgültigen Schädigung führt, daß also
der dafür geprägte Begriff des 'direkten Effekts' den
tatsächlichen Verhältnissen nicht gerecht wird. Doch auch
die Fülle eindeutiger Widersprüche konnte nicht verhindern,
daß dieser Begriff nicht nur im Sprachschatz, sondern auch
in der Vorstellung vieler mit diesem Fragenkreis befaßter
Wissenschaftler ein zähes Leben führt. Hierfür mag nicht
~l.l:Let~t die ·~atsache verantwortlich sein, daß trötz man...
cher Versuche bis heute noch kein anderes, in sich ge­
schlossenesModell aufgezeigt werden konnte, das in über­
zeugender Weise alle bei der Strahleninaktivierung von
Biomolekülen im Trockenen festgestellten Phänomene zu
erklären vermocht hätte.

Um den experimentellen Befunden - vor allem den Untersu­
chungen zum Temperatureffekt - Rechnung zu tragen, wurden
Hypothesen über den Beitrag von Anregungen (Augenstein
und Mason, 1962) sowie über die indirekte Beeinflussung
durch benachbarte Moleküle aufgestellt. In einigen Ar­
beiten (Hutchinson, 1960; Augenstein und Mason, 1962)
wurden temperaturabhängige Prozesse in Form von intra­
molekularer Energie- und Ladungswanderung postulierto
Hutchinson (1960) schlug sterische Behinderung als weite-
re Erklärungsmöglichkeit für die TemtPratl~abhängigkeit

der Strahlenempfindlichkeit vor: Durch primäre Energieab­
sorption abgetrennte Molekülstücke würden bei tiefen Tem­
per?-t1.1ren w_egen der weitgehenden Einfrierung derWlirnre·
bewegung in ihrer ursprünglichen Position zum Molekülrest
festgehalten, w~durch eine Rekombination der Bindungsva­
lenzen ermöglicht würde ('cage-effect')o Normen und SpiegIer
(1962) stellten das 'thermal-spikesf-Modell zur Diskussion.
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Danach sollen di~ Npleküle innerhalb eines Hitzeschlauches
um die Bahn eineS Teilchens mit ausreichendem linearen
Energie-Transfer (L~T), in dem die Temperatur einen kriti­
schen Wert übersteigt, thermisch inaktiviert werden; die
Ausbildung bZWb Ausdehnung der 'thermal spikes' hänge we­
sentlich von aet Bestrahlungstemperätur abo Einige weitere
Hypothesen bra~chen hier nicht aufgeführt zu werden, da sie
keine allzu große nberzeugungskraft besaßen und nur geringe
Resonanz fandeno

Es wurden aber auch Reaktionsmechanismen angedeutet, die
neben einigen der schon erwähnten Vorstellungen bis heute
in .. der ... Diskussion .. blieben, .. und.diezumTeil ...durchdievor­
liegenden Untersuchungen bestätigt, präzisiert oder er­
gänzt werden konnteno Diese Vorschläge enthielten erst­
mals - orientiert an den Verhältnissen bei Bestrahlung
im Flüssigen - die Annahme diffusibler und reaktionsfähi­
ger Bestrahlungsprodukte, wodurch sie die vagen Vorstel­
lungen von intermolekularer Wechselwirkung konkretisierteno
Bachofer und Mitarbeiter (1953) fanden bei Bestrahlung von
Bakteriophagen, daß sich der Inaktivierungsquerschnitt aus
einem konstanten und einem überlagerten temperaturabhängigen
Anteil zusammensetzt 0 Während sie den konstanten Term der
Wirkung primärer Ionisationen zuordneten, brachten sie die
Temperaturabhängigkeit mit der Schädigung durch strahlen­
induzierte diffusible Agentien in Zusammenhango In enger
Beziehung dazu steht eine weitergeführte Deutung, die den
variablen Anteil des Wirkungsquerschnitts auf temperatur-
gesteuerte Diffusionsprozesse zurückführt (Bacq Und
Alexander, 1961)0 Nach dieser Deutung können radikalische
Produkte, durch 'Treffereignissei von den Makromolekülen
abgetrennt, in Potentialmulden ('traps') festgehaltenwer..;.
den; gegebenenfalls werden sie aber durch Aufwendung ther-'
mischer Energie wieder aus diesen 'traps' befreit, wodurch
die Weiterreaktion ermöglicht und die ~estgestellte Gesamt­
schädigung erhöht wirdo Daß freie Radikale bei Strahlen-
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einwirkung auf Biomoleküle erzeugt werden, ist durch eine
Vielzahl von Elektronen-Spin-Resonanz (ESR)-Untersuchungen
während etwa des vergangenen Jahrzehnts erwiesen (zoBo
1'1üller, 1964)0

Auf der Suche nach einer Erklärungsmöglichkeit für den sen­
sibilisierenden Einfluß von Sauerstoff sowie für die
Schutzwirkung von Verbindungen, die Sulfhydryl- oder D~:sul­

fid-Gruppen enthalten, wurden einige Autoren (Alexander
und Charlesby, 1955; Howard-Flanders, 1960; Howard-Flan­
ders et alo, 19631 Braams, 1963) zu der Vermutung gelei­
tet, daß es sich bei den strahleninduzierten kleinen Ra­
dikalen in erster Linie um atomaren Wasserstoff handleo
Die in diesem Zusammenhang interessierenden Schritte des
vorgeschlagenen Reaktionsschemas sehen folgendermaßen aus:

Durch primäre Energieabsorption wird von einem Makromole­
kül l'1H entsprechend der Gleichung

ein Wasserstoffatom abgetreTh~to In diesem Prozeß entste-.,
hen 1'1akroradikale 11, die nun weitere Reaktionen eingehen
können, zoBo durch Ausbildung von Vernetzungen in der
Form

o 0

11 + 1'1 --:)- 1'1-1'1 oder
o .,

1'1 + l'1H -) 1'1-M + H,

die zu einer irreversiblen Schädigung führen., Wegen der
starren gegenseitigen Fixierung der großen 1'1olekülreste
in trockenen Präparationen werden derartige Reaktionen
sehr wahrscheinlich erst nach dem (für den biochemischen
Nachweis erforderlichen)~i.E;q.~I:'9-lJ.i'lösender.Probenablau­

feno Das abdissoziierte Wasserstoffradikal (nach Glo (1)
oder (3)) kann nun, sofern es nicht mit dem 1'1olekülrest
oder einem anderen H-Atom rekombiniert, ein noch unge­
schädigtes Molekül angreifeno Dies ist entweder gemäß

(4)
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J.rt.FÖf'm einerH"Abstraktions~Reakti6n mög:iCh; wobei mole­
kularer Wasserstoff freigesetzt wird, oder es fUhrt zur Bil~

dung eine§ Ahia~erungsradika1s:

O. C)

MB: + R~ MH1L

Auch die durch·R~Atom-Einwirkunggemäß den beiden zuletzt
genannten Gleichungen entstandenen Molekülradikale sind
jeweils als Vorstufen einer 'letalen Veränderung' (Inakti­
vierung oder allgemein biochemischer Funktionsverlust) an­
zusehen, für deren endgültige Ausprägung noch eine weitere
Reaktion - etwa der durch die Gleichungen (2) und (3) be­
schriebenen Art - folgen mußo

Daß bei Bestrahlung organischer Substanzen ein Gas gebildet
wird, das größtenteils aus Wasserstoff besteht, ist seit

ängerem bekannt ° Diese Wasserstoff~Abspalturtgist für
einige strahlenbiologisch besonders interessante Objekte
wie Aminosäuren (Jacobs, 1962; Sommermeyer et alo, 1967)
und Nukleinsäure-Bausteine (Jacobs, 1962; Merwitz, 1967)
genauer untersucht" Das ent\ilreichende H2-Gas kann ent'tAleder
durch Rekombination zweier Wasserstoffatome oder gemäß
Gleichung (4) durch Abstraktion entstehen" Durch ESR-Unter­
suchungen gelang es Patten und Gordy (1964) und vor kurzem
Müller und Dertinger (1968), strahleninduzierte freie Radi~

kaIe als atomaren Wasserstoff zu identifizieren, der bei
tiefen Temperaturen in 'traps' stabilisiert wird" Copeland,
Sanner und Pihl (1968) nehmen H-Radikale als wahrschein­
liche Zwischenglieder in der bei Lagerung oder Erwärmung
trocken bestrahlter Substanzen beobacht"eten Radikalum.wand==-

lung an" Ein Beweis für das Auftreten intermolekularer Ver­
netzungen (tcross-links') ist der Befund von Jung und
SchüßTer{'1966) ~···daßRibönukleasenacn·· BestrahlUiig ··ifu.·

Trockenen und anschließendem Auflösen überwiegend in dime­
risierter Form vorliegt, wodurch eine experimentelle Be­
stätigung für Gla (2) und/oder Gla (3) erbracht ista Für
trockene Systeme konnte ~Qederum durch ESR-Messungen ge-
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zeigt werden, daß unter Einwirkung von atomarem Wasser­
stoff Molekülradikale gebildet werdeno Solche Reaktionen
sind bisher nachgewiesen für Aminosäuren (Snipes und
Scbmidt, 1966), wie auch für Nukleinsäuren (Heller und
Cole, 1965; Herak und Gordy,1966a) ünd deren Bausteine
(Heller und Cole, 1965; Herak und Gordy, 1965, 1966a,
1966b; De Holmes et ale, 1966, 1967)e Bei den bis jetzt
eindeutig identifizierten, durch H-Atom-Einwirkung ent­
standenen Produkten handelt es sich stets um Additions­
Radikale (Gle (5)~ Ein Beispiel dafür, daß bei H-Radika­
len die Addition gegenüber Abstraktions-Reaktionen über­
wiegt, fanden Vacek und Schulte-Frohlinde (1968) durch
Bestrahlung von gelösten bzwe ineiIlefeste Matrix aus
Schwefelsäure-Glas eingebauten Alkoholene

So aufschlußreich diese ESR-Ergebnisse auch sind, sie ver­
mochten doch keine endgültige Antwort auf die letztlich
interessierende Frage zu geben, ob die strahleninduzierten
diffusiblen Radikale auch zur Inaktivierung biologischer
Elementareinheiten beitrageno Erste Untersuchungen an ver­
dÜIh~ten LösUIlgen von Enzymen (Mee et ale, 1965; Be Holmes
et ale, 1967), Bakteriophagen (Dewey und Stein,1968) und
isolierter Phagen-DNS (Hagen und Jung, 1968) zeigten, daß
im Flüssigen die Funktionsfähigkeit von Biomolekülen durch
die Einwirkung von atomarem Wasserstoff zerstört werden
kanne Ein entsprechender Nachweis für trockene Systeme wurde
erstmals mit dieser Arbeit versuchto

Gelegentlich w~rd die Kette von Prozessen, die während und
nach einer Bestrahlung ablaufen, in eine Folge einzelner
Wechselwirkungs- und Reaktionsphasen gegliederte Wenn man
die Gefahr der Vereinfachung nicht übersieht, die eine
solcheSchell1.atisierti.ri.g immer mit sich bringt, kann eine
derartige Einteilung durchaus nützlich sein, die komplexe
Struktur des Reaktionsmechanismus anzudeuten, über den der
schließlich feststellbare Strahlenschaden zustande kommt"
Danach spricht man von der physikalischen Phase (Dauer
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cao 10-13 sec) der primären Energieabsorption; in der physi­
ko-chemischen (cao 10-10 sec) und chemischen Phase (10-6 sec)
spielen sich Sekundärprozesseab, bei denen es sich um
Energieumlagerung, Dissoziation, Diffusion und Radikalreak­
tionen hand.elt; die sogo biologische Phase, in der es zur
Ausprägung d~r biologisch relevanten.Veränderun~enkommt,
kann von genetischen und metabolischen Vorgängen beei:n­
flußt sein und sich ubermehrere Jahre erstreckeno Alle
ReaktionsSchritte, die durch Veränderungen der Versuchs­
bedingungen zU beeinflussen sind, im besenderen Prozesse,
an denen strahleninduzierte, diffusible Speties mitwirken,
und die im wesentlichen den Gegenstand der vorliegenden
Untersuchungen bilden, .. sind sömit der zweiten uhddritten
Pha{e zuzuordneno

In der physikalischen Phase sind unter üblichen Bestrah­
lungsverhältnissen Anregungen und Ionisationen die aus­
schlaggebenden wechselwirkungsmechanismen, wobei im Falle
von Quantenstrahlung Energieübertragung an Elektronen durch
Compton- und Photoeffekt oder Paarbildung vorausgehto Da­
neben gibt es noch einige weitere, in ihrem Beitrag meist
vernachlässigbare Möglichkeiten primärer Energieabgabe,
unter denen den elastischen Kernstößen aber doch auch vom
strahlenbiologischen Standpunkt aus Interesse zukommto Als
elastischer Kernstoß sei hier ein Wechselwirkungsereignis
definiert, in dem ein einfallendes Teilchen Energie an ein
ganzes Atom überträgt, wobei die Summe der kinetischen Ener­
gien der Stoßpartner erhalten bleibt, der Energieverlust
für Anregung oder Ionisation also vernachlässigbar isto
Wenn das stoßende Teilchen geladen ist (zoBo Proton, a­
Teilchen), kommt die Energieübertragung durch Coulombwechsel­
wirkung zustande, die mathematisch guterfaßbar ist ,wenn für
das abgeschirmte Potential des gestoßenen Kerns das Thomas­
Fermi-Modell oder ein ähnliches Zentralpotential zugrunde
gelegt wird" Ist das einfallende Partikel ungeladen (zoBo
Neutron), erfolgt die Wechselwirkung über Kernkräfte extrem
kurzer Reichweiteo Prinzipiell liegen die Verhältnisse dabei
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gleichartig, nur sind die Werte für die Stoßquerschnitte
und Austauschintegrale stark veränderto

Durch einen solchen elastischen Kernstoß kann ein Atom
genügend Energie übertragen bekommen, um aus seiner Posi­
tion in einem Molekül oder Atomgitter herausgelöst zu werdeuo
Auf diese Weise erzeugte Versetzungen in Festkörpern sind
gut untersucht (Heitz, 1949)0 Dies stellt zwar, zoBo in
einem Biomolekül, einen drastischen Eingriff dar, ist aber
normalerweise wegen der ausgeprägten Empfindlichkeit eines
solchen Systems gegenüber den viel häufigeren Anregungen
und Ionisationen ohne große Bedeutungo Unterhalb eines
bßstimmten·- von der Art des Teilchens und des durchstrahl­
ten Materials abhängigen - Energiewerts verliert ein gela­
denes Part~kel jedoch mehr Energie in Kernstößen als in
inelastischen Stoßprozesseno Neufeld und Snyder (1961) be­
rechneten für Protonen und biologisches Material qie Ener­
gieabhängigkeit des Bremsquerschnitts für Ionisatiqnen und
für KernstößeQ Aus der in Abbo 1 graphisch wiedergegebenen
Abschätzung geht hervor, daß in diesem Fall unterhalb von
etwa 1,5keV der Energieverlust durch elastische Kernstöße
dominierend wirdo Hieraus wird deutlich, daß zoBo für die
Dosimetrie epithermischer Neutronen, die in Gewebe ja
überwiegend niederenergetische .. Protonen und thermische
H-Atome auslösen, den Kernstoßprozessen ausschlaggebende
Bedeutung zukommt (Zimmer, 1956)0

Die Frage nach der biologischen Wirksamkeit elastischer
Kerristöße, die bereits wiederholt aufgegriffen wurde
(Platzman, 1952; Fano, 1954; Zimmer, 1956; Riehl, 1956),
ist bei Jung (1964, 1965,1966) ausführlich diskutierto
In den letztgenannten Arbeiten sind auch die hauptsäch­
lichen Bchwierigkeiten erOrte-rt~ d.ie sIch bei einer expe­
rimentellen Untersuchung dieser Frage ergebeno Außerdem
sind die Gründe dargelegt, die Bestrahlungen mit langsa­
men Protonen als die geeignetste Methode erscheinen lassen,
die Wirkung von Kernstößen auf makromolekulare und elemen­
tarbiologische Objekte zu untersucheno



Will man zuver;~ ..ässige und möglichst allgemeingültige In­
formationen über den Ablauf uhd die Auswirkungen strahlen­
induzierter Primär- und Sekundärprozesse in biologischen
Objekten gewinnen, ist man zwangsläufig gehalten, sich auf
einigermaßen überschaubare elementare Systeme zu beschrän­
ken.. Es ist leicht einzusehen, daß auf molekularer Ebene
(selbst hier ist die Überschaubarkeit bezüglich Aufbau und
Funktion der Moleküle in den meisten Fällen bei weitem
noch nicht erreicht) am ehesten solche Informationen zu
erwarten sindo Hier werden die Ergebnisse noch nicht durch
Stoffwechselprozesseverzerrt, und die biologische Varia­
bilität, die mit dem Organisationsgrad eines Systems zu­
nimmt, ist von sehr unte:rgeordIleter 13e<ie'U.tUllg.. 13@stJ.:'a.l1J..@gs­
versuche an mikrobiologischen Objekten (zoB .. Zellen) oder
gar höheren Organismen sind für spezielle Frage.stellungen
sicher aufschlußreich - zu grundlegenden Erkenntnissen über
den Mechanismus der Strahlenwirkung haben sie in keinem
Fall geführt .. Neben diesen, von der angestrebten allgemein­
verbindlichen Aussagekraft diktierten Argumenten können auch
physikalisch-technische Gründe die Verwendung makromolekularer
Einheiten notwendig machen .. In den hier referierten Unter­
suchungen setzen die extrem kurze Eindringtiefe langsamer
Protonen wie auch die geringe Diffusionslänge thermischer
H-Atome voraus, daß die Proben in dünnsten, praktisch mono­
molekularen Schichten vorliegeno Als elementarebielogische
Untersuchungsobjekte wurden das EnzYm Ribonuklease (EmTase),
der Bakteriophage T1 sowie die einsträngige Desoxyribonuklein­
säure (DNS) des Phagen 9JX174 gewählto Die Frage, obPhagen
bzw .. Viren ganz allgemein der belebten oder unbelebten Ma­
teriezuzuordnen sind, dürfte eher auf eine philosophische
als auf eine naturwissenschaftliche Diskussion hinauslau­
fen..Jedenf'al1s haben sie keinerlei Stoffwechsel und be­
stehen rund zur Hälfte ihres Gewichts aus einem einzigen,
wenn auch sehr kompliziert strukturierten Nukleinsäure­
molekül .. Man kann sie also mit einiger Berechtigung den
•Biomolekülen , zurechnen .. Die zentrale Bedeutung der
Nukleinsäuren in der Biologie und somit das Interesse,
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das ihnen auch in der Biophysik zukommt - als Träger der
genetischen Information sind sie die Steuerelemente aller
Lebensvorgänge - 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 0

Bisher war sehr allgemein von der Ausprägung eines endgül­
tigen 'Strahlenschadens' die Rede. Da jedoch in einer be­
strahlten Probe eine Vielzahl von Veränderungen auftreten
kann, ist es notwendig, im Einzelfall den 'Schaden' zu
definieren, also einen Testeffekt festzulegeno Bei Phagen
kann man sich zoBo auf die Adsorption an ein Wirtsbakterium,
auf die Injektion der DNS, auf die Produktion neuerPhagen
oderäbnlichesbezieheno unter der üblicherweise gemessenen
'Inaktivierung' ist der Ausfall einer markanteu''C und meist
der strahlenempfindlichsten) Funktion zu verstehene Damit
ist für die hier verwendeten Versuchsobjekte bei RNase die
Zerstörung der enzymatischen Aktivität gemeint und bei
Phagen und infektiöser DNS der Verlust der Fähigkeit, in
einem Wirtsbakterium die Produktion kompletter neuer Phagen
zu veranlassen. Es sei jedoch darauf hingewiesen, daß es
Bestrahlungsfolgen in den Biomolekülen gibt, zeBe die Ver­
änderung einer Aminosäure in der RNase (Jung und Schüßler,
1968), die in Funktionsfähigkeit nicht beeinträchtigen, die
also beim üblichen Testverfahren nicht als 'Treffereignis'
erfaßt werdeno

Der Inaktivierungsgrad einer Probe hängt meist exponentiell
von der Bestrahlungsdosis ab (auf Abweichungen, die in be­
stimmten Fällen und vor allem bei kleinen Dosen auftreten,
soll hier nicht näher eingegangen werden)o Diese Dosis­
Effekt-Beziehung ist durch die Gleichung

(6) -SD= e

wiedergegebene Hier steht N/No für den Bruchteil der mole­
kularbiologischen EitiAeiten, der eine Bestrahlung mit deI:
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Dosis n ohne Funktionsverlust überstanden hato Durch eine
elementar~statistischeDeutung läßt sich diese Abhängig­
keit so interpretieren, daß jeweils ein einziges schaden­
auslösendes Ereignis ('Treffer') genügt, um ein Biomole­
kül zu inaktivieren (Zimmer, 1960)" S wird meist als .Inak­
tivierungsquerschnitt bezeichnet und ist eine Konstante,
die die Empfindlichkeit eines Systems gegenüber einer be­
stimmten Strahlenart unter den jeweiligen Versuchsbedin­
gungen charakterisiert" Es ist üblich geworden, die Größe
1/S = D37 (bei dieser Dosis ·,ist N/No = 0,,37) als Maß für
die Strahlenresistenz zu benützen"

In einer Änderung dieser D7-7-Werte drückt sich somit auch
:J ••

eine eventuelle Temperaturabhängigkeit der Uberlebensrate
aus" Faßt man die Inaktivierung als chemische Reaktion auf,
die mit einer bestimmten (temperaturabhängigen) Geschwin­
digkeitskonstante abläuft, so kann man nach Arrhenius für
die Strahlensensibilität, die der Geschwindigkeitskonstan­
ten proportional ist, rein formal eine exponentielle Tem­
peraturabhängigkeit zugrunde legen:

(7)
-Ea/RT

S = A " e

(R = allgo Gaskonstante, T = absolute Temperatur)" Bei ge­
nauer Betrachtung zeigt sich, daß auch die 'Konstanten'
A und Ea mit der Temperatur variieren (Marshall und
Purnell, 1968)" Der Temperaturexponent Ea , der den je­
weils betrachteten physiko-chemischen Prozeß charakteri­
siert, kann in Analogie zur üblichen Betrachtungsweise
der Chemie als .Aktivierungsenergie bezeicb..n.et 't'1erden..

Ergibt sich beispielsweise bei einer Auftragung von InS
über der reziproken Temperatur ('Arrhenius-Darstellung')
eine Gerade,so läßt das daraut: schließen, daß ein ein­
ziger Reaktionsschritt zum beobachteten Effekt führt" Aus
der Steigung der Geraden ist die der betreffenden Reaktion
zugeordnete Aktivierungsenergie zu entnehmen"
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110 Grundkonzeption der Arbeit

Nach der eben geschilderten Arrhenius-Methode analysierten
Günther und Jung (1967) eine Reihe der aus der Literatur
verfügbaren Daten über die Temperaturabhängigkeit der Strah­
lenwirkungo Sie fanden, daß sich die Inaktivierungsquer­
schnitte S(T)(mit einer einzigen Ausnahme) jeweils aus einem
temperaturunabhängigen Term und einem überlagerten, tempe­
raturabhängigen Anteil zusammensetzen ° Für Experimente, die
auch nach erhöhten Temperaturen hin ausgedehnt worden waren,
ließ sich dieser überlagerte Anteil wiederum in zwei rein
exponentielle Terme (in der Arrhenius-Darstellung also in
zwei Geraden) zerlegen (verglo Abbo 18)0 Die AutoreA ~Q~­

tenaufgruDd dieser Analyse eine allgemeine Beziehung for­
mulieren, die für verschiedene makromolekulare und elemen­
tare biologische Objekte sowie für eine Vielfalt von Strah­
lenarten die Temperaturabhängigkeit des Inaktivierungsquer­
schnitts recht befriedigend beschreibt durch die Gleichung

(8)
-E /RT -E1/RT -E2/RT

SeT) = SoDe 0 + S1°e + S20 e

(Eo in praktisch allen Fällen = Null)o Die Temperaturexpo­
nenten Eo ' E1 und E2 wurden als 'formale Aktivierungsener­
gien' bezeichnet, da es nicht möglich war, sie irgendwel­
chen bekannten chemischen Reaktionen zuzuordneno In der
Tabelle sind die für diese Exponenten ermittelten Werte
aufgeführt, ergänzt durch einige Ergebnisse neuerer Unter­
suchungeno Ein Teil der Daten stammt ääs ESR-Messungen, in
denen die Ausbeute a..."1 freien Radikalstelien in Abhällgigkei t
von der Bestrahlungstemperatur bestimmt vln.lrdeo Ein kurzer
Blick auf die Tabelle macht deutlich, daß in nahezu allen
Fällen neben einem temperaturunabhängigen Anteil (Eo = 0)

eine. zweite Komponente auftritt, derell formale Aktivierungs­
energie E1 meist nur wenig um 1 kcal/Mol schwankt ° Soweit
überhaupt untersucht, kommt bei hohen Temperaturen noch eine
weitere Komponente zum Trageno Ihr Temperaturexponent E2
liegt etwa zwis~hen 3 und 605 kcal/Molo Es läßt sich noch
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nicht eindeutig abschät~en, ob diese starke Schwankung
auf reale Unterschiede zwi~bheh deh einzelnen Werten von
E2 hinweist oder ob diesehcDatgn ein eiriheitlicher Wert
zugrunde liegt (wie bff'ehsichtlich bei E1 ), der durch.die
beträchtlichen Auswerte-'Ungenauigkeiten verzerrt wird:
Für die Ermittlung von E2 ist zweimalige Differenzbildung
erforderlich; außerdem steht dafür nUr ein relativ enger
Temperaturbereich zur Verfügung, da durch thermische Inak­
tivierung von Biomolekülen bZWe durch 'Ausheizen' von
RadikalstelIen bei erhöhten Temperaturen recht bald expe­
rimentelleGrenzen gesetzt sinde

Während der erste Term in Gle (8) noch als unmittelbarer
Beitrag von Ionisationen und elektronischen Anregungen
(die ja näherungsweise temperaturunabhängig sind) gedeu­
tet werden kann, ist für die beiden anderen Glieder wegen
der niedrigen Werte ihrer Aktivierungsenergien eine kon­
krete Interpretation schwierig. Übliche Bindungsenergien
sowie die Wärmetönungen der meisten phFSiko-chemischen
Prozesse liegen um ein bis zwei Größenordnungen höhero
Lediglich Wasserstoffbrücken-Bindungen -ünd einige Radikal­
reaktionen fallen etwa in diesen Energiebereicho Es fand
sich aber kein Ansatzpunkt, der es erlaubt hätte, auf
dieser Tatsache eine plausible Deutung der Temperatur­
exponenten E1 und E2 aufzubauene

Da bisher bei Untersuchungen über den Temperatureinfluß
auf die Strahleninaktivierung im Trockenen der Bereich
erhöhter Temperaturen meist vernachlässigt worden war,
E2 also nur in vrenigen Fällen erfaßt werden konnte (vergL,
Tabelle), sollte im Rahmen dieser Arbeit zunächst ver-
sucht werden, einen Beitrag zum Schließen dieser Lücke
in den rein phänomenologischen Befunden zu lieferne Dazu
bot sich an, eine Meßreihe von Günther und Jung (1967), in
der der Wirkungsquerschnitt für die Inaktivierung von RNase
mit 2 MeV-Protonen zwischen 90 °K und 300 °K bestimmtwor­
den war, nach erhöhten Temperaturen fortzusetzene Hierbei
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sollte sich zeigen, ob auch in diesem System ein zweiter
temperaturabhängiger Term auftritt, naöhdem bisher für
RNase erst ein einziger derartiger Befund - E2 = 601
kcal/Mol bei dünn-ionisierender 3 MeV-Elektronen-Strah­
lung - bekannt war (Fluke, 1966)0 Die Ergebnisse der bis
170 oe ausgedehnten Messungen sind in Abschnitt IV02
wiedergegebeno

Während dieses Experiment ein ziemlich spezielles Problem
anschnitt, zielte das Hauptprogramm der vorliegenden Arbeit
auf eine in derselben Richtung liegende, aber weit grund­
sätzlichere Fragestellung hino Es sollte untersucht wer­
den, ob durch Strahleneinwirkung freigesetzter Wassers~Qff

tatsächlich in der Lage ist ,trockene makromolekulare Ob­
jekteanzugreifen, und ob gegehenenfalls eine derartige
Radikalinaktivierung mit dem bei ionisierender Bestrah-
lung allgemein beobachteten Temperatureffekt in Zusammen­
hang gebracht werden kann .. Entsprechende Möglichkeiten waren
in einigen Hypothesen bereits angedeutet worden (verglo
vorausgehenden Abschnitt) 0 Das Problem der Inaktivierung
durch atomaren Wasserstoff ließ sich auf zwei getrennten,
in ihrer Aussagekraft sich gegenseitig stützenden und er­
gänzenden Wegen angeheno Die eine Möglichkeit bestand darin,
in Wasserstoffatmosphäre eine Hochfrequenzentladung zu
zünden und die dabei durch Dissoziation - gewissermaßen
'synthetisch' - gebildeten H-Atome mit dem Probenmaterial
reagieren zu lassen (vergI. Abschno 111$501)0 In dem
zweiten System (Abschno 1110502) 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; Weoodadurchfreibeweglicheundreaktions­
fähige. Radikale erzeugt werden, so müssen sie auch aus
der dünnen Schicht herausdiffundieren und mit unmittelbar
gegenüberliegendem Probenmaterial reagieren können.. Die
erwartete Inaktivierung der Proben sollte in einem einzi­
gen, räumlich unterteilten System einen Nachweis für zwei
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Reakti6nsscnri tte, für 610 (1) und Glo (4) bzwe Glo (5)

des hypothetischen Schemas; erbringen 0 Als Uhtersuchungs~

objekt~ fü~beide Methoden dienten RNase, infektiöse
?}X174-DNSund. T1","P]iagefi" Daneben wurde auch hoch der homologe
Phagenstanilil verwendet,1h dessen DNS die Base Thymih etws.
zu 2/3 (Hotz, 1965) dur6n aas basenanaloge Bromuracii er­
setit ist (~UT1-Phageh)d Eihe solche Substitution bewirkt

. . . -

sowohl gegehüber ionisi~rerlder wie nicht-ionisierender
Strahlung eine Steigeruftg der Sensibilität um einen Faktor
2 bis 3 (Hotz und Zimmer, 1963)0

Nachdem in den beiden Versuchsreihen und für sämtliche
T~~t~y§teme eine 1nakt~vier~gd~rPr9b~~ night nur ~~g~­

gewiesen, sondern auch als exponentiell von der Exposi­
tionszeit abhängig gefunden war (eine andere Kinetik hätte
einen Beitrag solcher Radikalreaktionen zur Strahlenschä­
digung von vornherein ausgeschlossen, da Dosis-Effekt­
Kurven normalerweise keine nicht-exponentiellen Anteile
aufweisen), erschien das zweite Hauptvorhaben - die Unter­
suchung der Temperaturabhängigkeit dieser Radikalinakti­
vierung - möglich und sinnvollo Für die Durchführung dieses
Vorhabens bot sich gerade die zweite der beiden skizzier­
ten Methoden ane Hiermit ließ sich eine der wesentlichen
experimentellen Voraussetzungen erfüllen, nämljeh in einem
weiten Bereich gut definierte Probentemperaturen zu er­
reichen und über ausreichende Zeitspannen während der
Exposition aufrechtzuerhalteno Eine speziellf.; für diese
Erfordernisse konstru~erte Expositionskammer (Abschne
11106) ermöglichte Inaktivierungsversuche nach zwei verschie­
denen Verfahreno Einmal konnte die bestrahlte Folie auf kon­
stanter (Zimmer-) Temperatur gehalten werden, während sich
die Temperatur der Proben nach unten (biscao 100c>K) und
oben variieren ließo Auf diese 'Weise war gleichbleibende
Radikalausbeute gewährleistet; eine eventuelle Änderung
der Inaktivierungsrate konnte somit nur in einem Temperatur­
einfluß auf Diffusions- und Reaktionsprozesse im Proben-
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material begründet seino Im zweiten System wurden Proben
und Folie gemeinsam abgekühlt oder erwärmt und befanden
sich also jeweils auf gleicher Temperaturo Hier war dem­
nach die Radikalauslöserate mit in das Experiment einbe­
zogen~ sie konnte nicht von vornherein als konstant be­
trachtet werdeno Falls diese Auslöserate und damit das
Radikalangebot tatsächlich von der Temperatur beeinflußt
wird, so mußte sich das in einer gegenüber der ersten
Versuchsreihe veränderten Temperaturabhängigkeit der Inak­
tivierungsrate bemerkbar macheno

Parallel zu dem soeben skizzierten Programm und in engem
thematischem Zusammenhang damit (siehe Ab~9.hn•. 1:) wurg.~

eine Untersuchung über die Wirkung von Kernstößen auf in­
fektiöse Einstrang-DNS des Phagen 0X174 durchgeführto Die
bisher einzigen quantitativen Aussagen über die biologische
Wirksamkeit elastischer Kernstöße waren durch Bestrahlung
von RNase mit langsamen Protonen gewonnen worden (Jung,
1964, 1965, 1966)0 Hierbei hatte sich ergeben, daß für
die Inaktivierung eines solchen Proteinmoleküls durch
einen Kernstoß nur 25 %der für eine (mit der wahrschein­
lichkeit 1 inaktivierende) Primärionisation erforderlichen
Energie aufzuwenden sindo Mit anderen Worten: Kernstöße
sind bei der Inaktivierung von RNase etwa viermal wirksamer
als Ionisationeno Es lag nahe, die Experimente nun mit DNS
weiterzuführen, im wesentlichen wegen der großen Bedeutung
der Nukleinsäuren in der Biologie und der vom biochemi­
schen und molekularbiologisohen Interesse diktierten Frage
nach der 'Anfälligkeit' dieser Schlüsselmoleküle gegen­
über Kernstößeno Die Größe des MolekülS (das Molekularge­
wicht der DNS liegt cao 2 Größenordnungen über dem von
RNaf3e) wirft; jedoch das Prohlem des 'Auflösungsvermögens'
dieses Systems auf, die Frage nämlich, ob bei Biomole­
külen dieser Größe die experimentelle Erfassung einzelner
Kernstoßprozesse noch möglich isto Auf dieses Problem wird
in der Diskussion (Abschno IVo1) noch näher eingegangeno
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Die direkte Verbindung zu den Inaktivierungsversuchen mit
atomarem Wasserstoff wird ganz besonders durch folgende
Überlegung beleuchtet: Ein eingestrahltes langsames Proton
wird in Kernstößen aufgrund des Energie- und Impulssatzes
und der Zusammensetzung or~anischen Materials im wesent-

. : -, , ,- ;

lichen H-Atome aus den Molekülen herausschlageno Diese
H-Atome beko~en n~ eine so geringe kinetis6h~ Ene~gie

mft (iiD. Mitt.el werd~n;bei eih~Dl. inaktivierenden Stoß in
RNase h~r etw~ 15 eV übertragen), daß sie nach kurzer
Diffusionsstrecke als ther~ische Teilchen betr~chtet wer­
den könneno Sc,hließlich kann auch das einfallende Proton,
in einer Reihe von Stößen nahezu vollständig aBgebremst,
dttröheinen.Umlad-ungsprozeß ein Elektreh erhalten (denn
die Ionisierungsenergien der in brgamsphen Moleküleneht­
haltenen Atome sind annähernd vön gleicher CröBe) und damit
als Wasserstoff-Radikal tür eine dheml§öhe Reaktion zur
VerfügUng stelleno Wenh die Kernstöße fur sich auch eindeu~

tig primäre Wechselvurkungsereign:Lsse sind, so wird durch
das eben Gesagte doch deutlich gemacht, daß die gesamte
dadurch ausgelöste ReAktionsfolge ein ebenso komplexes
Ineinandergreifen von Primär- und Sekundärprozessen dar­
stellen muß wie bei ionisierender Bestrahlung, und daß es
auch hier nicht möglich ist, nur von einem 'direkten
Effekt' zu sprecheno

1110 Experimentelle Durchführung,

11101 Testobjekte und biochemische bzwo mikrobiologische
Nachweismethoden

RNase ist mit 124 Aminosäurebausteinen ein relativ kleines
Protein mit einem Molekulargewicht von 136830 Nicht nur
seinePrimärstrliktür, also dieAJ:riinosäuresequenz; sondern
auch die Kettenkonformation ist aufgeklärto Diese Sekundär­
struktur wird durch 4 intramolekulare Disulfid-Bindungen
zwischen Cystein-Molekülen sowie über Wasserstoffbrücken,
hydrophobe Bindungen und elektrostatische Kräfte stabili-
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siert und ist für die enzymatische Aktivität von aus­
schlaggebender Bedeutungc Das Molekül kann näherungsweise
als Kugel mit einem Radius von cac 35 i angenommen werdenc
Seine geringe Adsorptionstendenz (im Gegensatz etwa zu
~rypsin) an Glas erleichtert das Experimentieren erheb-
licho Da kein anderes Enzym sowohl biochemisch wie auch
physiko-chemisch auch nur annähernd so gut untersucht
ist, lassen an RNase gewonnene Befunde noch am ehesten
Vergleichs- undInterpretationsmöglichkeiten erwartenc Die
für diese Untersuchungen verwendete, aus Rinderpankreas
isolierte und fünfmal umkristallisierte RNase (Sigma Chemical
Company, Sto Louis) war zusätzlich chromatographisch ge­
reinigt wordene ~r ~PBere Experimente war von besonderer
Bedeutung, daß für RNase in der von Jung (1964) modifizier­
ten Methode von Kalnitzky et ale (1959) eine Möglichkeit
gegeben war, die Aktivität sehr kleiner Enzymmengen
«10-6 g) zu bestimmenc Dieser Nachweis beruht auf dem
in zwei Reaktionsschritten erfolgenden enzymatischen Ab-
bau von Ribonukleinsäure (RNS)o Hierbei werden durch Hy­
drolyse säurelösliche Oligonukleotide freigesetzt, deren
Absorption bei 2600 i eine optische Bestimmung der enzy­
matischen Aktivität ermöglichte Die nach der im folgenden
Abschnitt beschriebenen Methode bereiteten Proben werden
nach Bestrahlung bzwo Exposition in Azetatpuffer gelöste
Nach Vermischung mit der RNS-Lösung kann die Enzymreaktion
ablaufen, die nach einer definierten Inkubationszeit unter­
bUnden wirdc Die überschüssige RNS wird abzentrifugiert,
worauf die optische Dichte des tlberstandes im Vergleich
zu einer Kontrollösung (ohne Enzym) bestimmt werden kanng
Genauere Angaben über diesen Enzymnachweis sind im Anhang
(Abschno VIIc) zu findeno Aus den Untersuchungen von Jung
(1964) geht hervor, daß innerhalb gewisser Grenzen die
Extinktion des tlberstandes sowohl der Inkubationszeit wie
auch der RNase-Konzentration direkt proportional isto Für

den Nachweis sehr kleiner Enz;ymmengen ist es erforderlich,
die in käuflicher RNS bereits vorhandenen Oligonukleotide
vorher durch Dialyse (1 %ige RNS-Lösung in Oe1 molarem
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Azetatpufter gegen Oe01 molaren Azetatpuffer) zu entfer­
neno Dadurch läßt sich einRNS-Substrat gewinnen, mit dem
der enzymbedingte Anstieg des Gehalts an Oligonukl~otiden

mit ausreichender Genauigkeit ermittelt werden kanno

Die T-Bakteriophagen, speziell die ~1.::E.hage.~, stellen bei
den Viren ein ebenso ausgiebig untersuchtes Objekt dar
wie die RNase bei den ~nzymen (zoBe Hotz und Zimmer, 1963)0
Der verwendete Phage T1 besteht zu rund 45 Gewichtsprozent
aus ENS, und zwar aus einem einzigen doppelsträngigen
Molekül (MG 508 0 1Ö7 Daltons), das in einer sekundären
und te~tiären Helix in den Kopf des Phagen gepackt ist6
Die hervorstechendste biochemische Eigenschaft der Phagen
liegt darin, daß sie bestimmte Bakterienstämme, sogo Wirts­
zellen, infizieren und dazu zwingen können, neue Phagen zu
produzieren, wobei das Bakterium meist zugrunde gehte
Innerhalb einer Generationszeit von etwa 15 Minuten bis
zu einigen Stunden (für T1 und sein Wirtsbakterium Eocoli B
sind es 20 Minuten) können so nach der Vorlage eines ein­
zigen Individuums einige hundert komplette Viruspartikel
zusammengebaut werdeno Die Phagen besitzen zu diesem Zweck
in ihrer ~roteinhülle KontaktsteIlen - bei T-Phagen zu
einer regelrechten Anheftplatte ausgebildet ~ mit denen
sie sich an geeignete Rezeptorpartikel der Zellwand an­
lagern können, worauf der DNS-Strang durch die vermutlich
enzymatisch angedaute Zellwand ins Zytoplasma des Bakte­
riums injiziert wirdo Hier besorgen nun zelleigene Ribo­
nukleinsäuren (m-RNS, t-RNS, r-R}TS) 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)o.lJenndies.inmitteneiner Bakterien-.
kultur passiert, die auf einem Indikatornährboden wächst,
so werden von den freigesetzten Viren die ~mgebenden Zellen
befallen,bis schließlich nach mehrstündiger Bebrütung in
dem Bakterienrasen ein Loch ('plaque') zu erkelli~en isto
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Diese Plaquebildungsfähigkeit (PFA) wird meist als Krite­
rium für das ''überleben' eines Partikels, zoBo nach Be­
strahlung, gewählt 0

Die PFA stellt eine besonders strahlenempfindliche Funk­
tion dar und kann denkbar einfach getestet werdeno Trockene
Phagenproben (vergI. folgenden Abschnitt) werden hierzu
in Trypton-Nährbouillon (1 %) gelöst und im selben Medium
bis auf eine Konzentration von einigen 103 intakten Phagen
verdünnt 0 Äufeinem Nährboden verteilt man 001 ml dieser
Lösung mit einigen Tropfen der entsprechenden Bakterien­
suspension, worauf man nach Bebrütung die Zahl der Pla­
ques und damit die hierzu proportionale Zahl der funk­
tionsfähigen Phagenbestimmen kanno Sowohl T1 wie auch
BUT1-Phagen, die in ihren biochemischen Funktionen völlig
identisch sind, wurden in 001 m Natriumtetraborat-Puffer
bei einem Titer von cao 1011 Partikeln/mI aufbewahrto Da
eine geringere Salzkonzentration im Laufe der Zeit die
Aktivität der Phagen beeinträchtigt,wurden die jeweils
benötigten Verdünnungen in bidesto Wasser erst kurz vor
der Probenbereitung hergestellto

Gegenüber den kompletten Viren stellt die infektiöse DNS
des Phagen ~X174 wieder ein molekularbiologisches Objekt
im engsten Sinn des Wortes dar 0 Es handelt sich dabei um
einen in sich geschlossenen Einzelstrang mit einem Mole­
kulargewicht von 1.7 0 106 Daltons (Sinsheimer, 1959b)o
Damit gehört die ~X174-DNS zu den kleinsten Phagennuklein­
säure.:no Mit der Methode der 'heißen Phenolextraktion',
die besonders für geringe Phagenkonzentrationen von Vor­
teil ist, läßt sich durch Denaturierung des Hüllenproteins
die DNS unbeschädigt aus den gan~e!l P:b.agen isolieren
(Grithrie und Sinsheimer, 1963). Die Reinigung und Konzen­
tration der Phagen wurde nach dem von Sinsheimer (1959b)
angegebenen Schema durchgeführto Für die DNS-Extraktion
wird eine Phagenlösung bei 70 oe mehrfach mit Phenol ver­
setzt, worauf durch Zentrifugation jeweils die Phasen
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voneinander getrennt werden.. Im Phenol sammelt sich das
abgebaute Protein, während die wässrige Phase die DNS
enthält. Das Verfahren ist im _~ang genauer beschrieben.
Die auf diese Weise gewonnene DNS-LöslUlg wird schließlich
mehrere Tage gegen NCE-Puffer dialysiert.

Ein Teil der Moleküle eines solchen. DNS-Konzentrates b~­

sitzt noch alle seine biochemischen Fumrtionen. Män nennt
diese isolierten Moleküle infektiös, wEül sie .... genau wie
die von einem Phagen bei der normalen Infektion einge­
schleusten bNS-Fäden .... in einem Wirtshakteriumdie Pro....
duktion kompletter Phagen veranlassen kÖILnen, wenn sie
nur erst ins Innere .der Zelle .gelangt sind, .. waS aller­
dings un.ter normalen Umständen praktisch ausgeschlossen
ist. Um dieses Eindringen ztiermöglichen., bedi~nt man
sich eines Kunstgriffes .. D~ch enzymatische Einwirkung
läßt sich die formgebende Proteinwend der Zellen ganz
oder teil'V'Jeise entfernen, wodurch aus den Bakterien sog.
Protoplasten hzw .. Sphäroplasten werden .. Die verbleibende
dünne Zellmembran kan..n von den DNS-Molekülen in einem
rein passiven Diffusionsvorgang durchdrungen werden .. Ein
weiterer Kunstgriff besteht darin, daß man hierfür 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-Moleküls komplette Phagen produzieren können, deren
Zellwand aber keine Rezeptorpartikel für diese Phagenbe­
sitzt. Dadurch wird vermieden, daß unverbr~achte Sphäro-
plasten, bei denen ja noch ei.n Teil der Proteir~ülle vor~

handen ist, durch neugebildete Phagen infiziert werden ..

Für diehierbeschriebenenExperimente'tVUI'dendi e Sphäro­
plasten nach einem von Guthrie und Sinsheimer (1963) er­
arbeiteten, jedoch entscheidend verkürzten Verfahren be­
reitet, für dessen ausschlaggebende Enzymreaktion man
Lysozym während einer genau definierten Zeitspanne auf
das Protein der Zellwand einwirken läßt (siehe Anhang).
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Durch geringfügige Modifikation des Verfahrens und Weg­
lassen der aufwendigen und zeitraubenden Reinigung und
Konzentration der Sphäroplasten in einer Schichten-Zen­
trifugation wurde erreicht, daß die Sphäroplastenpräpara­
tionen bei gleicher Güte Cdoho 'Ansprechwahrscheinlich­
keit' für DNS) nicht nur einige Stunden, wie bei der Ori­
ginalmethode, sondern mehrere Wochen lang verwendbar blie­
beno So war es möglich, in einem relativ kurzen Arbeits­
gang Zellsuspensionen für eine ganze Reihe von Versuchen
auf Vorrat zu bereiteno Auf diese Weise konnte der für
einen Infektionstest erforderliche Zeitaufwahd um nahezu
eine Größenordnung verringert werden, wodurch Untersuchun­
gen in dem für die vorliegende Fragestellung ~otwendigen

Umfang überhaupt erst vertretbar schieneno

Für die Bestimmu.~g der Infektiosität der verschiedenen
DNS-Präparationen (so unten) wurden die Proben in Tris­
Puffer von den Trägerplättchen abgelöst und mit der Sphäro­
plastenlösung versetzt (so Anhang)o Während der Inkubations­
zeit erfolgt die Infektion der vorbehandelten Zellen, und
die infizierten Sphäroplasten gelangen zur Lysis und stoßen
dabei die synthetisierten Phagen auso Die Konzentration
dieser Phagen, die ein direktes Maß für die Zahl der in
der Infektionslösung anfangs vorhandenen intakten DNS­
Moleküle (oder auch, im Vergleich zu Kontrollproben, für
die Überlebensrate nach einer bestimmten experimentellen
Prozedur) darstellt, wird in ganz analoger Weise zur Ti­
tration von T1-Phagen durch Plattieren in geeigneter Ver­
dünnung ermittelt (mit Eocoli C als Indikatorstamm)o Aus
der in Abbo 2 gezeigten Kalibrierungskurve ist zu ersehen,
daß bei Verwendung der nach der beschriebenen Methode er~

haltenen Sphäroplasten die Plaque-Zahl über etwa 6 Größen­
ordnungen hinweg der DNS-Konzentration direkt proportional
isto
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111 .. 2 Proben'bereitung

Sowohl d~e geringe Eindringtiefe der energiearmen Proto­
nen bei den Kernstoßversuchen wie auch die sehr begrenzte
Diffusionslänge von H-Radikalen bei den Inaktivierungs­
experimenten mit atomarem Wasserstoff machen es erforder­
lich, daß das Probenmaterial in extrem dünnen und mög­
lichst homogenen Schichten vorliegto Die Reichweite von
1 keV-Protonen in biologischem Gewebe von durchschnitt­
licher Zusammensetzung beträgt ZoBo rund 200 i (Drosd,
1968)0 Wenn die Schätzungen über die Diffusionslängen
von thermischen Wasserstoffatomen auch sehr weit ausein­
andergehen, so liegen sie doch zumindest größenordnungs­
mäßig ebenfalls in diesem Bereicho Daraus wird deutlich,
daß die Testpräparationen weitgehend frei von Fremdsub­
stanzen (wie zoB. Puffersalzen) sein sollten. Diese Flilr­
derung ließ sich allerdings nur· für RNase erfüllen. Zahl­
reiche Versuche, DNS und Phagen durch Dialyse oder auch
durch Chromatographie von jeglicher Salzbeimengung zu be­
freien, führten immer wieder zu dem Ergebnis, daß dadurch
die biochemische Funktionsfähigkeit entweder schmn in
Lösung (bei DNS) oder bei der anschließenden Trocknung
nahezu quantitativ verloren geht. Die Anwesenheit von
Spurenmetallionen scheint somit für eine funktionserhal­
tende Stabilisierung dieser Elementareinheitenunerläß­
lich zu seino

Für die Trocknung wurden verschiedene Verfahren erprobt.
Lediglich mit der Methode der Gefriertrocknung ließ sich
die durch den Wasserentzug bedingte Inaktivierung in ver­
tretbaren Grenzen halten (nur für RNase stellt die Trock­
nung einen unkritischen Schritt dar), während bei der
bloßen Evaporation die Moleküle vermutlich durch Scher­
kräfte, die von der Oberflächenspannung des Wassers her­
rühren, praktisch vollständig inaktiviert werdeno DNS und
Phagen wurden für jede Versuchsreihe aus ihren Pufferlö­
sungen 1:103 bzwo 1:105 in bidesto Wasser verdünnt, dessen
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pR-Wert mit Ammoniak auf 7e5 angehoben ware RNase blieb
auch in wässriger Lösung (ca8 Oe1 mg/mI) über längere
Zeit funktionsfähigo Aus diesen Lösungen konnten mit ei­
ner Pipettier-Vorrichtung Tröpfchen von 0001 ml mit
einer Genauigkeit von 5 % auf dünne Glasplättchen (12
mm 0) aufgebracht und gleichmäßig verteilt werdeno Die
Plättchen wurden anschließend auf Trockeneis-Temperatur
abgekühlt 0 Die Gefriertrocknung erfolgte bei etwa 10-2

Torr unter sehr langsamem Erwärmen der Probenplättcheno
Mit dieser Methode konnten für die Phagen- und DNS-Präpa­
rationen Überlebensraten von etwa 30 bzwo 50 %bei der
Trocknung erreicht werden. Die Experimente mit direkter
Bestrahlung der Proben (mit 2 MeV-Protonen beimRNase ....
Temperaturversuch und langsamen Protonen bei den Kern~

stoßexperimenten mit DNS) erforderten st~tt der Glasplätt­
chen metallische Trägerplättchen, um eine elektrostatische
Aufladung der Probenträger zu vermeiden. In diesen Fällen
wurden die Lösungen in gleicher Weise auf Feingoldronden
(12 mm 0, Dicke 0,5 mm) aufpipettiert, die zur Wiederver­
wendung jeweils in einer Äthanol-NaOH=Waschlösung (Jung,
1964) gereinigt werden mußteno

111.3 Kernstoßversuche an 0X174-DNS

Zur Ermittlung der strahlenbiologischen Wirksamkeit von
Kernstößen bei DNS stand ein Beschleuniger zur Verfügung,
der Protonen mit Energien von 007 bis 60 keV liefert. In
Abbo 3 ist eine schematische Darstellung der Beschleuniger­
anordnung wiedergegeben, eine ausführliche 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 (H2-Druckbehälter, Span­
nungs-Netzgerät) auf dem jeweiligen Beschleunigungspoten­
tialo Durch eine Bohrung in der als Kathode dienenden Wand
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der Entladungskammer gelangen die positiven Ionen mit
einer mittl~ren Anfangsenergie von etwa 200 eV in die
Beschleuni~ngsstrecke,die aus drei koaxial hinterein­
anderliegenden elektrostatischen Linsen besteht, von denen
die erste und letzte geerdet sind, während das Potential
der mittleren so gewählt wird, daß man am Strahlrohrende
optimale Ausleuchtung und Strahlhomogenität erhälto Bei
sehr niedrigen BeschleunigtLngsspannungen wird an die
erste Linse ein negatives Zugpotential gelegt, um dadurch
die Ionenextrak-tion aus der Entladungskammer und damit
die Strahlintensität zu erhöhen 0 Nach dem Durchlaufen des
LinsenSystems erfährt der Protonenstrahl eine magnetische
Ablenkung um 30° in horizonta.1erEbene ,wödurch die Ab..:..
trennung anderer geladener Teilchen (H~ uhd H;' ermöglicht
wird 0 Über ein Schieberventil und hochisolierende Trenn­
scheiben ist die Bestrahlungskainmer angeflanscht, die un­
abhängig von der übrigen Apparatur belüftet werden kanno
Der Aufbau dieser Kammer (Jung, 1964) ist aus Abbo 4 zu
erkennen 0 Ein auf gestuftem negativen Potential liegendes
Blendens~stem am Kammereintritt dient einmal zur Strahl­
begrenzung, zum anderen soll es Sekundärelektronen in der
Kammer zurückhalten, um so eine exakte Bestimmung des
Protonenstromes zu gestatteno In Verlängerung der Strahl­
achse ist an der rückwärtigen Kammerwand ein isolierter
Faradaybecher angebrachto Ein sehkrecht zur Strahlrichtung
wirkendes Feld von Permanentmagneten soll auch hier das
Entweichen ausgelöster Sekundärelektronen verhinderno Mit
diesem, an ein Nanoamperemeter angeschlossenen Faraday­
becher und einer drehbaren Blendenplatte, die Bohrungen
von 3 bis 18 mm Weite - teilweise gegen die Achse des
PrimärstrahIs versetzt - aufweist und somit jeweils ver­
schiedene Bereiche des StrahIs ausblendet, kann die Homo­
genität desProtonenstrahls ausgemessen werdeno Bei allen
Beschleunigungsspannungen läßt sich durch geeignete Wahl
des Potentials der mittleren elektrostatischen Linse eine
ausreichende Strahlhomogenität erzieleno
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Im Betrieb wird in der gesamten Anlage ein Drück von etwa
10-5 Torr aufrechterhalteno Für die Inaktivierungsversuche
\vurden je elf Probenplättchen in eingefrästen Vertiefungen
einer Bestrahlungsplatte befestigto Diese drehbare Platte
ist in Winkelabständen von 300 arretierbar, so daß die
Plättchen der Reihe nach in das Zentrum der vom Strahl
ausgeleuchteten Fläche gebracht werden können" Anstelle
einer zwölften Probenhalter1h~g weist die Platte eine Boh­
rung von 10 mm 0 auf" Indem man diese Bohrung in den
Strahlengang dreht, kann auch bei eingebauter Bestrahlungs­
platte der auf die Fläche eines Probenplättchens fallende
Protonenstrom mit dem Faradaybecher gemessen werden" wahrend
der einzelnen Bestrahlungenwira 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 Belüf­
tungsverhältnissen ausgesetzt waren und unbestrahlt blie­
benoBei sämtlichen Inaktivierungsexperimenten betrug die
Protonenstromdichte 3,,8 0 10-9 A/cm-2 , was einem Partikel­
fluß von 204 0 1010 P cm-2 sec-1 entspricht 0 Die 'Dosis'­
Effekt-Kurven für die verschiedenen Protonenenergien wurden
in der Regel aus den Uberlebensraten von 32 bestrahlten
Proben (jeweils 8 Plättchen für einen Meßpunkt), 12 Kon­
trollen und 12 extrem lange bestrahlte Proben ermittelt"
Diese Langzeitbestrahlungen dienten dazu, den 'konstanten
ß-nteil' der jeweiligen Probenpräparation zu erfassen,
also den Prozentsatz an Biomolekülen, der auch bei noch
so langer Bestrahlung nicht inaktiviert werden kann
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11104 Inaktivierung von EmTase durch 2 MeV-Protonen
bei erhöhten Temperaturen

Dieses Temperatureffekt-Experiment wurde an einem Van de
Graaff-Beschleuniger (High Voltage El1go Oorpo) mit Proto­
nen von 2 MeV du~chgeführto Die prinzipielle Konstruktion
der Beschleunige,r-anlag(:; (Abbo 5) en"iJspricht dem im voran­
gehenden Abschhitt bes6fu:.:i..ebenen Aufbauo Auch hier \ierden
die aus derwa~serstoff-Ep.tladungskaJ:nmerextrahiet'ten po­
sitiven Ionen in einem Analysiermagneten in die eipzelnen
Komponenten aufgetrennt .. 1)eJi'·Protonehptrahl durchläuft
na~h einer horizohtalen Abt~hkung UDl25°.ein Blenden­
s:Y"E3"li~ID., wobei Cl.1l:t:'9.J:l Yi~lt?-gp.E3i:;:r'g1l:t.m.g@ g;W~:i.Q" 5JI,

starken Nickelfolien und geeignete Einstellung der Fokus­
sierungspotentiale im Beschleuniger so weit aUfgefächert
werden konnte, daß am S'brahlrohrende über eine Fläche. von
2 - 3 cm Durchmesser gleichmäßige Bestr~~lungsdichtevor­
lago Auch die an diesem Ende angeflarischte Bestrahlungs­
kammer (Abbo b; germann, 1966) stimmt ihrer Konstruktion
nach im wesentlichen mit der für die Kernstoßversuche ver­
wendeten Kammer übereino Sei weist lediglich noch einen
trommelförmigen Einbau auf, der mit Flüssigkeit oder Gas
beschickt werden kann und die Möglichkeit bietet, die
Proben auf die gewünschte Versuchstemperatur zu bringeno
Die gut wärmeisoliert aufgehängte Bestrahlungsplatte kapn
19 zu bestrahlende Proben sowie 6 Kontrollplättchen auf­
nehmeno Nach dem Evakuieren der Kammer erfolgt der Tempe­
raturangleich der Proben an die (in u..'1seren Versuchen je­
weils erwärmte) Trommel ausschließlich durch Wärmestrah~

lung, wodurch die Ausbildung eines Temperaturgradienten
innerhalb des Probenmaterials weitgehend vermieden wirdo
Die Trommel wurde durch die Umwälzanlage eines Thermo­
staten im Durchflußsystem entweder mit Wasser oder Öl
(Mobiltherm 600, von 100 oe bis zu 170 0 0) b6~chickto

Mit einem anstelle eines Probenplättchens auf der Träger­
platte befestigten Thermoelement war die Bestimmung der
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Proben~emperatur mit einer Genauigkeit von 2 Grad möglicho
Die Erwärmung des Testmaterials durch die Bestrahlung
bleibt im untersuchten Temperatur- und Dosisbereich inner­
halb der Meßgrenzeno Da die Kontrollproben zusammen mit
den bestrahlten Plättchen erwärmt und abgekühlt wurden
(die Belüftung der Kammer durfte jeweils erst nach aus­
reichender Abkühlung erfolgen, da bei Anwesenheit von
Sauerstoff die Hitzedenaturierung besonders stark ist),
konnte auf diese Weis e der Bei trag der rein thermischen
Inaktivierung berücksichtigt werden. Oberhalb 170 oe war
dieser Beitrag jedoch auch bei kürzestmöglicher Versuchs­
dauer bereits so hoch, daß eine Erfassung der Strahlenin­
aktivierung nicht mehr mit .. ausreiGhenderGenauigkeit mög­
lich waro Zur Messung des Protonenflusses konnte wahlweise
die gesamte Kammer oder ein an der rückwärtigen Kammer­
wand montierter Faradaybecher an einen Stromintegrator
angeschlossen werden. Mit dem Faradaybecher ließ sich
(wie bei der zuerst beschriebenen Bestrahlungskammer) ein
durch eine Bohrung im Probenträger ausgeblendeter Teil­
strahl erfassen. Die einzelnen Bestrahlungsphasen ~n~den

automatisch beendet, indem der Integrator nach dem Errei­
chen der jeweils vorgegebenen 'Protonen-Dosis' eine elek­
tromagnetisch betätigte Blende schloßo Die Stromdichte am
Ort der Proben lag normalerweise bei 108 0 10-8 A/cm2 ,
entsprechend einem Teilchentlw1 von 1103 • 1010 P cm-2

sec-1 oder einer Dosisleistung von knapp 300 krad 6ec-1

(berechnet für eine Probenmaterial-Dichte von 1 0 45)0 Da
die Reichweite von 2 MeV-Protonen (rund 50 ~ in Protein)
die mittlere Materialdichte der Enzympräparationen « 1~)

erheblich übertraf, brauchte in diesem Experiment, im Ge­
gensatz zu allen anderen Versuchsreihen, kein konstanter
Anteil berücksichtigt zu werden.



111.5 Inaktivierungsv~~sUch~mit ther~~~H-Atomen

Die Experimente vro_rden, wie bereits oben erwähnt, in zwei
parallel laufenden Ver$uchsreihen mit grundsätzlich un~er­

schiedlichen Methoden durchgeführt. Als Testobjekte dienten
RNase, die Phagen T1 und BUT1 sowie infektiöse ~X174-DNS.

111.5.1 RadiJ.;:8Ierzeugu:n.p-: durch Hbchfrequenz-Entladl.inp;
,;;;,_;,;;;,;;;":;,,,,;;:~.:.-...;;,;;;,=;;;.;;,;;;.;;;o;;;..-::..:::_:.z:,.;:;:;Q",;.:;::_:;:;;;:'.--=_'"', ~.._' -, .','. . _

, .
Das erste, im folgeIiden rilit System I bezeichnete Verfahfen
zur ErzeugtLng von W&sSerstoff-Radikalen bestand in eine~

Hochfrequehzentladung in H2-Atmosphäre (Abo. 7). Durch ge­
eignete Drosselung von Pumpleistung und Gaszuführung karlh
WasserstOffgasbei einem"gleich:riläßigeri'1):J:'ückv6ii16 Tort­
(optimale Versuchsbedingungen) durch eine Reaktionsglocke
gesaugt werden. Um das, Einströmrohr sind Elektroden ge­
schlungen, die von einem Hochfrequenzgenerat~r(30kHz,
30 kV) gespeist werden", Auf diese t>Jeise iürd 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 Mündung des Rohres und damit den eigentlichen
Reaktionsraum erreichen. Jeweils 4 Probenplättchen werden
senkrecht dicht neben der Austrittsöffnung fixiert, so
daß die Biomolekül-Präparationen 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, daßUV-Quanten aus der Entladungszone
in den Reaktionsraum gelangen. Um außerdem noch einen
eventuellen Inaktivierungsbeitrag von UV-Licht auszu­
schalten, das von Rekombinationsprozessen im senkrechten
Rohrstutzen herrührt, mußte die erwähnte seitliche Anord­
nung der Proben gewählt werden. Es ist bisher nicht mög­
lich, eine 'Radikal-Dosisleistung l für die Apparatur an­
zugeben. Da jedoch sämtliche Betriebspari':;,net'er genau
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reproduzierbar waren und sehr konstant gehalten werden
konnten, ist eine direkte Proportionalität zwischen Expo­
sitionsdauer und 'Radikal-Dosis',also der Ausbeute an ato­
marem Wasserstoff,mit Sicherheit anzunehmen.

111.5.2 'Kondensator '-Experiment

In dem zweiten System sollte gewissermaßen noch der An­
fangsschritt (GI. 1) des in der Einführung wiedergegebe­
nen Reaktionsschemas, die strahleninduzierte Freisetzung
diffusibler H-Atome aus wasserstoffhaltigem Material, mit
in das Experiment einbezogen werdeno Zu diesem Zweck wurde
für das Strahlrohrende des beschriebenen Van de Graaff­
Beschleunigers ein Einschub gebaut, der in seinen wesent­
lichen KonstrRktionsmerkmalen eine gewisse Ähnlichkeit
mit einem Plattenkondensator aufweist (Abbo 8)0 Auf einen
metallischen Trägerblock ist eine 6~ dicke Folie aus Poly­
äthylenterephthalat (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 primären Protonen­
strahl die Proben angeordneto Die durch die Bestrahlung
(bei einem Druck< 10-5 Torr) freigesetzten H-Radikale
können aus der Folie herausdiffundieren und mit dem gegen­
überliegenden Probenmaterial reagiereno Durch den flachen
Einfallswinkel der Protonen läßt sich einerseits erreichen,
daß die Wasserstoffatome über eine längere Strecke der
Bahnspur hinweg relativ nahe der Folienoberfläche abge­
löst werden und so eine größere Chance haben, aus der Folie
herauszudiffundieren. Zum anderen können dadurch die Proben
sehr nahe gegenüber angebracht werden, wodurch eine gute
Raumwinkelausnützung ermöglicht wird, wenn man davon aus­
geht, daß der statistische Prozeß der Diffusion etwa iso­
trop über den Winkelraum 4 TI erfolgt 0 Durch den gegenläu­
figen Effekt der mit dem Einfallswinkel abnehmenden Be­
strahlungsdichte ergibt sich bei ca. 90 eine optimale
Neigung, die sich in einer maximalen Inaktivierungsrate
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der Proben zeigto Daß im Mittel die (in Strahlrichtung
gesehen) vorne und hinten gelegenen Proben jeweils glei­
che Inaktivierung zeigen, weist darauf hin, daß der Radi­
kalaustritt tatsächlich etwa isotrop verteilter~olgto

Um einen Beitrag der durch die Bestrahlung ebenfalls aus­
gelösten Sekundärelektronen zur biochemischen.Schädigung
des Testmaterials auszuschließen, wurde zwischen Folie und
Probenplättchen ein 'Schirmgitter' in Form eines Draht­
rahmens auf negatives Potential gelegto In einem Testexpe­
riment wurde in Abhängigkeit von der Gitterspannung der
Sekundärelektronenstrom gemessen, der auf ein Cu-Blech
von 1 cm2 Fläche am Ort eines Probenplättchen auffällto
Aus Abbo 9 ist zu ersehen, daß bei dem fÜT die Serienver­
suche gewählten Potential von - 520 Volt der Elektronen­
strom weitgehend unterbunden wird und in einem Bereich
liegt, der für eine merkliche Inaktivierung nicht relevant
isto Der Schirmgitterrahmen ist außerhalb aller auf die
Probenpräparationen treffenden Radikal=Flugbahnen ange­
ordnet, so daß kein Teil des Testmaterials im geometrischen
Schatten des Gitters liegto Die W~~rscheinlichkeit, d~~

ein Proton des PrimärstrahIs nach Streuung wieder aus der
Folie austritt und auf das Probenmaterial trifft, ist klei­
ner als 10-7, wie man nach der Vielfachstreutheorie
(Moliere, 1948) abschätzen kanno Auch für diese Methode
der Radikalerzeugung läßt sich keine 'Dosimetrie' angebeno
Doch konnten die Intensität der Primärstrahlung und die
übrigen Versuchspartner so konstant gehalten werden, daß
die Expositionszeit mit hinreichender Genauigkeit als
proportionales Maß für die Zahl der ausgelösten und damit
der auf die Probe treffenden li-Radikale gelten kanno
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111.6 Temperaturabhängigkeit der Inaktivierung von
T1-Phagen mit thermischen H-Atomen

Nachdem es gel1h~en war, mit den beiden voranstehend be­
schriebenen Systemen zu zeigen, daß bei ionisierender
Bestrahlung organischen Materials tatsächlich diffusible
und reaktionsfähige Produkte freigesetzt werden, die die
Inaktivierung von Biomole~Jlen hervorrufen können (vergI.
Abschn. IV.3), war die Frage zuprlifen, ob mit diesen
Methoden auch eine eventuelle Temperaturabhängigkeit der
Radikalinaktivierung erfaßt werden kanne Für das Verfahren
der Hochfrequenz-Entladung ist zumindest eine quantitative
Besi;i1D1D.u..ng eine:r s()lG1:J.~IlAbb.ängigkeitausgeschlossen, da
wegen des durchgeleiteten Gasstromes im Reaktionsraum und
insbesondere im Probenmaterial keine einheitlichen Tempe­
raturwerte zu erreichen sind. Dagegen bietet das im
'Kondensator'-Experiment benutzte System die Möglichkeit,
strahleninduzierte Radikalreaktionen bei gut definierten
Temperaturen zu studieren, sofern bei der Versuchskonzep­
tion berücksichtigt wird, daß im Vakuum eine Temperatur­
änderung des Probenmaterials praktisch ausschließlich auf­
grund von Photonenstrahlung erzielt werden kanne

~ositionskammer: Um möglichst rationelles Arbeiten
zu ermöglichen und um den Informationsgehalt der erwar­
teten Ergebnisse zu erhöhen, wurde ein Apparat gebaut, der
die Exposition von jeweils 50 Proben in einem einzigen
Versuchsgang zuläßt, wobei zwischen zwei verschiedenen Ver­
suchsbedingungen gewählt werden kanne Das Prinzip dieser
beiden Methoden ist in Abbe 10 schematisch gezeigt. Bei
Methode A können die Proben durch Kühlung oder Aufheizung
auf die gewünschte Telnperatur gebracht werden, wogegen die
Folie, aus der die Radikale ausgelöst werden, während aller
Messungen auf Zimmertemperatur gehalten wird, so daß bei
allen Versuchsserien konstante Ausbeute an diffusiblen
Radikalen vorliegt. Auf diese Weise läßt sich die Reak­
tionsrate der H-Atome mit Probenmaterial von verschiedener
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Temperatur untersuchenc Bei Methode B werden Folie und
Testpräparatibnen zusammen abgekühlt oder erw~rmt, wo­
durch Verhältnisse wie bei direkter Bestrahlung makromole­
kularer Objekte gegeben sind, bei der sich ja auch das
Molekül, von dem das bewegliche Radikal abgetrennt wird,
und die schließlich von diesem Radikal geschädigte biolo­
gische Elementareihheit auf gleiche:r."·Temperatur befinden..

Die geometrischen Verhältnisse sind für beide Methoden
identisch und weichen nur geringfügig vön der in Abschnitt
1110;,,2 skizzierten Anordnung abo Der Einfallswinkel des
Primäl'strahls (90

) und d.ie Schirmgitterspannuhg (-520 Volt)

1nrurden1:>E3~pel1a~tE!:n".:EiIle halbE;cllerna.tische Da.l:'13~~llu.Ilgq.eI."
gesamten Expositionskammer ist in Abbo 11 gegebeno Anstelle
der gebräuchlichen Anordnung einer drehbaren Bestrahlungs­
platte wurde eine lineare, magazinartige Bauweise gewählt,
um mit einer einzigen Apparatur die experimentellen Vor­
aussetzungen für die beidenbeschriebenen Expositionsme­
thoden erfüllen zu können..

In einer Vakuumkammer, die aus einem zentralen Kasten (6 .. 5 0

13"18 cm) mit zwei zylindrischen Auslegern (Länge 35 cm,
o 9 cm) besteht, ist das eigentliche Thermostatgefäß frei
aUfgehängt (justiert durch Stützringe aus hochisolierendem
Teflon) 0 Achsenparallel sind in dieses trommelartige Ge­
fäß, das beispielsweise mit Kühlflüssigkeit gefüllt wer­
den kann, zwei Führungsrohrevon rechteckigem Querschnitt
(12 x 28 mm Innenmaß) eingelassen" In der Mitte dieser
Trommel ist ein Schlitz von 15 mm Weite so tief einge­
schnitten, daß beide Rechteckrohre unterteilt werdeno In

diesem Schlitz findet die Bestrahlung der Folie bzw .. die
Exposition jeweils eines Probenpaares statt .. Ein~ massive
zwölfeckige Messingscheibe, die bei Methode A die Folie
trägt, kann genau passend aber ohne direkte Berührung von
oben so in diese Aussparung eingesenkt werden, daß eine
der 12 Stirnf'lächen (14 x 30 mm) den richtigen Abstand zu
den Proben und die ge~~nschte Neigung zur Einstrahlrichtung
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aufweist" Diese Scheibe läßt sich mittels einer Kurbel
drehen und in Winkelabständen von jeweils 300 fixiereno
Zwei 'Magazine', eines für die Proben und eines für die
Folie (bei Methode B), die als U-förmige Messingprofile
gearbeitet sind, können in die beiden Führungsrohre einge­
führt werden" Auf dem Probenmagazin finden 50 Glasplätt­
chen (12 mm ~) in 0,,5 mm tiefen, paarweise angeordneten
Einfräsungen PlatZe Für Experimente nach Methode B (Folie
und Proben auf einheitlicher Temperatur) wird die Zwölf­
eckscheibe ausgebaut und die Folie stattdessen auf die
Unterseite des zweiten Magazins gespannt, wodurch sie sich
in dieselbe Lage bringen läßt wie bei Methode Ao Durch eine
rechteckige .. Blende ist gewährleistet, daß inbeidenMetho­
den identische Folienbereiche bestrahlt werdene Die Maga­
zine sind in ihrer Länge so bemessen', daß sie in jeder der
beiden Trommelhälften vollständig aufgenommen werden kön­
neno Durch diese weitgehende Umhüllung im Thermostatgefäß
läßt sich besonders gute, auf Wärmestrahlung beruhende
Temp,eraturanpassung der Proben erreichen" Bei der Kon­
struktion des Folie~~ades ~~rde darauf geachtet, daß es
über die massiven Messingholme, in denen es gelagert ist,
guten thermischen Kontakt zur Abdeckplatte hat, von der
es getragen wirdo Die Magazine können an Gewindestäben
entlang über den Bestrahlungsschlitz hinweg von einer
Hälfte der.Thermostattrommel in die andere geschoben werdeno
Diese Gewindestäbe sind in vakuumdichten Drehdurchführungen.
gelagert und werden über eine Zahftradübersetzung einzeln
oder gemeinsam gedrehte Über den Fühler eines Mikroschalters

wann sich ein Probenpaar ge11.au 111.
Expositionslage befindet; außerdem wird die jeweilige Pro­
bennummer angezeigto

Temperatureinstellung und -messung: Das Termostat-Gefäß
kann über das innere von zwei Koaxialrohren mit Kühlflüs­
sigkeit oder Gas beschickt werden" Der Rückfluß führt
durch das äußere Rohr 0 Ein- und Ausmündung liegen je an
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einer Stirnfläche der Trommel, so daß im Durchrlußbetrieb
die Ausbildung eines nennenswerten Temperaturgradienten
in den Gefäßwanden vermieden wirdo In den meisten Fällen
wurde kaltes Stickstoffgas eingeblaseno Durch Steuerung
der Durchflußmenge konnte die gewünschte Probentemperatur
stabilisiert werdeno Die tiefsten Temperaturen (cao 100 oI{)
ließen sich dadurch erreichen, daß das KUhlgei'äß mit flüs­
sigem Stickstoff gefüllt wUrde. Für die Versuche bei er":'
höhten Temperatti.:rwerten wurde ganz entsprechend heiße Luft
durch die Thermostattrommel geleiteto Zur Temperaturmes~

sung ist in einem der beiden ~inschubrohre ein Thermöelement
in der Weise ihstalliert~ daß es weder die Rohrwand noch
das· eingeschobene Magazin· berührt 0 .. D'llrch Vergleiehsmess'Un....
gen mit einem anstelle eines Probenplättchens auf dem Maga­
zin befestigten Thermopaar wurde festgestellt, daß in kei ....
nemTemperaturbereich die angezeigten Werte um mehr als
zwei Grad differierteno In gleicher Weise konnte gezeigt
werden, daß abgekühlte Proben ihre Temperatur zunächst
beibehalten, wenn sie aus der Kühltrommel in den Bestrah-
lungsschlitz geschoben v/erden, s.elbst "tiTer.n sie dort eine

Folie auf Zimmertemperatur (Methode A) gegenüber habeno
Erst nach mehr als 30 Sekunden beginnt durch Wärmeein­
strahlung die Temperatur langsam zu steigeno Bringt man
dagegen den Temperaturfühler an dem in den Schlitz der
gekühlten Trommel geschobenen Folienrand an, so ~rweist

, sich umgekehrt, daß sich die massive Metallscheibe und
damit die aufgespannte Folie nur bis auf wenige Grad unter
Zimmertemperatur abkühlt, wenn die Abdeckplatte von außen
warm angeblasen wirdo

Folien: An geeignetem, im Handel erhältlichen Fertigmate­
rial stand lediglich Polyäthylenterephthalat (Hostaphan)
zur Verfügung, das (wie schon beim 'Kondensator'-Experi­
ment) als Folie von 6 ~ Dicke in Methode A verwendet ~mrdeo

In Methode B sollte die Folie die jeweilige Versuchstempe­
ratur haben und also durch den auffallenden Protonenstrahl
nicht nennenswert erwärmt werdeno Dazu war eine extrem
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dünne und fest auf dem Metallträger haftende Schicht er­
forderlich, damit Folie und Unterlage eine Einheit bilden
und so die absorbierte Energie sich sofort auf die gesamte
Masse des Folienmagazins verteilen kanno Zu diesem Zweck
wurde Polyvinylformal (Handelsname: Formvar) in Chloroform
in einer Konzentration von 1 - 5 mg/mI gelösto Durch wie­
derholtes Eintauchen des Folienträgers und Verdunstenlassen
des Lösungsmittels kann man Folien von beliebiger Dicke
erhalten, die optimal auf der Unterlage haften .. Die Inho­
mogenitäten in der Beschichtung betragen etwa ± 20 %
(Kürzinger, 1965). Für die Serienversuche nach Methode B
wurden Folien mit einer Schichtdicke von ca .. 1700 R ver­
wendet ..

Für die Wahl des T1-Phagen als Versuchsobjekt für diese
Temperatureffektmessungen sprach einmal die Tatsache, daß
dieser Phage strahlenbiologisch sehr ausgiebig untersucht
ist (z .. Bo Hotz und Zimmer, 1963), und somit die Deutung
von Ergebnissen auf einem recht breiten Spektrum bereits
bekannter Fakten aufbauen kann.. Zum anderen war die Über­
legung ausschlaggebend, daß es wohl wenig sinnvoll ist,
ein erstes Testexperiment, das gewissermaßen eine Ja-Nein­
Frage beantworten soll - in unserem Fall die Frage, ob
strahleninduzierte Radikalreaktionen eine Temperaturab­
hängigkeit zeigen - gleich an einem besonders aufwendigen

Versuchssystem durchzuführeno Wenn RNase und ~X-DNS auch
den Vorteil größerer thermischer Resistenz bei erhöhten
Temperaturen geboten hätten, so wäre der experimentelle
Aufwand bei diesen Objekten doch erheblich höher gewesen.
Denn für RNase liegen die Expositionszeiten um beinahe
zwei Größenordnungen über denen von T1-Phagen (verglo
Abschn .. IV .. 3), und für ~X-DNS ist eine weitaus kompli­
ziertere mikrobiologische Nachweismethode erforderlich ..
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IVo Erßebnisseund.Diskussion

IV .. 1 K.Errnst()ßvers~che an. infektiöser @X1?4-DJ\lß

In Abbo.12 ist eine. tyPische Inaktivierungskurve für die
Bestrahlhng von isolierter 0X174-DNS mit niede~energeti­

scheh Protonen gezeigto Die Überlebensrate fällt mit
wachsender Dosis monoton ab und nähert sieh bei hohen Do­
sen asymptotisch einem konstanten Wert .. Entsprechende
Kürven hatten sich bereits bei den Untersuchungen an
RNase (Jung, 1966) für die kleinsten Protonenenergien er­
geben und darauf hingewiesen, daß die Dicke der Proben­
präparationen größer als die Reichweite der auftreffenden
Partikel war.. In den jetzigen Versuchen lag der konstante
Anteil je nach Probenpräparation zwischen 20 und 40 Prozent,
war aber unabhängig 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 können .. Da­
gegen müssen 60 - 80 Prozent der Probensubstanz in nahezu
monomolekularer Schicht vorliegen, da dieser Teil auch bei
einer Protonenenergie von knapp 1 keV in gleicher Weise
vollständig inaktiviert wird .. Zieht man nun den konstanten
Anteil, der einen ins eigentliche Experiment gar nicht
einbezogenen Teil der Testsubstanz repräsentiert, gemäß
Abba 12 von den Meßpunkten ab, so ergibt sich ein exponen­
tieller Zusammenhang zwischen der Überlebensrate und der
'Protonen-Dosis', in halblogarithmischer Darstellung also
ein linearer Kurvenverlaufo Im folgenden ist jeweils nur
diese nach Abzug des konstanten Anteils resultierende Inak­

tivierungskurve gezeichnet, aus deren Neigung die D
37

als
relatives Maß der Strahlenresistenz entnommen werden kann,
wobei die Kurve für die Dosis Null auf 100 %normiert ist ..

Da sich die D
37

-Werte im erfaßten Energiebereich nur recht
wenig voneinander unterscheiden, sind aus Gründen der
Übersichtlichkeit in Abb .. 13 nur 3 Kurven wiedergegeben,
und zwar für die Energien 008, 1 .. 2 und 35 keV .. Daraus ist
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schon ersichtlich, daß in diesem Bereich die Protonenener­

gie nur von geringem Einfluß auf die :tnalttbliertingsrate der
DNS ist .. Die Ergebnisse der gesamten Versuchsreihe sind. in
Abb .. 14 zusammengefaßt .. Hier ist über der jeweiligen Proto­
nehenergie der aus der zugehörigen Überlebenskurve ermit­
telte Inaktivierungsquerschnitt eS = 1/D

37
) aufgetragen ..

Zwischen etwa 5 und 50 keV ist innerhalb der Fehlergrenzen
keine Änderung des Wirkungsquerschnitts zu erkennen, unter­
halb von 5 keV nimmt er jedoch ab, erreicht zwischen 1 und
1.5 keV ein Minimum und steigt bei noch kleineren Energien
wieder etwas an.. Wie schwach bei 0X-DNS die Ehergieabhän­
gigkeit des Inaktivierungsquerschnitts im Vergleich zu den
Verhältnissen bei RNase .... (-Jung, 1966) ausgeprägt ist, geht
ebenfalls aus Abbo 14 hervor, in der neben den Ergebnissen
dieses Experiments gestrichelt die entsprechende Kurve für
&Nase gezeichnet ist, wobei durch eine willkürliche Nor­
mierung die Wirkungsquerschnitte für 50 keV zur Deckung
gebracht w-ürden ..

Ruft man sich nqchmals die Abbremsverluste von Protonen
durch Ionisationen und Kernstöße in Abhängigkeit von ihrer
kinetischen Energie ins Gedächtnis (Abb. 1), so läßt die
gefundene geringe Variation des DNS-Inaktivierungsquer­
schnitts mit der Energie der eingeßtrahlten Partikel fol­
gende Deutung zu: Bei hohen Energien ist die Ionisierungs­
dichte der Protonen so groß, daß jedes durchquerte DNS­
Molekül inaktiviert wird. Um bei den Abmessungen des Makro­
moleküls die Ionisierungsdichte der Protonen so weit zu
senken, daß die Wahrscheinlichkeit für ein inaktivierendes
Ereignis innerhalb eines Moleküls merklich kleiner als 1
wird, muß die Protonenenergie so niedrig gewählt werden,
daß·ind~esemBereichbereitsder Abbremsquerschnittfür
Kernstöße von vergleichbarer Größe ist, also annähernd
jedes getroffene Molekül einen Schaden durch elastischen
Kernstoß erleidet .. Das bedeutet, daß durch das hohe Mole­
kulargewicht des gewählten Objektes das 'AUflösungsvermögen'
des Systems sehr begrenzt ist ..
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Eine auS der Treffbereicnstheorie stamm~hdß ~ormulierung
• -.' ,; .', . - c' _ .. '. _ ~- ,

der Aoh~ngigkeit des Ihä~tiyie~Uh~~querschnittesS von der
Ionisierttngsdlchte der eingestrahlten Teilchen läßt sich
für eine Kalkulation des !ffektes heranziehen. DUrch die
Gleichung

(9) 6.·.··. (., ,. '. -ld)'S ==.:> 1"'-19o

(Sö und d stehen für den gebmetrisdhen Querschnitt bzw.
die mittlere Dicke des bestrahlten Moleküls, i ist die
Zahl der Primärionisationen pro cm) wird ausgedrückt, daß
bei wachsendem Wert von i, worunter hier die Zahl der inak­
tivierenden Ereignisse pro Längeneinheit - also Ionisationen
und Kernstöße zusammen -verstandensei~,'derlnaktivierungs­

querschnitt sich dem geometrischen Querschnitt des Moleküls
nähert. Danach kann der einer Berechnung nach GI. 9 zu­
grundezulegende geometrische Molekülquerschnitt, der sich
für trockene Präparationen nicht aus anderen Daten er­
schließen läßt~ nach dem bei hohen Protonenenergien asymp=
totisch erreichten Wert des Inaktivierungsquerschnitts
mit 602 x 10-12 cm2 angenommen werden (verglo Abbo 14).
Wenn man von einem Molekulargewicht von 1.7 x 106 Daltons
und d.~r Dichte 1.7 gjcm3 ausgeht und kompakte "Packung des
Stranges annimmt, entspricht das DNS-Molekül einem Scheib­
chen von etwa 300 i Durchmesser und knapp 30 i mittlerer
Dicke. Es ist nicht bekannt, in welcher Form das Molekül
in gefriergetrockneten Präparationen tatsächlich vorliegt.

Aus den Abbremsquerschnitten (Je und (Jn' die in MeV·cm2/
Atom in Abba 1 graphisch wiedergegeben sind, läßt sich
durch Multiplikation mit der Zahl der Atome pro cm3 (wenn
man die von Sinsheimer 1959 veröffentlichten Daten zu­
grunde ... legt,errechnet sich für~.x-DNSeinWe:vtvon1.05 x
1023 Atome/cm3) der Energieverlust pro Längeneinheit er­
mitteln. Nimmt man nun einen bestimmten Energieaufwand
für ein inaktivierendes Ereignis an, z.Bo den recht gut
gesicherten Wert von etwa 60 eV für eine Primärionisation,
so erhält man damit i in Abhängigkeit von der Protonen-
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energie. Unter der Voraussetzung, daß lediglich Ionisationen
z~ Schädigung der Moleküle beitragen und für i somit nur
die Zahl der Primärionisationen einzusetzen ist, ergibt
sich nach GI. 9 der in Abb. 15 als Kurve A eingetragene
Verlauf des Inaktivierungsquerschnittso Kurve B ist unter
der Annahme berechnet, daß Kernstöße und Ionisationen mit
gleicher energiespezifischer Effektivität zum Funktions­
verluSt eines Moleküls führen, daß also pro inaktivieren­
dem Kernstoßereignis ebenfalls im Mittel 60 eV aufzuwenden
sind. Legt man der Berechnung eine vierfache Wirksamkeit
der Kernstöße im Vergleich zu !onisationen zusrunde (dabei
wäre eine Energieabgabe von 15 eV für einen inaktivierenden
elastischen Stoß ausreichend) , wie sie aus den ents1.:'rechen..
den Experimenten an RNase (Jung, 1966) zu folgern war,
dann erhält man die theoretische Kurve C.

Aus Abbo 15 ist als eindeutiges Ergebnis dieser Versuchs­
reihe zu entnehmen, daß auch bei 0X-DNS elastische Kern­
stöße einen wesentlichen Beitrag zur Inaktivierung bei
niedrigen Protonenenergien leisten. Der Verlauf der expe-

. .j.., , 17 • t b d .p h· d ß K t··ßr~menve....en ......urve we~s auc J. aram ~n, a... erns 0 e
eine größere Effektivität als Ionisationen besitzen, daß
der Energieaufwand für einen funktionszerstörenden Kern­
stoß also unter 60 eV liegen muß. Über das genaue Ver­
hältnis dieser Effektivitäten ist jedoch keine Aussage
möglich, da der Verlauf der theoretischen Kurven nicht
mit ausreichender Genauigkeit bestimmt werden kann, um
eine exakte Abschätzung zu erlauben. In die Berechnung
der Kurven geht nämlich nach GI. 9 die mittlere Dicke
der bestrahlten Einheiten und damit die Molekülform ein,
für die jedoch keine verbindliche Annahme möglich ist.
Wenn es wegen der zentralen Bedeutung. der DNSa1.lcll.von.
besonderem Interesse war, die biologische Wirksamkeit von
Kernstößen an diesem Objekt nachzuweisen, so ist man doch
gezwungen, sich für quantitative Untersuchungen von Kern­
stoßprozessen auf kleinere molekularbiologische Einheiten
zu beschränken.
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IV,02 RNase-InaktiviefUftg ~~ch 2 MeV-Protonen bei
/H.'höP"ten ~em-pe:rt'~tti:reJ!

In diesem Experi:tnent iibE&p;Y;if,';-t die.Rei·chweite der Pröto­
hen d:Le bidke der Probenschic1,J.t um ,ein Vi~ütaches, weshalb
die Inaktivierungskurveh im d~gensatz zU allen übrigen hier
dargelegten Versuchsreihen ke~nen konstanten Anteil auf­
weiseno :bie t11r a.ie versbhiedenen Temperaturwerte erhal­
tenen n6s1seftektkurven (in Abbo 16 ohne Einzelmeßpunkte
wiedergegeben), d.eren ])3?-Werte bis .:um. einen Faktor 305
voneinander abweichen, zeigeh alle exponentiellen Verlaufo
Der Anteil der thermischen Inaktivierung, det ab etwa
00.-. 12Q 0 Q.. 13eQ.E?l1tu.!lg geWip.n:tJllJ:l.<iYE?J:'S1J.cltE} öb€i:r:tlallJ. V9!l

170 oe unmöglich macht, ist durch die Kontrollproben be­
rücksichtigt, wie bereits in Abschno 11104 beschriebeno
Aus Abbo 17, in der die D

37
-Werte logarithmisch über der

absoluten Temperatur aufgetragen sind, kann man ersehen,
daß sich die jetzt ermittelten Ergebnisse innerhalb der
Fehlertoleranzen gut an die von Günther und Jung (1967)
zwischen 120 und 300 °K durchgeführten Messungen anschlies­
seno Eine Arrhenius-Darstellung der Temperaturabhängigkeit
der gemessenen Inaktivierungsquerschnitte ist in Abbo 18.
zusammen mit den Ergebnissen von Günther und Jung wieder~

gegebeno Wie aus entsprechenden Bestrahlungsversuchen zoBo
an Trypsin (Brustad, 1964) oder an T1-Phagen (Uenzelmann,
1968) hervorgeht, ändert sich die Strahlenempfindlicbkeit
unterhalb von 100 °K praktisch nicht mehr, sondern strebt
mit weiter abnehmender Temperatur einem konstanten Wert
zUo Dieser tGmneraturunabhängige Anteil S_ des Inakti-

- ~ ~ 0

vierungsquerschhitts (vergIft Glo 8) konnte in den in
Abbo 18 gezeigten Messungen nicht erfaßt werden, läßt sich
aber durch Extrapolation des Kurvenverlaufeserschließeno
Danach ergibt sich S zu 1028 x 10-14 cm20 Zieht man dieseno
kons~anten Term (gestrichelte Gerade in Abbo 18 mit dem
Temperaturexponenten E = 0) von den Meßpunkten ab,so ist

o
durch die daraus resultierenden Werte (Kreise in Abbo 18)
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unte~halb von Zimmertemperatur recht gut eine Gerade defi­
niert, deren :N"Eügung durch den Temperaturexponenten E1 =
1 kcal/Mol charakterisiert isto Die mit abnehmenden Werten
von 1/T immer ausgeprägtere Abweichung der Kreise von
dieser Geraden weist darauf hin, daß in der experimentel­
len Kurve noch ein weiterer Anteil überlagert sein mußo
Durch Subtraktion der jeweiligen Ordinaten der letztge­
nannten Geraden von den mit Kreisen markierten Werten
erhält man die Dreieckeo Wenn diese Dreiecke wegen der
zweimaligen Differenzbildung auch mit einer gewissen Un­
genauigkeit behaftet sind, so läßt sich durch sie doch
über etwa 2 Dekaden hinweg eine Gerade bestimmen, der
eine.Aktivierungsenergie E2 = 605:t 1", 5kcal/Mol ent­
spricht 0 Der gemessene Verlauf des Inaktivierungsquer-'
schnittes SeT) in Abhängigkeit von der Bestrahlungstem­
peratur wird durch die mit dem Ausdruck

beschriebene Überlagerung der drei Geraden (stark ausge­
zogene Kurve in Abbo 18) recht exakt bescb~iebeno Tempe­
raturexponenten, die mit dem hier ermittelten Wert von
605 kcal/Mol vergleichbar sind, wurden bereits für mehrere
Objekte und verschiedene Strahlenarten gefunden (verglo
Tabc)c Rechnet man den in GI. 10 eingesetzten Teilchen­
fluß in die jeweils absorbierte Dosis um, indem man nach
Lea (1946) von einer linearen Energieübertragung von
16605 MeV cm2 g-1 ausgeht, so erhält man für die Temperatur­
abhängigkeit der Inaktivierungsrate die Form

In gleicher Weise gewonnene Beziehungen für die Inaktivie­
rung von RNase mit 2 MeV-Deuteronen (Günther und Jung,
1967) und mit 3 MeV-Elektronen (Fluke, 1966) zeigen eine
bemerkenswerte Übereinstimmung mit Glo 11 nicht nur in
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\.·,~.'2J,:-··-,·e· cl"", Ir,·:"';~_~'T·:"'-L··'''''gs·::>'(1'''''''''''''··~e··11 de,,-l-en ~r. d .... ß eS' sl.·ch__ " .~;..~. ;'.i.L~·J..L.,.J"'--. v_'.l~ \:__C.'c••4b..L.·',!. ,,-v .J. cu..L, c.

d.e·;;'e;L eyo:n·G'l",,'311:1.J.1:iJRael:lke.l"O:5·8ZGSsehandelt~]}inemög1.iche

Il1.te:::prctEticn zilmiJ.:d.os-G für den Exponenten E
1

= 1 kcalj

1"101 e::g:ü)'::J s:1.ch &11S den in elen oeiden folgenden Abschnitten

bescllriel)6nSY1. I18Ssl11J.geno

Wie bei (;on Kernstoßversuchell ~it la~gs~.en Protonen er­

g~)en sich 'bei s2Tltlichen Inaktivierungsexperimenten mit

atomarem UasseJ:s'i:;o1'f nach S7stem I und 11 (hochfrequente

Gase::':l'clad,,:cQ.g bz\·! 0 I Kcnde:'1.s9.:cor I -Experiment) sowie in der

analog zu Systen II gebauten Ex:positionskammer (verglo

"J.ö c'1s+e-r, f~br<""h'J.-j·p-) 'vlei.!Teils trberJ.ebenskurven, die einenJ. ,~. c. V .J. ",-_ ,J v • .J. U CI •

konstanten In-ceil E~ufvTe:Lsen, doho bei hohen Dosiswerten

- hier a.J,so lx:i langen Ex:position.szei t'2n - sich asym.pto­

tisch einem endlichen wert näherno In Abbo 19 ist als

Beispi 81 eirle mit de:: Expos:.·(:;ic:o.ska.rnmer erhaltene Inakti­

vier1.lngslrur'(v'·o gezeigto Auch b.ier erhält man nach Abzug des

1[OJJ.8t~ctJat-el11~J:J.·-Ge-il.s, -del"'- ;·l5.l~ jec18f3EzK]!e:J:,ineJlt--du-J?c-h Lang­

zeit-E}"~:positior- "TOP rr:.i:r:u:lcs-tcl'lS 12 Proben ermittelt wurde,

'3il-:.e rein G::::pcnel1tie:Lle A'bhängiskei t von der Zei te Ledig­

lic11 c1ief5e G~\:I)OlleJ:rt:L9J_lc~n IC'"J.l"\·\T0li. - dU_J"7ch Parallelverschie-

2.uf '100 9S 'b8:L c=:-:O T:.o:rm.ie:t:·t; .'" sind in den folgenden
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Abbildungen wiedergegebeno Aus der Neigung der Geraden
läßt sich als Maß für die Resistenz gegen den Angriff der
H-Radikale die Expositionszeit ermitteln, die für eine
Inaktivierung auf 37 % erforderlich ist (t

37
)0 Der kon­

stante Anteil, dessen Höhe von der jeweiligen Präpara­
tion abhing, lag in den verschiedenen Experimenten zwischen
12 und 35 %0 In Abbe 20 sind die nach H-Atom-Einwirkung
in System I und 11 erhaltenen Überlebenskurven von T1 und
BUT1-Phagen nebeneinander gezeigto Die Meßpunkte, die die
Daten von jeweils 8 Proben repräsentieren, stammen aus
mindestens zwei unabhängigen Versuchsserieno Bemerkenswert
ist, daß die Punkte für T1-Phagen und für die BU-substi-

--tuieJ:'te ·]'QJ;'mauf'ei.ne gemeinsame Gerade fallen, ElerBU­
Einbau hier im Gegensatz zu Bestrahlungsversuchen also
keine Sensibilisierung bewirkte Die aus den Zeichnungen
zu entnehmenden t

37
-Werte liegen bei 1103 bzwo 708 sece

Daß diese Werte für die beiden Systeme von vergleichbarer
Größe sind, ist bedeutungslos und durchaus zufällig 0 In
den Abbno 21 und 22 sind die entsprechenden Kurven für
~X-DNS und F~ase gezeigte Wä~~end sich für die infektiöse
Einstrang-DNS Kurvenneigungen ergeben, die gegenüber der
vorhergehenden Darstellung nur um etwa einen Faktor 105
flacher sind, weist die enzymatische Aktivität von RNase
eine erheblich größere Resistenz gegen die Einwirkung
von atomarem Wasserstoff aufo Die t

37
-Werte für RNase

liegen bei 1209 bzwo 805 Minuten und sind damit in beiden
Systemen annähernd 70 mal größer als für die T1-und BUT1­
Phagene

In Abbo 23 sind die Inaktivierungskurven von T1- und BUT1­
Phagen bei H-Atom-Einwirkung nach System I und 11 denen
bei v-und UV-Bestrahlung unter-anoxischen Bedingungen­
gegenübergestellt 0 Für T1-Phagen ergab sich mit 60Co_v_
Strahlung eine 37 %-Dosis von 320 krad, für BUT1-Phagen
von 145 krado Bei UV-Inaktivierung ist die Anfangsneigung
der gekrümmten Überlebenskurven für BUT1-Phagen um etwa
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einen Faktor 3 steiler als f-u.:&.dle-nicht-substituierte
Formo Dagegen zeigt sich in~~*beidehSystemender H­
Atom~EXpositi6n,daß die Söhädigufig der beiden Phagen­
typen mit gleicher Geschwihdigkeit erfolgto Die Proben
für diese Experimente stammen alle aus einheitlichen
Chargeno Die sehr deutliche BU-Sensibilisierung bei y­

und UV-Bestrahlung zeigt also, daß tatsächlich Th~in im
erreichbaren Ausmaß (cao 65 %) in der Phagen-DNS durch
Bromuracil substituiert waro Das Ausbleiben des EU-Effek­
tes bei der Radikal-Inaktivierung kann als Bestätigung für
den Erfolg der experimentellen Vorsichtsmaßnahmen in den
beiden Expositionssystemen gewertet werdeno Wenn UV-Licht
be-ider --Hochfrequenz-Entladung und Sekundärelektrenenoder
gestreute Protonen im Falle des 'Kqndensator 1 -Experimentes
in nennenswertem Umfang zur Schädigung der Proben beige­
tragen hätten, müßte sich dies zumindest in einer gering­
fügig erhöhten Empfindlichkeit der BUT1-Phagen zeigeno Da
eine solche Sensibilisierung innerhalb der Meßgenauigkeit
jedoch nicht zu entdecken ist, kann ein die Radikalwirkung
verzerrender Beitrag von tn/-Quanten oder geladenen Parti-
keln zur Inaktivierung ausgeschlossen werdeno

Eine schlüssige Erklärurlg für das Ausbleiben des BU-Effektes
bei H-Atom-Einwirkung kann noch nicht gegeben werdeno Wenn
man von der Annahme ausgeht, daß die diffusiblen Spezies
die Proteinhülle der Phagen durchdringen und an den ver­
packten DNS-Strang herankommen, dann kann in diesem Zusam­
menhang ein ESR-Befund von Heller und 001e (1965) für die
Interpretation von Bedeutung seino Sie ließen - entspre­
chend dem hier beschriebenen System I - atomaren Wasser­
stoff aus einer Hochfrequenz-Entladung auf trockene Proben
von Thyminundvon Thymus-DNS einwirken 0 Mit Thymin ergab
sich das von ionisierender Bestrahlung her bekannte Oktett­
Spektrum, das durch Anlagerung eines H-Atoms an 06 im Ring
hervorgerut.en wirdo Für 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 läßte Die
Autoren vermuten, daß im DNS-Strang die H-Atome nur in
geringem Umfang mit Thymin und bevorzugt mit den rest­
lichen drei Basen reagieren. Damit wäre es belanglos, ob
Thymin oder Bromuracil in die DNS eingebaut ist, und es
wäre verständlich gemacht, daß bei H-Atomen kein BU-Effekt
auftritt.

Größere Wahrscheinlichkeit kommt jedoch einer viel ein­
facheren Erklärungsmöglichkeit zu. Es ist denkbar, daß die
li-Radikale so reaktionsfähig sind, daß sie gar nicht bis
zur DNS im Phagenkern gelangen, sondern bereits im liüllen­
P:J:'()1:;~:i.IJ. g)::)J::'eagieren_~Als .stütze für die Yermutung,.daßim
wesentlichen Proteinschäden für 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 wässriger Lösung dem Angriff von
li-Radikalen aus und fanden, daß dabei die DNS aus den
Phagen austritt und in Lösung dann durch Radikaleinwirkung
degradiebt wird. Als Primäreffekt sind in diesem Falle
also radikalinduzierte Läsionen am Protein anzunehmen.
Gerade der komplizierte Anheft- und Injektionsapparat der
T-Phagen ist vermutlich gegen solche Proteinschäden sehr
empfindlich.Da sich T1- und BUT1-Phagen ja nur in ihrer
DNS unterscheiden, würde sich daraus zwanglos die iden­
tische Inaktivierungsrate durch atomaren Wasserstoff er­
klären. Um jedoch zwischen diesen und möglichen anderen
Deutungen des interessanten Befundes unterscheiden zu
können, müssen noch gezielte UntersuchlUlgen vorgenommen
werden (verglo Abschn. V.)~

Sämtliche:Ergebnif3sedieser Versl.:whsreihesind zu Ver- _
gleichszwecken in Abb. 24 - der Übersichtlichkeit wegen
ohne Meßpunkte - zusammengestellt. Die 'Dosis' ist in
relativen Einheiten angegeben, wobei die D37- bzw. t 37­
Werte für T1-Phagen jeweils willkürlich gleich 1 gesetzt
~rorden. Es sei vor allem auf die bemerkenswerte Überein-
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stimmung der mit den beiden Systemen der Radikal-Exposi­
tiongewonnenen Resultate hingewiesen~ T1- und BUT1~Phagen

haben beide Male gleiche Empfindlichkeit, während die
Resistenz von isolierter ~X-DNS um einen Faktor von ein­
mal 105 und einmal 1045 größer isto Die t 37-Werte von
RNase liegen in System I 68 mal und in System 11 65 mal
höher als bei den Phageno Diese Übereinstimmung liefert
eine starke Stütze für die Annahme, daß in beiden Systemen
jeweils gleiche Inaktivierungsmechanismen ablaufen, und
somit die gleichen schadenerzeugenden Agentien wirksam
sind, daß es sich also bei den strahleninduzierten diffu­
sibIen Produkten in System 11 tatsächlich um atomaren
Was-sers-tof'i'handelt .. · Im Gegensatz . dazu .weisendiedeut... ·
lich abweichenden Verhältnisse bei 60Co-Y-Strahlung, wo
T1-Phagen und ~X-DNS gleiche Empfindlichkeit besitzen,
BU-Einbau eine Sensibilisierung um einen Faktor 202 gegen­
über der nichtsubstituierten Form bewirkt,und die Resistenz
von RNase im Vergleich zu den T1-Phagen 130 mal größer ist,
offensichtlich auf wesentliche Unterschiede im Reaktions-
ablaufhino

IVo4 Temperaturabhängi~keit der Inaktivierun~ von
T1-Pha~en mit thermischen H-Atomen

Aufbauend auf den eben beschriebenen Ergebnissen der Inak­
tivierung durch H-Atome, die durch Bestrahlung im 'Konden­
sator'-System erzeugt waren, wurden in der Expositions­
kammer Versuche mit T1-Fhagen zwischen.100 °K und 340 °K
nach den Methoden A und B (verglo Abschno 11105) durchge­
führto Ein Beispiel für die dabei erhaltenen Überlebens­
kurven wurde bereits in Abbo 19 gegebeno Die Kurve zeigt
die Inaktivierung bei Zimmertemperatur nach Methode B,
die sich ja bei dieser Temperatur naturgemäß nicht von
Methode A unterscheideto Der konstante Anteil schwankte
in diesen Serien zwischen 5 und 30 %0 Da die Phagenprä­
parationen genau wie die in den Kernstoßversuchen verwen­
deten ~X-DNS-Proben gewonnen wurden, kann man annehmen,
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daß auch hier der unzerstörbare Rest des Testmaterials in
kleinen Salzkristallen eingeschlossen war und der Haupt­
teil in dünnster Schicht auf dem Probenträger haftetee Die
Ermittlung der eigentlichen Inaktivierungskurven aus den
Meßpunkten ist bereits in Abschne IVe3 beschriebene Wie­
derum dient die für eine Inaktivierung auf 37 % erforder­
liche Expositionszeit (t

37
) als Maß der Resistenz gegen

H-Radikalee Umgekehrt liefert der reziproke Wert (1/t
37

)
ein relatives Maß für den Reaktionsquerschnitt bzwa für
die Empfindlichkeit gegen die diffusiblen Bestrahlungs­
produkte unter den jeweiligen Expositionsbedingungeno

Die Inaktivierungsrate der Proben hä.Ilgiinatürlichvon der
Zahl der aus der gegenüberliegenden bestrahlten Folie pro
Zeit- und Flächeneinheit ausgelösten Radikale und damit
von der Intensität des primären Protonenstrahis abo In Abba
25 ist diese Abhängigkeit gezeigt, wie sie sich in einer
Versuchsserie nach Methode B beLZimmertemperatur,1.ffid mit,
einer Formve,rfolie von.,700 1{ JJ,ick~,ergabo, I~dopp~it
logarithmischem Raster" ist di.ere.ziproke 37 %-EXpositions'!'"
zei,t über der Stromdichte .desProtonenstrahls äUfgetragene
Hier wie :in den fc:>lgenderi,Darstellungen,der 1/t37-Werte
repräsentiert, .jeder experimentelle Punkt eine vollständige,

'... .'. .,:

Inaktivierungskurve von dem'inAbb.o 19 gezeigten Type Die
Durch diese Pubkte in Abbo 25 recht gut definierte Gerade
kann durch die Gleichung,

1/t
37

= coi0082 [sec,-1]

besch'T'ieben 'IJ.!erden, viO C = 20000 A-:1 sec -1 cm2 ist, wenn i

in A/cm2 eingesetzt wird; c ist eine apparative Konstante
und hängt zusätzlich von Art und Energie der auslösenden
St,rahlungabo Aus GleichUrig12ist die Existenz eines
Dosisraten-Effektes zu er,sehen(EXponent F .1):D:Le Schä­

di5uDgsrate der Proben durch H-Atomewächst langsamer als
die Intensit;at des auf die gegenüberliegende Folie fallen­
den Protonenstrahls'o Da die 'Radi,kal-Empfindlichke,it'



der Proben sich nicht geändert haben kann, gibt es hierfür
eine mögliche und vernünftige Erklärung: Die Rekombinations­
rate der freigesetzten Radikale ist konzentrationsabhängigo
Bei hoher Protonenstromstärke werden wegen der hohen Radi­
kaldichte'prozentual mehr H-Atome zu molekularem Wasser­
stoff rekombinieren und damit relativ weniger für die Bil­
dung makromolekularer Additions- und/oder Abstraktionsra­
dikale zur Verfügung steheno Alle im weiteren zitierten
Experimente wurden bei einer einheitlichen Protonenstrom­
stärke von 205 0 10-7 A/cm2 durchgeführto

Um die mit einer 6 ~ dicken Hostaphanfolie durchgeführten
Y~:r§llGhenl;:tch tlethQde .. Aund die Experimente nach M~thQd_e B,
für die ieine 1700 ~ dicke Formvarschicht aufgetragen wurde,
miteinander vergleichen zu können, war es notwendig, einen
möglich$D. Einfluß voh Materialart und Dicke der Folie auf
die Radikalausoeute und damit auf die Inaktivierungsrate
der gegenüberliegenden ,Proben zu untersuchene Hierzu wurde
das in Methode B verwendete Folienmagazin jeweils mit un­
terschiedlich dicken Lagen beider Materialien beschichtete
Aus Abbe 26 geht hervor, daß weder bei Zimmertemperatur
hoch bei 130 °K (Methode A) die Materialart (für die beiden
uhtersuchte:n Fälle) oder die Dicke der Folien von Einfluß
auf die Radikalausbeute sinde Die Abnahme des 1/t37-Wertes
für die dünnste verwendete Schicht ist mit einer gewissen
Unsicherheit behaftet und deshalb gestrichelt gezeichneto
Die Inhomogenität der Foliendicke liegt hier vermutlich
erheblich über den sonst gültigen 20 Prozente Ein korre­
lierbares Ergebnis bei Schichtdicke Null; doho ohne Folie,
konnte nicht ermittelt werden, da es sehr schwierig ist,
eine Metallfläche auch von den letzten Spuren adsorbierter
wasserstoffhaltiger Substanzen zu befreiene Überdies liegen
dann veränderte Verhältnisse in der Sekundärelektronen­
emission voro Prinzipiell wäre aus dem Absihken der oberen
Kurve in Abbo 26 zu kleineren Schichtdicken hin abzuleiten,
daß im Mittel diejenigen Radikale, die in einer Oberflächen-



- 51 -

schicht von etwa 2ÖO j erzeugt werden, eine Chance haben,
aus dem Material herauszudi~~undierenoSinkt die Schicht­
dicke unter diese Grenzlänge, so nimmt die Radikalausbeute
abo Das würde bedeuten,daß H-Radikalen in organischer Sub­
stanz eine mittlere Di~~usionslänge von ca. 200 R zukommt.
Diese Aussage ist jedoch als spekulativ zu betrachten,
bis genauere Ergebnisse ermittelt sindo

In den Abb. 27 und 28 sind einige der Inaktivierungskurven
gezeigt, die ~ür verschiedene Temperaturen mit Methode A
bzwo Methode B ge~unden wurden. Jeder eingetragene Meßpunkt
ist aus 10 - 12 Proben gemittelt.Bei beiden Methoden tritt
ein sehr ausgeprägter Temperature~~ekt au~o Im untersuchten
Temperaturbereich ändern.;sich die Schädigungsraten durch
H-Atome um mehr als eine Größenordnung 0 Der höchste erreichte
Temperaturwert lag bei 70 oe ( = 343 °K)o Hier betrug die
thermische Inaktivierung - berücksichtigt durch die Kon­
trollproben - bereits 85 %, wodurch die statistischen
Schwankungen der einzelnen Plaquezahlen stark erhöht wur­
den. Bei noch höheren Temperaturen waren die Proben nahezu
vollständig inaktiviert,' so daß die Versuche nicht mehr
ausgewertet werden konnten.

Sämtliche Ergebnisse der mit beiden Methoden durchgeführ­
ten Experimente sind in Abb. 29 zusammenge~aßt. Es handelt
sich dabei um die übliche Arrhenius-Darstellung. Hier ist
die Empfindlichkeit oder der Reaktionsquerschnitt (reprä­
sentiert durch 1/t37

) über der reziproken Temperatur au~ge­

tragen. Wie aus GI. 7 ersichtlich, kann bei diesem Verfah­
ren die Neigung einer Kurve als direktes Maß für die Akti­
vierungsenergie genommen werden, die dem untersuchten Pro­
zeß zugrunde liegt. Durch jede der beiden Punktscharen,
die den zwei unterschiedlichen Expositionsmethoden zuge­
ordnet sind, läßt sich recht gut eine Gerade legen. Diese
Geraden werden durch die Gleichungen
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-EA/RT
1/t

37
::: cA e ~ [sec-1 ]

für Methode A und

(14)

für Method$ 13 beschrieben ~lIlitcA :::00146 sec;;.1 und ö B =
00258 sec-1 )0 Die für die beiden Methoden aus den Kurven­
neigungen abzulesende~ Aktivierungsenergien sind ~ ~ 0065
1: 001 kcal/Mol bzwo Ei :e. 0095 1: 001 kcal/Mblo Die Existenz
eines temperaturunabhähgigen konstanten Terms ist inner­
halb des untersuchten Bereiches in keinem Fall zu erke!l!leno

Aus den in~~~ ~gb~ll~ zUßammengßstellten Temperaturexpö~

nenten ist folgendes zu entnehmen: In fast allen Fällen
weisen die Inaktivierungsraten einen temperaturunabhängigen
Anteil mit E

ö
= 0 auf 0 Bis auf ganz wenige Ausnahmen wird

für die verschiedensten Strahlenarten und Testobjekte dar­
über hinaus ein Temperaturexponent mit E1 = '1 kcaljMol
und - soweit überhaupt untersucht - ein weiterer mit E2 =
3 - 605 kcal/Mol gefunden (verglo Abschno 110)0 Es fällt
sofort auf, daß die aus Glo 14 abgeleitete Aktivierungs­
energie für Methode B, wo die Verhältnisse analog zur di­
rekten Strahleninaktivierung sind (Folie und Probe auf

gleicher Temperatur), mit ~ = 009; ± 001 kcal/Mol inner­
halb der Fehlergrenzen mit dem Temperaturexponenten E1 =
1 kcal/Mol aus Glo 8 übereinstimmto Dieser Befund kann als
Stütze für die Annahme gelten, daß die Temperaturabhängig­
kelt der Strahleninaktivierung von dem Anteil herrührt, den
strahleninduzierte diffusible li-Radikale zur GesAmtschädi-
gung beitrageno

Um Endgültiges über die Stichhaltigkeit dieser Hypothese
aussagen zu können, ist eine Abschätzung erforderlich, ob
der im vorliegenden Experiment erfaßte Radikalprozeß, dem
eine Aktivierungsenergie von rund 1 kcai/Mol zukommt, mit
ausreichender Effektivität abläuft, um die bei Tieftemperatur­
Bestrahlungen gefundenen Dosisreduktionsfaktoren zu erklären0
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Wenn der Prozeß im Rahmender zum Gesamtschaden führenden
Reaktiönskette von nur untergeordneter Bedeutung ist,
könnte die Übereinstimmung in den Aktivierungsenergien rein
zufällig sein. Der vön He~mann (1966) bei direkter Bestrah­
lung von T1~Phagen mit 2 MeV-Protonen zwischen 100 °K und
293 °K ermittelte Dösisreduktionsfaktor von 1.7 läßt sich
15einäß derangefütJ'ten Hypothese so interpretieren, daß bei
Zimmertemperatur etwa 60 %der Läsionen durch unmittelbare
Wechselwirkungsereignisse zustande kamen, während 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 'Dosimetrie f

.t'iiJ:'dieInaktivierungsversuchemitatomaX'emWasserstof'.f
im Trockenen, im speziellen Fall also eine Messung der
Radikalausbeute bei indirekter Bestrahlung der Folie, bis­
her nicht durchgeführt werden konnte, bleibt man füx die
Beurteilung der Bedeutung der gemessenen Radikalreaktion
auf eine etwas grobe Abschätzung ~ngewiesen: Nimmt man an,
daß auf dem Folienträger statt der Kunststoffschicht eine
Präparation aus T1-Phagen aufgebracht ist, so wäre bei
Zimmertemperatur für eine 37 %-Inaktivierung dieser Präpa­
ration nach Hermann (1966) eine 'Protonendosis' von
1.85 x 1011 p/cm2 erforderlich (senkrecht zum Strahl ge­
messen; die tatsächliche Bestrahlungsdichte ist wegen
der Flächenneigung von 90 etwa um einen Faktor 6 kleiner).
Um unter entsprechenden Bedingungen die Phagenproben in
der Expositionskammer auf 37 % zu inaktivieren, mußte die
gegenüberliegende Folie mit einer Teilchendosis von
207 x 1013 p/cm2 bestrahlt werden (wiederum senkrecht
zum Strahl gemessen). Nun ist zu berücksichtigen, daß
unter den gegebenen geometrischen Verhältnissen nur die
Radikaleerfaßt werden~die(gemittelt) itieinellRa1ifntriiri­
kel von etwa 4rr/7 austreten. Setzt man eine isotrope Ver­
teilung der Diffusionsrichtungen voraus und nimmt man
außerdem an, daß die H-Auslöserate bei Phagenpräparation
und Kunststoffolie übereinstimmt, so bedeutet das, daß
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qie gegen den Prim~rstrahl abgeschirmten Proben durch
~adikal-.Angr:lff fui t einer Effektivität ihaktiviert werden',
die etwa 5 %der Strahlehgesamtwirkuh~alifdie direkt ge­
troffene Präparation entsprichte Demnäch würde die Schä­
digungsrate durch freigesetzte ~asserstöffatofue in einer
vom bestrahlten System vollständig getrennten Probenbch
1205 %der Inaktivierungsrate ausmachen, die im unmittel­
bar bestrahlten Material auf die ~irkung dieser Radikale
zurückzuführen ist (40 %)0 Es ist anzunehmen, daß die frei­
gesetzten H-Atome mit besonders großer ~ahrscheinlichkeit

in allernächster Umgebung ihrer Ablösestelle reagieren,
und nur ein geringer Bruchteil aus dem Molekülverband
austreten kann 0 Der ermittelte Wert von 12.,;5 %liegt so­
mit hoch genug, um die Annahme zu rechtfertigen, daß der
in unserem Versuch erfaßte Reaktionsschritt mit dem bei
ionisierender Bestrahlung gefundenen Temperatureffekt
in unmittelbarem Zusammenhang stehto Ob und wie weit auch
die Komponente E2 mit 3 - 605 kcal/Mol (verglo Glo 8) auf
Radikalprozesse zurückgeht, müssen zu höheren Temperaturen
ausgedeh~te Untersuchungen an thermisch resistenteren Ob-
jekten (zoBoRNase, 0X-DNS) zeigeno Es sei jedoch erwähnt,
daß Vacek und Schulte-Frohlinde (1968) für das Verschwin­
den (durch Rekombination oder Weiterreaktion) von H-Atomen
in glasiger Schwefelsäure eine Aktivierungsenergie von
600 kcal/Mol gemessen habeno

~enn nun dem kombinierten Effekt in Methode B (Radikal­
Quelle und Probenmaterial auf einheitlicher Temperatur)
eine Aktivierungsenergie von 0095 kcaljMol zugeordnet ist,
welche Schlüsse lassen sich dann aus dem Unterschied zu
dem Temperaturexponenten ~ = 0065 kcal/Mol bei Methode A

a
ziehen? Die einzige Abweichung besteht hier darin, daß
das System, aus dem die H-Atome ausgelöst werden, in allen
Experimenten auf konstanter Temperatur lag, daß somit kon=
stante Radikalausbeute vorgelegen haben mußo Die Temperatur­
abhängigkeit der Radikalauslösung ist demnach für die Dif-
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terenz der heiden Exponentertwerte verantwortlich, doho die
nadikalfreisetzung hat für sich alleine eine Aktivierungs­
energie von 003 kcal/Molo Die primäre Abspaltung eines H­
Atoms, die in den meisten Fällen eine Folge einer durch
Ionisation entstandenen Ladungsverschiebung ist, hängt in
erster Näherung sicher nicht von der Temperatur ab .. Ein
abgetrenntes H-Atom kann aber durch sterische Behinderung
- zoB .. durch l'1olekülseitenketten, von denen es eingeschlos­
sen ist - praktisch an seinem ursprünglichen Platz festge­
halten werden, wodurch die Rekombinationsrate mit dem Mole­
külrest erhöht wird .. Auf die Möglichkeit eines solchen
'Käfig-Effektes' haben schon Franck und Rabinowitsch (1934)
hingewiesen.... Der Differenzhe trag .~....... .~.. = O.. 3c kcal/Mel
kann möglicherweise als die Aktivierungsenergie betrachtet
werden, die erforderlich ist, die Käfig-Wirkung zu über­
winden und das H-Atom vollends freizusetzeno Deshalb sei
dieser Energiewert mit EL bezeichnet CL steht für 'Loslö-a
sung ' oder auch'liberation')& Eine Nachprüfung dieser In-
terpretation ist dadurch möglich, daß man in Umkehrung
der Methode A die Temperatur der Proben konstant hält,
während die de~ bestrahlten Folie variiert wird .. Dabei
müßte sich dann für die Inaktivierungsrate 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 0065 kcal/Mol der Temperaturabhängigkeit
der Schädigungsrate .. Darunter ist vermutlich ein komplexer
Einfluß sowohl auf den direkten Radikal-Angriff nach GI .. 4,
also auf die Reaktionsrate, wie auch auf die Beweglichkeit
derH....Atome zu verstehen (deshalb ED - Dsteht für 'damage'. a
oder für 'Diffusion') .. Die Radikale können in HaftsteIlen
('traps') festgehalten werden, in flachen Potentialmulden,
wie sie in den komplizierten Strukturen organischer Sub­
stanzen reichlich existieren.. Daß es solche Stabilisierungs­
zentren für H-Radikale tatsächlich geben muß, folgt aus den
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ESR-Untersuchungen von Müller und Dertinger (1968), die
in Y-bestrahlten trockenen Phagenpräparationen selbst
nach einer Erwarmung auf 200 °K noch atomaren Wasserstoff
nachweisen kohriteno Seit längerem weiß man, daß besonders
Phosphat-Gruppen (wie sie auch in der Phagen-DNS vorhanden
sind) in der Lage sind, li-Atöme zu stabilisiereno So fan­
den Cole und Silver (1963) in bestrahlte~ Milcnzähnen
sogar noch bei Zimmertemperatur das ESR-Signal des atoma­
ren Wasserstoffso Wenn die li-Radikale nicht genügend Ener­
gie besitzen, die Potentiaimulden zu verfassen, können sie
lediglich mit einem anderen freien li-Atom rekombinieren,

. _ ..- - ~

wodurch jeweils zwei potentiell sChäaigehde Einheiten für
weitere Reaktionen ·ausI'a-Ilefi..BurchEnergiezufubr-können
die Radikale aus deh 'traps' freigesetzt werden und er­
halten dadurch erneut eine Chance, mit einem Biomolekül
Anlagerungs- oder Abstraktionsradikale zu bilden~ Bisher
ist nicht geklärt, welcher Teil des Temperaturexponenten
E~ mit den Radikalhaftstellen bzwo den Diffusionserschei­
nungen in Zusammenhang gebracht werden kann, und welcher
Teil als eigentliche P~tivierungsenergie für direkte Radi~

kalreaktionen anzusehen isto Cercek (1968) stellte vor
kurzem eine Berechnung für ein entsprechendes Problem bei
Bestrahlung im Flüssigen ano Er zeigte, daß in dem für
eine Reaktion des hydratisierten Elektrons (e~q) gefunde­
nen Temperaturexponenten die Aktivierungsenergie für die
Beweglichkeit des Radikals, also die Diffusionskomponente,
den dominierenden Anteil ausmachen kanno Ganz entsprechend
konnten Vacek und Schulte-Frohlinde (1968) nachweisen, daß
die Reaktionen von li-Radikalen in fester Matrix (Schwefel-
säure-Glas) diffusionskontrolliert sindo

Die in Glo 14 formulierte Empfindlichkeit von·T1-Phagen
gegenüber strahleninduzierten li-Radikalen in Abhängigkeit
von der Temperatur läßt sich nun genauer angeben durch die
Beziehung

-(~ + ED)/RT
(15) 1/t

37
= cB e a a [sec-1]
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mit ~ = 003 kcai/Mol und E~ = 0,,65 kcal/Molo

Im Vorstehenden könnte nur eine grob simplifizierte Inter­
pretationdes Temperatureinflusses auf die Sekundärschä-
digung durch Radikalprozesse bei ionisierender Bestrah­
lung gegeben wefden (so wurde z"B" nicht berücksichtigt,
daß auch in der Folie neben der unmittelbaren Radikalaus­

lösung Diffusionsvorgänge eine Rolle spielen)" Diese Inter­
pretation hat in manchen Details noch hypothetischen Cha­
rakter" Doch scheint es mit diesen Experimenten gelungen
zu sein, die in fast allen einschlägigen Untersuchungen
gefundenen Aktivierungsenergien von etwa 1 kcal/Mol auf

'ti~IIl.p~:I:'a.i;1.l.:r:f1'Qb.äp.gige... Radikalreaktionen-.zurückzuführen,,-

Vo Syhlußfolgerungen und Ausblic~

Eine Analyse der in der vorliegenden Arbeit zusammenge­
faßten experimentellen Fakten macht deutlich, daß die
noch vielfach übliche Einteilung der Strahlenwirkung, nach
der man bei Bestrahlung im trockenen System ausschließlich
von 'direktem Effekt' spricht 1Lnd nur in Lösung Inaktivie­
rung durch 'indirekten Effekt' über Radiolyseprodukte
des Wassers annimmt, in ihrer bisherigen Form nicht län­
ger haltbar ist" Man sollte deshalb dazu übergehen, den
Begriff des 'direkt~n Effektes' enger zu fassen und nur
auf jene Veränderungen anzuwenden, die durch die unmittel­
bare Energi~absorptionentstehen und auf den Ort (meist
das Molekül) der primären Wechselwirkung zwischen Strah­
lung und untersuchter Materie begrenzt bleiben" Alle se­
kundären Radikalprozesse, wie sie in dieser Studie auch für
trockene Systeme nachgewiesen werden konnten, sollten ein­

deutig als solche gekennzeichnet werden"

Wenn in diesem Punkte auch eine klare qualitative Aussage
über die Inaktivierung verschiedener elementarbiologisch
interessanter Objekte durch strahleninduzierte diffusible
Agentien erarbeitet wurde, so bleibt eine quantitative
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Erfassung solcher Prozesse doch unerläßliche Voraussetzung
für ein fundiertes Verständnis der nach Bestrahlung zur
biochemischen Schädi~~g führenden Reaktionsfolgee Hierzu
ist insbesondere eine 'Dosimetrie' für die E4positionsver­
suche mit atomarem Wasserstoff anzustrebenoGere.de 5..m Hin­
blick auf die Beurteilung der RelevffiLz von H-Radikal-Reak­
tionen für die Temperaturabhängigkeit der Strahleninakti­
vierung, für die sich durch unsere Untersuchungen sehr
starke Argumente ergeben haben, kommt den diesbezüglichen
Bemühungen große Bedeutung ZUo Doch schon die hier zusam­
mengetragenen Befunde verleihen der Hypothese einen hohen
Grad an Wahrscheinlichkeit, daß in der Folge von primären
Energieabsorptions __EreignissenablaufendeRadiltalprozesse
zumindest bei dünn-ionisierender Strahlung für das Phänomen
des Temperatur-Effektes verantwortlich sinde Bei sehr
hohen LET-Werten (zeBo bei schweren Ionen) kann dagegen
die Hitze-Inaktivierung in den 'thermal spikes', deren
Ausbildung von der Umgebungstemperatur abhängt, ausschlag­
gebend für diesen Effekt werden, wie Butts und Katz (1967)
in einer überzeugenden mathematischen Behandlung des Pro­
blems zeigen konnteno Weitreichende Aufschlüsse über den
physiko-chemischen Problemkomplex der Sekundärreaktionen
bei Bestrahlung sind von der Aufstellung von Radikal­
Bilanzen zu erwarten, in die durch ESR-Messung während
der Bestrahlung und bei extrem tiefen Temperaturen auch
kurzlebige Zwischenprodukte einbezogen werdeno Allerdings
sind eindeutige Antworten auf die Frage nach Radikalum­
wandlungen praktisch ITQr an Einkristallen zu erhalten,
und die dAmit gewor~enen Befunde lassen nur unter Vorbe-
halten Schlüsse auf die Verhältnisse in biologischen
Systemen zUo

In unmittelbarem Zusammenhang mit den in unseren Unter­
suchungen angeschnittenen Themen ergab sich eine Reihe von
neuen Fragen, deren Lösung weitere Argumente für oder gegen
noch weitgehend spekulative Hypothesen erbringen und den
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hier behandelten begrenzten Problemkreis in einen umfas­
senderen Rahmen einordnen könnten" Es wurde bereits auf
die tIöglichkEüt hingewiesen, eine eventuelle Korrelation
~wis0hen Radikalreaktionen und de~ beim Temperatureffekt
auftretenden dritten Komponente mit AktivierUhgsenergien
vöfi 3 - 6,,5 kcal/Mol durch H-Exposition von thermisdh
resisten~en 0X-DNS- oder RNase-Präparationen bei hohen
Temperaturen zu untersuchen. Die BU-Sensibilisierung ist
von so grundlegendem Interesse, daß einer Erklärung für
das Ausbleiben dieses Effektes bei Einwirkung von atomarem
Wasserstoff auf ganze Phagen besondere Bedeutung zukommt.
Hier dürften entsprechende Expositionsversuche mit norma­
ler und BU...substituierter···inf'ektiöser ... Einzel-und Doppel­
strang-DNS (der Phagen 0X-174 bzw" T1) zur Aufklärung bei­
tragen, für die auch der bei diesen Systemen beachtliche
experimentelle Aufwand nicht gescheut werden sollte"

Aus einem Vergleich der mit den beiden Verfahren der Ra­
dikalerzeugung (Hochfrequenz-Entladung und 'Kondensator'­
Experiment) ermittelten Resultate konnte gefolgert werden,
daß es sich bei den strahleninduzierten diffusiblen Agen­
tien größtenteils um atomaren Wasserstoff handeln muß. Doch
liegt die Vermutung nahe, daß bei ionisierender Bestrahlung
auch größere radikalische Produkte (z"B .. Methylgruppen,
Aminogruppen) abgespalten werden, die vielleicht ebe1'...falls
in geringem Umfang an Sekundärreaktionen teilnehmen können4
Ob und wie weit dies der Fall ist, läßt sich beispielsweise
dadurch untersuchen, daß man molekulare Mischungen zweier
unterschiedlich und mit hoher spezifischer Aktivität mar­
kierter Molekülsorten (etwa Proteine, markiert mit 3H,
140, 15N) im Trockenen bestrahlt. Nach dem Ablösen und der
Trennung .. durch Zentrifugation, ChFomatographie oder Elek­
trophorese kann man die einzelnen Präparationen auf etwaige
Anlagerungen von Bruchstücken 'artfremder' Moleküle testen"
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Das Hauptinteresse im Zusammenhang mit indirekten Effekten
bei Bestrahlung trockener S}.1bsta;nzen (bzw. hochkonzentrier­
ter Lösungen oder weitgehend wasserfreier Systeme) kommt
jedoph den R...Radikalen zu" Eine Spezifizierung d'er durch
ihren Angriff auf lnolekularbiologische Systeme hervorge­
rufenen Schäden muß angestrebt w~rden" Gerade bei Nuklein­
säuren kommt eine Vielzah1 von L&sionen - wie etwa Ver­
netz1L~gen, Basenveränderungen, Strangbrüche, lokale Dena­
turierungen durch das AUfbrechen von Wasserstoffbrücken ­
als Ursache für eine Inaktivierung in Frage" In diese
Richtung weisende Bemühungen stellen eine VerbindUhg
zwischen physiko-chemischen und biochemischen Interessen­
bereichen .hep,wie .. sieimmernachdriicklichervon-den
mehr phänomenologisch orientierten Disziplinen der Genetik,
Biologie und Medizin gefordert wird"

VI" Zusammenfassun~

Die Hauptaufgabe der vorliegenden Arbeit bestand in dem
Nachweis strahleninduzierter Radikal-Reaktionen in trocke­
nen Präparationen von Biomolekülen sowie in der Aufdeckung
eines möglichen Zusammenhangs zwischen solchen Sekundär­
reaktionen und dem bei Bestrahlungsexperimenten auftreten­
den Temperatureffekt" Zu diesem Zweck wurden in zwei grund­
sätzlich voneinander abweichenden VersuchStlnordnungen
Radikal-Expositionsversuche mit Ribonuklease, T1- und
BUT1-Phagen sowie isolierter Einstrang-DNS des Phagen
0X174 durchgeführt" Dabei kO!L~te gezeigt werden, daß bei
ionisierender Bestrahlung organischer Substanzen mit
großer Ausbeute diffusible Agentien entstehen, die zur
Inaktivierung von elementaren biologischen Einheiten bei­
tragen,,, Ein· Vergleich der mit beiden Anordnungen gewonnenen
Ergebnisse macht deutlich, daß die reaktiven Bestrahlungs~

produkte größtenteils atomarer Wasserstoff sein müssen"
An T1-Phagen wurde der Einfluß der Temperatur auf die In­
aktivierungsrate bei Einwirkung strahleninduzierter Radi­
kale untersucht" ~hand der aus zwei unterschiedlichen
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Expositionsmethoden resultierenden Daten wurde eine Modell­
vorsteIlung für das Zustandekommen des temperaturabhängigen
Anteils der Inaktivierungsrate bei ionisierender Bestrah­
lung entwickelto Im Rahmen der hier mitgeteilten Unter­
suchungen wurde außerdem die inaktivierende Wirkung ela­
stischer Kernstoßprozesse an Nukleinsäuremolekülen durch
Bestrahlung infektiöser DNS des Phagen 0X174 mit nieder­
energetischen Protonen nachgewieseno In einem Experiment
zur Temperaturabhängigkeit der Strahlenschädigung konnte
für den Inaktivierungsquerschnitt von Ribonuklease gegen­
über 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 Aktivität von RN,ase:

Lösung der Testpräparation in 1 ml Azetatpuffer (001
molar, pR 500) - Zugabe von 1 ml gereinigter 1 %iger
RNS-Lösung in 0.,01 mAzetatpuffer (pR 500) - 30minütige
Inkubation im Wasserbad bei 30 oe - Unterbindurig der
Reaktion durch RNS-Ausfällung mit 1 ml 0075 %iger Uranyl­
azetatlösung in 25 %iger Perchlorsäure - sofortige Ab­
kühlung im Eisbad - Abzentrifugation des Niederschlages
(10 min/6000 UpM) - 1:3-Verdünnung des Überstandes mit
destilliertem Wasser - Messung der optischen Dichte dieser
Lösung mit Spektralphotometer bei 2600 R.

Isolierung der DNS aus 0X1?4-Phagen ('heiße Phenolextraktion'):

Erwärmung von 1 ml Phagenlconzentrat in 001 m Natriumtetra­
boratlösung auf 70 oe - Erwärmung von 1 ml Borat-gesättigter
Phenollösung auf 70 oe - Vermischung der beiden Flüssig­
keitsmengen - wiederholtes Schütteln und Wi.Gdererwärmen
auf 70 oe während 5 Minuten - Abkühlung auf Zimmertempe-
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ratur - Zentrifugatioh (5 min/6000 UpM) - zweimalige Wie­
derholung der Phenolextraktion mit der DNS-haltigen wäss­
rigen Phase - aufeinanderfolgendeRückgewinnung der DNS­
Reste aUs den drei Phenolphasen mit 005 ml 001 m Borat­
lösung - VermischUL~g der beiden wässrigen Phasen - 5mali­
ges Ausschütteln des restlichen Phenols mit einigen ml
Äther - Dialyse des Extraktes gegen NCE-Puffer (9 g NaCl,
3087 g Na-Citrat und 0058 g ÄDTA pro 1000 ml)o

Zentrifugation (15 min/5000 UpM) von 80 ml einer frischen
Kultur von Eocoli K12-Bakterien mit einem Titer von
2 - 5 x 108/ml in 3XD-Medium (Fraser undJ~;;~i,1953)
~ Auflösung des Sediments in 104 ml Sucroselösung (105
molar) - Zugabe von 0068 ml 30 %igem Rinderserum-Albumin,
0008 ml Lysozymlösung (002 %ig in 0025 m Tris-Puffer),
0016 ml ÄDTA (4 %ig) und 10 ml PA-Medium (1 % Casamino­
säure, 1 % Difco-Nährbrühe, 1 % Glucose, 10 % Sucrose) ­
15 minütige Inkubation bei Zimmertemperatur - Abstoppen
der Enzymreaktion durch Zugabe von 008 ml MgS04-Lösung
(1~~ig) - Aufbewahrung im Kühlschranko

Ablösung der DNS-Präparation in 005 ml 0005 m Tris-Puffer
(pR 801) - Vermischung mit 005 ml Sphäroplastenl~onzentrat ­
20minütige I~~ubation bei 37 oe - Zugabe von 1 ml Pl.u~~

Medium mit 002 % MgS04 ) - weitere 100 min Inkubation bei
37 oe - 1:10-VerdüP21ung in destilliertes Wasser ~ Plat=
tieren von 001 ml geeigneter VerdÜITnungen (in Borat-Puffer)
mit einigen Tropfen Eocoli C/1-Lösungen auf Agar-Platten ­
mehrsttffidiges Bebrüten derPlättän - Auszählender I plaques ' 0
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a Ke.mponente wurde nicht untersucht

b ~omponente tritt nicht auf

c di~s sind die Temperaturexponenten, die von Günther urid Jung (1961) aus den

experimentellen Daten von Brustad (1964) ermittelt wunden. Brustad (1961)

kcrrigierte seine ursprünglich veröffentlichten Werte (1964) und gab zwei

Komponenten mit 0 bzw. 1.5 kcal/Mol an

d hier tritt eine zusätzliche Komponente mit O.35kcal/~ol auf

e die Inaktivierung erfolgte in diesen Exp3rimenten überiwiegend durch

elastische Kernstöße, weshalb keine Temperaturabhängi~kcit zu erwarten ist

f die Ergebnisse stammen aus ESR-UntersuchJmgen über die! Temporaturabhängigkei t

von Radikal-Ausbeuten



Abbo 1: Wirkungsquerschnitte für die Abbrems·ang von Pro­
tonen in Gewebe durch Wechselwirkung mit Elektro­
nen (cre ) bzwo durch elastische Kernstöße (an)
(Neufeld und Snyder, 1961)
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Abbo 2: Kalibrierungskurve für die Zahl der produzierten
~X174-Phagen pro ml (= Plaque Titer) als Funk-bion

der relativen DNS-Konzentration
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Abb. 3: Aufbau des Protonenbeschleunigers (halbschema­
tisch). U = Beschleunigungsspannung; T = Trenn­
transformator; C= Coronaschutz; I = Ionenquelle;q
R = Reihenwiderstand ; R1 , R2 , R

3
= Besc}üeuni-

gungsröhren; B1 , B2 , B3 = Blenden; F = F~derbalg;

M = Analysiermagnet; Str = Protonenstrahl; S =
Schieberventi1 ; K = Bestrahlungskammer; FB = Fara­
daybecher; A = Nanoamperemeter; P 15 = Pumpstand
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Abbo 4: Bestrahlungskammer für die Kernstoßversuche
(halbschematisch)o B2 , B3 = Blenden; FE = Fara­
day-Becher; M = Magnetfeld; D = Drehdurchführung;
P = Positionsanzeige; Dr = Drehknopf; BP = Be-
strl=lhlungsplatte; HP "" HaIterung f'U.r die zu be-

strahlenden Proben; HK = Halterung für die Kon­
trollproben; Str = Protonenstrahl
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Abbo 5: Van de Graaff-Beschleunigero B = Beschleuniger;
V = Vakuumventil; MGH 300 Diffusionspumpe; AM =
Ablenkmagnet; 8 = energiedefinierendes Schlitz­
system; F = Folienhalter mit Strahlverschluß;
PL 15 = ~illmpstand; K = Bestrahlungskammer
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!pbo 6: Bestrahlungskammer für die Inaktivierung von
RNase durch 2 MeV-Protonen-Bestrahlung bei
erhöhten Temperaturen; B = Eintrittsblenden,
D = Probenhalter; E = Einfüllstutzen der Thermo­
stattrommel; F = Absaugstutzen; TT = Thermostat­
trommel; P = Proben; R = Abdeckplatte; S = Strahl­
achse; T = Thermoelement
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Abbe 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 11)
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Abbo 9: Stromdichte der von den 2 MeV-Protonen aus der
bestrahlten Folie ausgelösten Sekundärelektronen
gemessen am Ort der Proben in Abhängigkeit von
der Schirmgitterspannung
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Abbo 10: Messung der Temperaturabhängigkeit der Inakti­
vierungsrate bei der Einwirkung von H-Atomen,
die durch 2 MeV-Protonen-Bestrahlung einer
organischen Folie erzeugt werdeno Schematische
Darstellung der beiden Anordnungen für die
Probenexposition nach Methode A bzwo B





Abbo 11: Halbschematische Darstellung der H-Atom-Expo­
sitionskammero Die beiden unterschiedlichen
Anordnungen für die Probenexposition (Methoden
A und B) sind in einer Zeichnung gezeigt





!QE~_j~ Typische Kurve für die Inaktivierung von
~X174-DNS mit niederenergetischen Protonen
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Abbo 13: Inaktivierung von [lJX174-DNS durch Protonen von
0.8, 102 und 35 keV Energie
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~bbo 14: Verlauf des Wirkungsquerschnitts für die Inakti­
vierung von ~X174-DNS in Abhängigkeit von der
Energie der eingestrahlten Protoneno Gestrichelt:
entsprechende Kurve für RNase bei willkürlicher
Anpassung bei 50 keV (no Jung, 1964)
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Abbo 15: Vergleich der experimentell bestimmten Wirkungs­
querschnitte für die Inaktivierung von ~X174­

DNS (~) mit dem nach der Treffbereichstheorie
unter verschiedenen Voraussetzungen zu erwar­
tenden Kurvenverlauf (Erläuterungen E3., Apschno
IVo1)
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Abb. 16: Inaktivierung von RNase durch 2 MeV-Protonen
bei verschiedenen Temperaturen
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Abbo 17: D37-Werte für die Inaktivierung von RNase
durch 2 MeV-Protonen in Abhängigkeit von der
Temperatur 0 Gestrichelt: Messungen von Günther
und Jung (1967)
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Abb. 18: Wirkungsquerschnitte für die Inaktivierung von
RNase durch 2 MeV-Protonen (e) in Abhängigkeit
von der reziproken ab$oluten ~em~~ra~r (ArrAe­
nius-Darstellung)0 Zerlegung in drei Komponenten
(Erläuterungen so Abschn. IV02)
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Abbc 19: Typischer Kurvenverlauf für die Inaktivierung
durch H-Atom-Einwirkung auf trockene Probenprä­
p~ratione~ in der Exposttiop~k~~~
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Abbo 20: Inaktivierung von trockenen T1-Bakteriophagen (~)

und BUT1-Phagen (A) durch atomaren Wassersto~f

(System I und 11)
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Abbo 21: Inaktivierung von trockener infektiöser ~X174­

DNS durch atomaren Wasserstoff (System I und 11)
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Abbo 22: Inaktivierung von trockener RNase durch atomaren
Wasserstoff (System I und II)
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Abb" 23: Inaktivierung von T1-Phagen Co) und BUT1-Phagen CA)
durch atomaren Wasserstoff (System I und II) und
durch Bestrahlung mit 60Co-'V-Strahlen und UV-Licht
von 2537 R Wellenlänge





Abbo 24-: Dosis-Effekt-Kurven für die Inaktivierung von
T1-Phagen, BUT1-Phagen, infektiöser 91X174--DNS
undRNase durch atomaren Wasserstoff (System I
und 11) und durch 60Co-v-Strahlung (D

37
für

T1-Phagen jeweils auf 1 normiert)
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!bbo 25: Reziproke 37 %-Expositionszeit für die Inaktivie­
rung trockener T1-Phagen durch strahleninduzierten
atomaren Wasserstoff in Abhängigkeit von der Inten­
sität des primären 2 MeV-Protonen-Strahls (Methode
B; Zimmertemperatur)





Abbo 26: Reziproke 37 %-Expositionszeit für die Inakti­
vierung trockener T1-Phagen durch strahlenindu­
zierten atomaren Wasserstoff in Abhängigkeit von
Materialart und Dicke der bestrahlten Folie
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Abbo 27: Inaktivierung trockener T1-Phagen durch strahlen­
induzierten atomaren Wassersto~f bei verschiede~

nen Pröbentemperaturen (Methode A - Folie jeweils
auf Zimmertemperatur)
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Abbo 28:" Inaktivierung trockener T1-Phagen durch strahlen­
induzierten atomaren Wasserstoff (Methode B ­
Proben und Folie jeweils auf einheitlicher Tem­
peratur)
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Abba 29: Reziproke 37 %-Expositionszeit für die Inakti­
vierung trockener T1-Phagen durch strahlenindu­
zierten atQmaren Wasserstoff in Abhängigkeit \fön

der reziproken absoluten Temperatur (Arrhenius­
DarstelJung) 0 Offene Kreise: 1700 1t Formvar-Folie,
Methode Ba Volle Kreise: 6 ~ Hostaphan-Folie,
Methode A
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