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Coliphages of the strains T l ,  T2, and T7 suspended in broth have been inactivated by X-rays. 
Under these conditions the phages should be protecied from indirect effects. The action of cysteine 
and removal of oxygen were investigated. With T l ,  T2, and T7 hyperprotection by cysteine was found, 
w h i h  could not be substituted by anoxia. None of these phages showed a marked decrease in radia- 
tion sensitivity on removal of oxygen, whereas hyperprotection was strongly affected by air with T l  
and T7 but not with T2. Tentative explanations for the differences between T1 and T2 are given. 

Für die Aufklä~ung des Mechanismus der Strah- 
lenwirkung sind quantitative Versuche an möglichst 
einfachen biologischen Spternen wegen ihrer Uber- 
sichtlichkeit von !besonderem Interesse l. Dabei spielt 
die Beeinflussung der Strahlenwirkung durch schwe- 
felhaltige Schutzsubstanzen und 0,-Entzug wegen 
ihres Vorhandenseins bei fast allen untersuchten 
Organismen eine wichtige Rolle. Schon 1948 be- 
schrieben LATARJET und EPHRATI die Strahlenschutz- 
wirkung von Cystein auf Bakteriophagen "nd 1951 
wurde von DOERMANN der Begriff des Hyperschutzes 
geprägts. Dieser Hyperschutz besteht in einer er- 
höhten Strahlenresistenz nach Zugabe von schwefel- 
haltigen Verbindungen wie Cystein, wenn das in 
wäßriger Suspension untersuchte Material schon 
durch Zusatz organischer Substanz (z. B. Nährbouil- 
lon) gegen indirekte Strahlenwirkung geschützt 
war 4. Der gleiche Begriff wird auch auf die Schutz- 
wirkung solcher Substanzen bei getrockneten Pha- 
gen angewandt, bei denen keine indirekten Strah- 
lenwirkungen auftreten können. Zur Erklärung des 
Wirkungsmchanismus dieser Schutzstoffe wurde 
von ELDJARN und P I H L ~  die Hypothese der Bildung 
gemischter Disulfide vorgeschlagen. Ob sie auch auf 
den bei Bakteriophagen beobachteten Hyperschutz 
angewendet werden darf, ist eine noch ungeklärte 
Frage, zu deren Lösung weitere Untersuchungen bei- 
tragen sollen. Der Einfluß des 0, bei Bestrahlung 
von Coliphagen wurde schon 1950 von HEWITT und 
READ ' untersucht. Die allgemein als ,,O,-Effekt" be- 
kannte und bei höheren Organismen beobachtete 

Verminderung der Strahlenwirkung durch 0,-Entzug 
wurde bei freien Phagen nicht beobachtet. 48 

Tab. 1. Die zur Herabsetzung der Plaque-Bildung auf 37% 
bei Bestrahlung in Bouillon unter verschiedenen Bedingungen 

erforderlichen Röntgendosen in kr. (Standardfehler für 
p = 0,05). 

Da sowohl Hyperschutz als auch Einfluß von 0, 
bisher nur unabhängig voneinander und bei Phagen 4 
lediglich an T2 untersucht wurden, erschien es wün- 
schenswert, diese Probleme kombiniert und auch an 
anderen Bakteriophagen zu studieren, die sich in 
mehreren Eigenschaften vom Stamm T2 unterschei- 
den. Die im folgenden beschriebenen Untersuchun- 
gen stellen einen Teil einer längeren Versuchsreihe 
dar, die fortgesetzt wird. 

Erst nach der Durchführung der hier beschriebe- 
nen Experimente wurden die ersten Untersuchungen 
bekannt, die 0,-Effekt und Hyperschutz bei Bakterio- 

Phagen- 
Stamm 

T l  

T 2 

T 7 
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Gasgehalt der ohne Cystein mi t  Cystein ~ouillon I / (0,15-rnolar) 

Stickstoff, 
gesättigt 
Luft, 
gesättigt 

Stickstoff, 
gesättigt 
Luft, 
gesättigt 
Stickstoff, 
gesättigt 
Luft, 
gesättigt 

170 -+ 7,5 

170 f 15 

52 & 5 

63 & 2,5 

134 -+ 8 

161 f 7 

510 -+ 60 

300 f 17 

108 f 9,2 

103 & 4,5 

- 

280 f 18,5 
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phagen gleichzeitig be'handelns*9. Diese wurden an  - 

Coliphagen des Stammes T2 durchgeführt. I n  der 
vorliegenden Arbeit werden dagegen Vensuche mit 
T2 sowie \den ungeradzahligen Stämmen T l  und T7 
behandelt. -- 

Methode 

Von den Wildstämmen der Coliphagen Tl,  T 7  und I I I I 1 I I I I 1 I I I 1 I I I I I I ' I 1 
T2 wurden in synthetischem Medium Lysate hergestellt 100 ZOO 300 400 500 

DOSIS [kd + 

und durch fraktionierte Zentrifugation gereinigt. Ron- Abb. 1. Uberlebensrate von Tl-Bakteriophagen in 4-proz. zentrate in Puffer suspendiert und mit einem Titer von Difco~Nährbouillon nadi Röntgenbestrahlung. . aerobe und 
etwa 1°'0 plaquebildenden Einheiten pro m1 dienten + anaerobe Bestrahlung ohne Cystein; 0 anaerobe Bestrah- 
als Vorratssuspension für alle Versuche. Zum Einzel- lung mit cystein; und aerobe ~ ~ ~ ~ ~ ~ h l ~ ~ ~  mit cystein. 
versuch wurde diese 1 : 1 0  in 4proz. Difco-Nährbouillon Der Pfeil bezeichnet die Dosis, bei der Cystein erneut 
verdünnt und davon 0,6ml in Plexiglaströgen von zugegeben wurde. 
20 mm Durchmesser und 0,5 mm Bodenstärke bestrahlt. 
In dieser Lösung soll die indirekte Strahlenwirkung Das Verhältnis der zur gleichen Inaktivierung erfor- 
durch die organischen Bestandteile der Bouillon aus- derlichen D~~~~ bei den beiden anaeroben ~ ~ d i ~ -  
geschaltet sein. Nach bestimmten Dosen wurde die gungen ist etwa d+ei. In sind ferner unter- 
plaquebildende Fähigkeit bzw. die ,,killing ability" der 
Phagen getestet. Plattierungen erfolgten bei T1  und T 7  brachen gezeichnete Kurven die keine Ge- 
auf Farb~lat ten l0 und bei T2 nach der Aaar-laver- raden sind und bei Anwesenheit von Luft und Cy- 

* 

Methode " auf E. coli B. stein während der  Bestrahlung entstdhen. Als Ur- 
Als Schutzsubstanzen verwendeten wir eine Cystein- 

base der Fa. Nordmark, Hamburg, und Cysteinhydro- 
chlorid der Fa. Fluka, Schweiz. Sie wurden etwa 15 Min. 
vor der Bestrahlung in 0,15-m. Konzentration zur Pha- 
gensuspension gegeben. 

Anaerobe Bedingungen erhielten wir durch gereinig- 
ten Stickstoff (Fa. Linde, Nürnberg; 02-Gehalt 
<0,001%) oder kommerziellen Flaschenstickstoff, der 
durch Pyrogallol 02-frei gemacht und in die Bestrah- 
lungskammer eingeblasen wurde. 

Als Strahlenquelle diente ein Röntgengerät, das mit 
150 kV und 20mA betrieben wurde und am Ort der 
Suspension einige 103 r/min einer Strahlung mit einer 
HWS von 6 mm Al abgab. 

Die den Phagensuspensionen applizierten Dosen 
haben wir in der gleichen Geometrie mit dem Fricke- 
Aktinometer (Oxydation von Fe2@ zu Fe3@ in 0,8-m. 
H2S04) gemessen, dessen Resultate mit der Anzeige 
eines Schlauchkammer-Dosimeters der Fa. PTW, Frei- 
burg, und einer Kondensator-Ionisationskammer eines 
Baldwin-Farmer-Dosimeters verglichen worden waren, 
die beide unabhängig voneinander geeicht waren. Die 
Vergleiche aller drei Methoden ergaben Obereinstim- 
muig innerhalb 5 Prozent. 

- 

Ergebnisse 

I n  der Abb. 1 sind die  mit T1 erhaltenen Ergeb- 
nisse wiedergegeben. I n  d e r  halbloganthmischen 
Darstellung sind zwei Geraden eingezeichnet. Die 
untere stellt die  Inaktivienmg in  Näh,rbouillon an  
der Luft und  unter Stickstoff dar, die obere erhält 
man in  cysteinhaltiger Bouillon und unter Stickstoff. 

sache der auftretenden Krümmung wurde eine mit 
der Dosis zunehmende Verarmung der  Suspension 
a n  Cystein vermutet, d a  sich bei der Bestrahlung 
ein mit der Dosis stärker werdender Niederschlag - 
vermutlich aus Cystin bestehend - bildete. Durch 
eine erneute Zugabe von Cystein nach einer Bestrah- 
lung mit etwa 250 000 r verlief die  Dosis-Effekt- 
Kurve bei weiterer Bestrahlung nicht wie die  ohne 
diese Zugabe erhaltene weiter, sondern wie a m  Be- 
ginn d e r  Bestrahlung, womit d ie  Cysteinverarmung 
als Ursache der  Krümmung bestätigt war. Die an- 
fängliche Steigung ist innerhalb der Fehlergrenzen 
gleich der  unter anaeroben Bedingungen gefundenen, 
während sie sich mit zunehmender Dosis der unter 
aeroben Bedingungen und  ohne Cystein aufgenom- 
menen Kurvenneigung nähert. 

Die in Abb. 2 zusammengefaßten Daten a n  T2 
lassen sich alle durch Geraden beschreiben. Die 
beiden unteren wurden in  Bouillon und ohne Cystein- 
zusatz, die  obere bei Anwesenheit von Cystein er- 
halten. Die letztere wurde nur  aus den unter aeroben 
Bedingungen gemessenen Werten erhalten. Die eben- 
falls e ingaeidmeten unter anaeroben und sonst glei- 
chen Bedingungen e~ha l tenen  Punkte lassen sich 
durch eine nicht gezeichnete Gerade verbinden, deren 

H. MARCOVICE, Radiation Res. 9, 149 [1958]. 
9 P. HOWARD-FLANDERS U. P. JOCKEY, \Tirology, im Druck. 

'O C. B~ssm, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektions- 
krankh., Abt. I, Orig. 159, 47 [1952]. 
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Steigung um 5% von der der dangestellten abweicht. 
Ohne Cysteimusatz beträgt die Neigungsdifferenz 
der Geraden 17 Prozent. Der Dosis-Redukitionsfak- 
tor bei Anwesenheit von Luft ist 1,6 bei hsschluß 
von 0, dagegen 2,l. Hinsich~lich des Hyperschutzes 
folgt aus den Ex'perimenten mit T2 in mereinstim- 
mung mit anderen Autoren, cdaß erstens ein Cystein- 
schutz vohanden ist, der sich nicht durch Henbei- 
fühmng anaerober Bedingungen ersetzen läßt, und 

Abb. 2. uberlebensrate von TZ-Bakteriophagen in 4-proz. 
Difco-Nahrbouillon nach Röntgenbestrahlung. aerobe und 
i anaerobe Bestrahlung ohne Cystein; 0 aerobe und + 

anaerobe Bestrahlung mit Cystein. 

daß zweitens die Dosiseffektkurve eine Gerade ist, 
also der Schutzfaktor sich ni& mit der Dosis ändert. 
Der Unterschied des Krümmungscharakters der mit 
Luft und Cystein bei T1 und T7 gegenüber T2 ge- 
fundenen Engebnisse läßt sich durch verschiedene 
Komentrationsikbhängigkeit der Schutzeffekte er- 
klären: Wzhrend bei T1 und T7 eine verhältnis- 
mäßig große Konzentnation von Cystein vorhanden 
sein muß, um den Sdiutzeffekt zu erzielen, genügen 
bei T2 weit kleinere Konzentrationen, die auch bei 
starker Cysteinverarmung der Suspension noch aus- 
reichenden Schutz geben. 

Da bisher in der Literabr nur Untersuchungen 
über den Schutz der plaquebildenden Aktivität durch 
SH-Körper beschrieben sind, erschien es uns zweck- 
mäßig, auch andere der zahl~eichen biol+schen 
Phagenaktivitäten auf Sdiutzmögliddceiten au prü- 
fen. Wir untersuchten die Dosisabhängigkeit der 
,,killing abilityu lbei T-Pfhagen. Stralileninaktivierte 
Phagen, deren Fähigkeit zur Plaquebildung zerstört 
ist, können trotzdem noch an ihre Wirtsbakterien 
adsorbieren und diese abtöten. Diese Fähigkeit ist 
um einen Faktor von etwa 3 strahlenresistenter als 
die der Plaqut!bildu.rilg 13. Auch bei diesem Bakte- 

rienkiliing der Phagen des Stamnes T2 konnten wir 
einen Cysteinschutzeffelot nachweisen, der bei aeroben 
Versuchsbedingungen bei 2,3 lag. 

Wie bei früheren Untersuchungen, die sich aller- 
dings auf T2 $beschränkten, wurde im Gegensatz zu 
einer großen Zahl anderer Organismen l4 keine Er- 
höhung der Strahlenempfindlidceit durch Oe beob- 
achtet. Das gleiche Ergebnis wurde bei T1 und T7 
sowie vorläufigen Untersuchungen an einer Reihe 
anderer Phagenstärame (T3, T4, T5, T6 sowie P22 

Abb. 3. uberlebensrate von T7-Bakteriophagen in 4-proz. 
Difco-Nahrbouillon nach Röntgenbestrahlung. 0 aerobe und + anaerobe Bestrahlung ohne Cystein; X aerobe Bestrahlung 
mit Cystein. Die Marken an der mit Cystein aufgenommenen 

Kurve geben den jeweils größten bzw. niedersten 
Meßpunkt an. 

und @X-174) erhaken 5. Jedoch w d e  inmischen 
von HOWARD-FLANDERS und JOCKEY an Phagen-Bak- 
tenenkomplexen, d. h. an solcher T2-Phagen-DNS, 
die sich nach der Injektion bereits innerhalb des 
Wirtsihloteriums befindet, der 0,~Effekt beobachtet '. 

Schließlich seien noch in Ab$. 3 einige Versuche 
mit T7 dargestellt, die den 'bei T1 und T2 gefunde- 
nen Ergebnissen entsprechen. In Tab. 1 sind zusam- 
menfassend die sorgfältig gemessenen 37-%-Dosen 
angegeben. Der angegebene Fehler ist lediglich der 
statistisch berechnete. 
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