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Separatum EXPERIENTIA 77, 498 (1961)
Birkhiuser Verlag, Basel (Schweiz)

Cysteamin-Sauerstoff-Antagonismus bei der
Strahlenwirkung auf T2-Bakteriophagen

Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchun-
gen uber die Schutzwirkung von Cystein?—* oder Cyste-
amin?-¢ gegeniiber sogenannten direkten RoOntgenstrah-
leneffekten auf suspendierte Bakteriophagen durchgefiihrt
wurden, war bisher keine einheitliche Deutung der Resul-
tate erkennbar. So fanden MarcoviceH® und HowarD-
FLANDERs® beim Phagen T2 nach Cysteaminzugabe
keinen Schutzeffekt, wenn Sauerstoff wihrend der Be-
strahlung anwesend war. Dies schien im Widerspruch zu
den Befunden von Hotz und MULLER? zu stehen, die so-
wohl unter aeroben als auch anaeroben Bedingungen den
gleichen Schutzfaktor beobachten konnten. Die hier mit-
geteilten Ergebnisse ermoglichen es nun, eine einfache
Erkldrung fiir diese nicht ohne weiteres verstindlichen
Unterschiede zu geben.

Die in frither? beschriebener Weise gereinigten und
titrierten Konzentrate des Coliphagen T2 (wild) enthielten
zwischen 10 und 1012 plaquebildende Einheiten pro ml
Phagenpuffer. Diese Stammsuspensionen wurden zum
Versuch 1:10 in Difco Ndhrbouillon (49,) ohne bzw. mit
einem Zusatz von Cysteamin (Fa. Fluka, Schweiz) bei
pH 7 verdiinnt. Bei Bestrahlung in schutzstoffhaltigen
Suspensionen liessen wir diese vor Bestrahlungsbeginn
10 min bei Zimmertemperatur auf die Phagen einwirken.
Zur Bestrahlung wurden 0,6 ml der Phagensuspension in
Plexiglasschilchen von 20 mm Durchmesser abgefiillt.
Der mehrfach beschriebene Einfluss des Sauerstoffs auf
die Strahlenempfindlichkeit cysteamingeschiitzter T2-
Phagen®-® machte es erforderlich, unter kontrollierten
Gasbedingungen zu bestrahlen. Mittels eines kleinen Ge-
blases wurde die Suspension vor und wihrend der Bestrah-
lung durchmischt und auf diese Weise gleichzeitig mit
Sauerstoff oder gereinigtem Stickstoff dquilibriert. Eine
Rontgenrdhre mit Berylliumfenster von 1,5 mm Stédrke
gab bei 100 kVy und 25 mA am Ort der Suspension eine
Dosisleistung von 500 kr/min bei einer effektiven Wellen-
lange von 1,4 A. Die in der Phagensuspension absorbierte
Strahlenenergie wurde in der gleichen Geometrie mit dem
Fricke-Aktinometer (Fett - Fet+t) gemessen. Als Kri-
terium des Strahleneffektes wurde die Plaquebildungs-
fahigkeit gewdhlt.
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Die Figur veranschaulicht den Einfluss von Sauerstoff
wihrend der Réntgenbestrahlung auf die Neigung der
Dosis-Effektkurve beiin Cysteaminbouillon suspendierten
Phagen T2. Alle experimentellen Daten lassen sich im
halblogarithmischen Raster durch Gerade darstellen. Die
Neigungsdifferenz der Geraden fiir Bestrahlung ohune
Cysteamin und mit 0,01 m Cysteamin (beide Versuche
unter O,) liegt innerhalb der Fehlergrenzen, das heisst,
bei Anwesenheit von Sauerstoff bewirkt 0,01 m Cysteamin
keinen Schutz. Unter Stickstoff (das ist bei Ausschluss
von Sauerstoff) liefert Zusatz von m/100 Cysteamin zur
Bouillon eine Schutzwirkung entsprechend einem Dosis-
reduktionsfaktor von 1,68. Praktisch der gleiche Schutz-
effekt ergibt sich auch unter Sauerstoff nach Erhchen der
Cysteaminkonzentration auf 0,15 m; die Neigungen der
entsprechenden Kurven unterscheiden sich um weniger
als 109%,.
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Wendet man den von HowaARD-FLANDERS fiir Bakterio-
phagen vorgeschlagenen Konkurrenzmechanismus zwi-
schen Sauerstoff und Wasserstoff-Donatoren in Form der
Schutzmolekiile um strahleninduczierte freie Radikale in
den Phagen auf unsere Ergebnisse an, so ergeben sich
zwanglos folgende Schliisse: Bei Zugabe von Cysteamin
zur Bestrahlungsbouillon in Konzentrationen von <m/100
gelingt es den Wasserstoff-Donatoren nicht, in Konkur-
renz mit den Sauerstoffmolekiilen zu treten, die in einer
O,-gesittigten Bouillon iiberwiegen. Wird dagegen die
Cysteaminkonzentration um etwa eine Grdssenordnung
erhoht, soist das Gleichgewicht zugunsten der Wasserstofi-
Donatoren verschoben, und es kommt zur Reparierung
der etwa als strahleninduzierte Carbonium-Radikale an-
genommenen latenten Strahlenschidden. Abgesehen von
der Aufkldrung der oben erwihnten scheinbaren Wider-
spriiche, die beim Vergleich von Versuchsergebnissen aus
verschiedenen Arbeitskreisen auftraten, scheinen die hier
mitgeteilten Ergebnisse geeignet zu sein, das Verstindnis
fiir den Schutzmechanismus sulfhydrylhaltiger Verbin-
dungen bei suspensierten rontgenbestrahlten Bakterio-
phagen zu vertiefen.

Summary. T2 phage suspended in broth and irradiated
in the presence of cysteamine in high concentration is
protected against the action of X-rays equally well under
oxygen as under nitrogen. Low concentrations of cyste-
amine, however, give protection under nitrogen only.
These results resolve apparant contradictions in earlier

work and lend support to the mechanism of reaction as,

proposed by HowARD-FLANDERS, e,
G. Hotz

Institut fitr Strahlenbiologie am Kernforschungszentvum
Karlsruhe (Deutschland), 10. Juli 19617.
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Der Einflul} von Cystein- und Cysteamin-Konzentration
auf die Inaktivierung rontgenbestrablter T-Phagen
Von G. Horz und A. MULLER

Aus dem Institut fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe
(Z. Naturforschg. 17 b, 34—37 [1962] ; cingegangen am 9. August 1961)

The plaque forming ability of T1 and T2 bacteriophage has been inactivated fy X rays. The
protective action of different concentrations of the sulphydryl compounds cysteine and cysteamine

in broth, buffer and water was investigated.

T1 and T2 showed marked differences in the amount of protective cysteine molecules necessary
for the same dose reduction factor. Also the formation of phage-sulfhydryl complexes was observed

in T2 but not in T1.

In protein free solutions the inactivation of T1 can be varied with cysteamine concentration
from highest sensitivity obtained in water to maximum resistance which is not changed by the

addition of broth.

Eine Schutzwirkung sulthydrylhaltiger Verbin-
dungen bei Rontgenbestrahlung von Bakteriophagen
wurde zum ersten Male von LATARIET und EPHRATI
beschrieben !. Das Studium des Schutzmechanismus

t R. Lararier u. E. Epnrai, C. R. Séances Soc. Biol. Fi-
liales 142, 497 [1948].

bei Phagen kdnnte, obwohl selbst interessant, viel-
leicht auch zur Untersuchung der Wirkung der glei-
chen Substanzen bei hoher organisierten biologi-
schen Objekten beitragen, da sowohl die quantita-
tive als auch systematische Analyse der Ergebnisse
dadurch erleichtert wird, dall Phagen keine Stoff-
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wechselaktivitit zeigen und im wesentlichen aus Ei-
weill und Nucleinséure bestehen. Trotzdem gelang
es bisher noch nicht, auch bei diesen einfachen Or-
ganismen, ein allgemein giiltiges Bild der Vorginge
zu gewinnen.

In einer fritheren Verdffentlichung haben wir die
kombinierte Wirkung von Cystein und Sauerstoff
wihrend der Bestrahlung von T1, T2 und T7 be-
schrieben 2. Dabei wurde ein Unterschied in der
Dosisabhéngigkeit bei der Inaktivierung von T1
bzw. T7 und T2 festgestellt, Diese Beobachtung
wurde mit einer unterschiedlichen Abhiingigkeit des
Schuizes der einzelnen Phagenstimme von der

Cystein-Konzentration erklirt. In der vorliegenden’

Arbeit sollen die Ergebnisse weiterer Untersuchun-
gen in dieser Richtung dargestellt werden, durch die
die frithere Annahme experimentell gestiitzt wird.
Weiterhin wird gezeigt, daB8 der volle durch Cyste-
amin erzielbare Schutzeffekt von der Anwesenheit
unspezifischer Schutzstoffe — wie z. B. Nahrbouil-
lon — unabhéngig auftritt.

Material und Methodik

Die in frither beschriebener Weise ® gereinigten und
titrierten Konzentrate der Coliphagen T1 (wild) und
T2 (wild) enthielien zwischen 10'° und 10! plaque-
bildende Einheiten pro ml Phagenpuffer. Diese Stamm-
suspensionen wurden zum Versuch 1:10 in Difco
Nihrbouillon (4%) pm7, ohne bzw. mit Zusatz von
Cysteinbase (Fa. Nordmark, Hamburg) oder Cyste-
amin (Fa. Fluka, Schweiz) verdiinnt. Bei einigen Ver-
suchen wurde anstatt Bouillon entionisiertes und bi-
dest. Wasser bzw. Sorensen-Puffer zur Phagen-
suspension verwendet. Bei Bestrahlung in schutzstoff-
haltigen Suspensionen liefen wir diese vor Bestrah-
Jungsbeginn 10 min bei Zimmertemperatur auf die
Phagen einwirken. Zur Bestrahlung wurden 0,6 ml der
Phagensuspension in Plexiglas-Schdlchen von 20 mm
Durchmesser abgefiillt. Mittels eines kleinen Geblises
wurde die Suspension vor und wihrend der Bestrah-
lung gemischt und mit gereinigtem Stickstoff oder
Sauerstoff dquilibriert. Eine RéntgenrShre mit Beryl-
liumfenster von 1,5mm Stirke gab bei 100kV; und
25mA am Ort der Suspension eine Dosisleistung von
500 kr/min bei einer effektiven Wellenlinge von 1,4 A-
Einheiten. Die in der Phagensuspension absorbierte
Strahlenenergie wurde in der gleichen Geometrie mit
dem Fricke- Aktinometer (Fe?® — Fe?®) gemessen.
Als Kriterium des Strahleneffektes wurde bei allen bei
den Ergebnissen beschriebenen Versuchen die Plaque-
bildungsfahigkeit gewihlt.

2 G. Horz u.A. MirLer, Z. Naturforschg. 15 h, 450 [1960].

Ergebnisse und Diskussion

Im Abb.1 wurde der bei Anwesenheit von
Cystein unter der Bestrahlung erhaltene Schutzfak-
tor gegen die Cysteinkonzentration aufgetragen.
Der Schutzfaktor ist hier als Quotient aus der 37%-
Dosis cysteingeschiitzter Phagen und der 37%-Dosis
von bouillonsuspendierten Phagen ohne Zusatz von
Cystein definiert, Jeder Punkt der Abb. 1 entspricht
dem Mittelwert von mindestens 2 vollstindigen
Dosis-Effektkurven, von denen jede aus 7 MeB-
punkten besteht und die halblogarithmisch aufgetra-
gen stets linear verliefen. Diese Inaktivierungskur-
ven wurden unter anaeroben Bedingungen und an
bouillonsuspendierten Phagen aufgenommen. Die
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Abb. 1. Abhingigkeit des Strahlenschutzfaktors der Uber-
lebenskurven rontgenbestrahiter T1 und T2-Bakteriophagen
vom Logarithmus der Cystein-Konzentration. Die Bestrah-
lung wurde unter anaeroben Bedingungen und in 4-proz.
Difco-Néhrbouillon durchgefiihrt.

experimentellen Daten lassen sich am besten durch
zwei Ausgleichsgeraden verbinden. Die untere gibt
die mit T1, die obere die mit T2 gemessenen Werte
wieder. Die Bezichung zwischen dem Schutzfaktor F
und der Schutzstoffkenzentration € kann durch
folgende einfache Gleichung dargestellt werden:

T1: F=0,35log C+2,08,
T2: F=0,35log C+2,52.

Aus den Versuchen folgt, dal zum Erreichen des
gleichen Strahlenschutzes bei T1 eine 18-fach héohere
Schutzstoffkonzentration als bei T2 bendtigt wird.
Die verwendeten Cystein-Konzentrationen waren
nicht toxisch.

Aus Abb. 2 sind die Verhdltnisse bei Verwen-
dung von Cysteamin als Schutzstoff unter sonst glei-
chen experimentellen Bedingungen zu ersehen. Auch
hier konnen die zu Konzentrationen unterhalb 0,1-

3 A. Mtweer, G. Horz u. K. G. Zmuzr, Z. Naturforschg. 16b,
658 [1961].
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Abb. 2. Abhingigkeit des Strahlenschutzfaktors der Uber-
lebenskurven rontgenbestrahlter T1 und T2-Bakteriophagen
vom Logarithmus der Cysteamin-Konzentration. Die Bestrah-
lung erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie bei den
in Abb.1 dargestellten Versuchen. Die beiden oberen Kur-
ven geben die toxische Wirkung (rechte Ordinate) der
Cysteamin-Konzentration auf T1 --A-- und T2 —o0— ohne
Rontgenbestrahlung wieder.

molar gehérenden Punkte durch Ausgleichsgeraden
mit folgenden Gleichungen verbunden werden:

T1: F=0,57logC+3,12,
T2: F=0,57logC+3,31.

Die Neigung der Kurven ist die gleiche bei T1 und
T2, jedoch grofler als bei Verwendung von Cystein.
Dagegen ist der Unterschied im Schutzstoftbedarf
beider Phagen kaum mehr signifikant. Die in
Abb. 1 und 2 eingezeichneten Geraden stellen in-
nerbalb der Beobadhtungsgenauigkeit geniigend
gute Niherungen des ansteigenden Stiicks von Kur-
ven dar, die, wie aus Abb. 3 zu ersehen ist, tatsdch-
lich in der gewahlten Darstellung sigmoidale Form
haben. Diese Form der Abhingigkeit der Schutz-
wirkung von der Konzentration ist die einfachste,
die miglich ist. Die Unterschiede zwischen Cystein
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Abb. 3. Abhingigkeit der 37%-Dosis anaercb rontgen-
bestrahlter T1-Bakteriophagen vom Logarithmus der Cyste-
amin-Konzentration. ® Phagen in Bouillon-Cysteamin,
o Phagen in Wasser-Cysteamin, /A Phagen in
S érensen- Puffer-Cysteamin.

4 G. Horz (Manuskript in Vorbereitung).

und Cysteamin zeigen, daf} nicht allein die An-
wesenheit von SH-Gruppen fiir die Wirkung be-
stimmend ist, sondern auch die Struktur der gan-
zen Molekiile. Dies gilt nicht in gleichem Maf} fiir
die Unterschiede zwischen T1 und T2, da hier nur
ein konstantes Verhiltnis zwischen den fiir den
gleichen Schutz erforderlichen Konzentrationen zu
beobachten ist, also nur ein quantitativer, nicht aber
ein qualitativer Unterschied vorliegt. Die in friihe-
ren Untersuchungen? gefundenen qualitativen
Unterschiede zwischen T1 sowie T7 und T2 beziig-
lich der Inaktivierung an Luft werden dadurch be-
reits z. T, erklért, da der Bedarf an Cystein bei T1
fiir den gleichen Schutz ja wesentlich grofer ist als
bei T2.

Ein weiterer Unterschied wurde in der Fahigkeit
gefunden, Cystein oder Cysteamin zu binden. Wenn
man T2 Bakteriophagen fiir die Dauer von etwa
60 sec in einer der beiden Schutzstoffiosungen mit
einer Konzentration von etwa 0,1-m. suspendiert,
danach um den Faktor 10¢ verdinnt und in der
schutzstoffarmen Lésung (s. Abb. 1 und 2) be-
strahlt, so wird trotzdem noch fast vollstindiger
Strahlenschutz beobachtet. Diese Komplexbildung *
zwischen T2 und Cystein wurde in schwicherem
Mafle auch mit Cysteamin, aber nicht beim Phagen
T1 beobachtet.

Beim Vergleich der beiden Abbildungen {allt das
Abbiegen der Cysteaminkurven im Konzentrations-
bereich iiber 0,1-molar auf. Diese Umkehrung kann
nicht der toxischen Wirkung des Schutzstoffes zuge-
schrieben werden, die ebenfalls in Abb. 2 eingezeich-
net wurde und erst bei sehr hohen Konzentrationen
ins Gewicht féllt. Die Zahl der in dem interessieren-
den Bereich durch Toxizitdt inaktivierten Phagen
wurde in jedem Fall bei der Berechnung der Uber-
lebenden beriicksichtigt. Ob diesem Effekt eine echte
Sensibilisierung zugrunde liegt, wie kiirzlich an
Mikroorganismen beobachtet wurde %, oder ob kurz-
lebige Strahlenprodukte des Cysteamins verant-
wortlich sind, wurde nicht nidher untersucht. Lang-
lebige, phageninaktivierende Produkte, wie sie im
sog. naftereffect bestrahlter Suspensionsmedien
beobachtet werden, konnten wir in unserem Falle
nicht feststellen.

Nach der quantitativen Bestimmung des Schutzes,
den Cystein und Cysteamin zusitzlich zum Bouillon.

5 J. Frapy u. J. B. Cuark, Experientia [Basel] 16. 150
[19601.
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schutz geben, wurde die Moglichkeit versucht, ohne
Zusatz solch unspezifischer Proteine und nur mit
Cysteamin allein die Strahlenempfindlichkeit was-
ser- bzw. puffersuspendierter Phagen zu modifizie-
ren. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen mit T1
sind in Abb. 3 dargestellt, indem die unter anaero-
ben Bedingungen erhaltene 37%-Dosis gegen den
Logarithmus der Cysteamin-Konzentration aufgetra-
gen wurde. Wihrend die durch Punkte gekennzeich-
neten Daten aus Abb. 2 entnommen sind, handelt es
sich bei den durch Kreise bzw. offene Dreiecke mar-
kierten Werten um solche, die durch Zusatz von
Cysteamin zu eiweillfreien Suspensionen (Puffer
bzw. doppelt dest. Wasser) erhalten werden. Als
diesen Werten am besten gentigende Kurvenform
wurde der sigmoidale Typ gewihlt. Aus Abb.3 ist
ersichtlich, daB nur dann Bouillonschutz auftritt,
wenn eine Cysteamin-Konzentration von geringerer
Effektivitdt vorhanden ist; d.h., Cysteamin kann in
einer Konzentration grofler als 5:107% Bouillon
vollstindig ersetzen und einen von der Konzentra-
tion abhiingigen Schutz bieten, der iiber den durch

Bouillon allein geleisteten hinausgeht. Der Schutz-
faktor in bouillonfreiem Medium ist bei der benutz-
ten Phagenkonzentration in weiten Grenzen vom
Ionengehalt unabhingig (s. Abb.3). In Uberein-
stimmung mit den an bouillonsuspendierten Pha-
gen gewonnenen Resultaten ® beobachteten wir auch
in eiweilifreiem Medium eine Reduktion des Cyste-
aminschutzes durch Sauerstoff bei Bestrahlung. Zu-
sammenfassend kann man aus den Versuchen fol-
gern, daf} Cystein einen geringeren Schutzeffekt be-
sitzt als Cysteamin (in Abhingigkeit vom Phagen-
stamm), jedoch beide SH-Substanzen in ihrer
Schutzwirkung auf réntgenbestrahlte Phagen der
Nahrbouillon tberlegen sind. Der maximale durch
diese drei Substanzen erzielbare Schutzfaktor be-
wegt sich innerhalb der gleichen GroBenordnung.
Herrn Professor K. G. Zmuer und Herrn Professor
A. Catscu mbchten wir fiir wertvolle Diskussionen und
Anregungen im Verlaufe der Arbeit, Friulein E.

Krorr und Friulein R. Mauser fiir gewissenhafte
technische Hilfe danken.

8 G. Horz, Experientia [Basel] 17,498 [1961].
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Die kombinierte Schutzwirkung von Cysteamin und Glycerin
bei rontgenbestrahltenj'l'l -Phagen
Von G. HOTZ

Aus dem Institut fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe
(Z. Naturforschg. 17 b, 37—42 [1962] ; eingegangen am 9. August 1961)

The plaque forming ability of coliphage T1 suspended in glycerol solutions was inactivated by
X rays. A marked decrease in radiosensitivity was observed which was highest at a glycerol molarity
of 10. At higher concentrations the protective effect decreases but this decrease could be avoided
by adding cysteamine before irradiation. It was found that the protection afforded by 0.15 M cyste-
amine was additive to that observed with glycerol from zero concentration to 10 molar. The highest
ratio of sensitivity obtained was 6 as observed between T1 phage suspended in a cysteamine-glycerol-
broth mixture and broth-suspended T1 without any addition. Tentative explanations are given for
the remarkably efficient radioprotective actions found and some consequences thereof for further

work are indicated.

In zunehmendem MaBe finden bei der Bearbei-
tung strahlenbiologischer Probleme solche chemi-
schen und physikalischen Methoden Beachtung, die
eine Veridnderung der Strahlenempfindlichkeit bio-
logischer Objekte zur Folge haben, denn hierdurch
ergeben sich hiufig neue Gesichtspunkte theoreti-

1 R. H. Motg, J. Chim. physique Physico-Chim. biol. 48,
258 [1951].

2 A. M. Rosenserg, Ph. D. Tresis, Univ. Pennsylvania,
1958, zitiert bei T. H. Woop, Rev. Modern Physics 31,
282 [1959].

3 T. R. Monxey, T. Brustap, J. Barr n. C. A, Tosuas, Ra-

scher wie auch praktischer Art. Eine Reihe von
Untersuchungen der vergangenen Jahre beschiftigte
sich mit der Schutzwirkung von Alkoholen und Gly-
kolen und insbesondere mit der des Glycerins bei
Réntgenbestrahlung von Sadugetieren?!, Hefezel-
len® 3 und Bakterien*~%. Da die allgemein aktivi-

diation Res. 12, 455 [1960].

4 W. T. Borserr, G. E. Srapreron, M. L. Morse u. A.
Hovraenper, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 77, 636 [1961].

5 M. Marcovicn, in: Les peroxydes orgamiques enr radio-
biologie. p. 117. Masson et Cie, Paris 1958.

8 D. L. Dewey, Nature [Londeor] 187, 1008 [1960].
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titserhaltende Eigenschaft des Glycerins 7 bei einer
Vielzahl von Virusarten schon lange bekannt ist und
ferner Untersuchungen iiber den dehydrierenden
EinfluB von Glycerin auf solche Objekte vorlie-
gen 2 8, womit nach Erfahrungen an vakuumgetrock-
neten Phagen® 1 eine Verdnderung der Strahlen-
resistenz verbunden ist, erschien es naheliegend,
nun die noch ginzlich fehlenden Erfahrungen iiber
eine strahlenschiitzende Wirkung von Glycerin al-
lein, aber auch in Kombination mit bereits unter-
suchten sulfhydrylhaltigen Schutzstoffeni!~13 an
diesen Dbiologischen Elementareinheiten zu sam-
meln. Unabhingig davon, ob die von Erpsary und
Piap ! fiir den Schutzmechanismus von Cystein-
und Cysteaminverbindungen vorgeschlagene Hypo-
these der Bildung gemischter Disulfide, oder (und)
die von Howarp-Franpers1® auf die Verhiltnisse
bei Bakteriophagen angewandte Hypothese der Was-
serstofl-Donatoren Giiltigkeit besitzt, erschien es
denkbar, dal die Schutzwirkung von Glycerin nach
einem anderen Mechanismus verlduft und sich beide
Schutzwirkungen addieren. Praktisch-methodische
Fortschritte waren von Versuchen mit Strahlen-
schutzsubstanzen z. B, nach folgenden Gesichtspunk-
ten denkbar: Untersuchungen von Marcovicu® an
glyceringeschiitzten Bakterien des Stammes E. coli
K12 hatten gezeigt, dal zwar die Wirkung von
Réntgenstrahlen auf die Vermehrungsfahigkeit der
Bakterien, nicht aber die Strahlenwirkung auf Pha-
geninduktion abgeschwicht wird. Sollte sich in
Analogie hierzu ebenfalls keine Schutzwirkung bei
verwandten Mutationsauslésungen zeigen, so wire
die Moglichkeit einer Erhohung der Anzahl strah-
leninduzierter Mutationen bei gleichhoher Uber-
lebensrate gegeben. Der gleiche Vorteil, d.h. rela-
tive Zunahme eines Teils der strahlenbedingten Ef-
fekte bei gleichbleibender Vermehrungsfihigkeit
des biologischen Objektes wire fiir die Unter-
suchung der Elektronen-Spin-Resonanz strahlen-
induzierter freier Radikale, wie sie von uns an
lebenden Bakteriophagen begonnen wurde '8, inter-
essant.

7 8. Garp u. O. Maareg, in: The Viruses, Vol. I, p. 359.
Academic Press, New York 1959.

8 J. E. Smaper, E. G. Pickers u. T. Smeprovsky, J. exp.
Medicine 68, 607 [1938).

® D. E. Wisox, Virology 11, 533 [1960].

10 G. Horz, zitiert bei M. Epzrr, Int. J. Rad. Biol. 2, 407
[1960].

1 G. Horz u. A. Mivrer, Z. Naturforschg. 15b, 450 [1960].

12 G. Horz u. A. Morier, Z. Naturforschg. 16 b, 282 [1961].

Material und Methodik

Die Arbeitsmethoden waren im allgemeinen diesel-
ben, wie sie schon in unseren fritheren Veroffentlichun-
gen beschrieben wurden® 17, Die gereinigten Kon-
zentrate des Coliphagen T1 verdiinnten wir 1:10 in
4% Difco-Bouillon, hergestellt mit bidest. Glycerin
bzw. in Glycerin-Aqua bidest. und bestrahlten 10 min
spiter jeweils 0,6 ml in Plexiglas-Schilchen. Bei eini-
gen Versuchsreihen versetzten wir die Phagen vor dem
Verdiinnen in die Glycerinlosungen fiir 10 min mit
einer Cysteamin-Bouillonldsung (Cysteamin der Firma
Fluka, Schweiz). Eine Rontgenrohre der Firma C. H. F.
Miiller, Hamburg, mit einem Berylliumfenster von
1,5mm Stirke, betrieben bei 100kVs und 25 bzw.
2,5mA gab am Ort der Suspension eine Dosisleistung
von 500 bzw. 50kr/min bei einer effektiven Wellen-
linge von 1,4 A. Zur Kontrolle wurden einige Bestrah-
lungsversuche mit einer Rohre gleichen Fabrikates
durchgefiihrt, die mit 150 kV. und 20 mA betrieben
wurde. Hierbei wurde eine Dosisleistung von 10 kr/min
bei einer effcktiven Wellenlinge von 0,26 A erreicht.
Die in der Phagensuspension absorbierte Strahlen-
energie wurde in der gleichen Geometrie mit dem
Fricke-Aktinometer (Fe*® — Fe’®)  gemessen.
Hierbei sei erwiihnt, daB die Bestrahlungen von Bak-
teriophagen erst dann begonnen wurden, als Absolut-
messungen mit dem Aktinometer (unter Verwendung
des Standard G-Wertes) mit den Anzeigen zweier un-
abhingig voneinander geeichter Ionisationsdosimeter
auf wenige Prozent itbereinstimmien, und damit die
Beseitigung der vielen méoglichen Fehlerquellen gezeigt
war, Als Kriterium der Strahleneinwirkung diente bei
allen in der Folge zu beschreibenden Versuchen die
Inaktivierung der Plaquebildungsfihigkeit.

Ergebnisse

Die im halblogarithmischen Raster der Abb.1
unterbrochen dargestellte Gerade (Kurve 2) ist die
schon in f{rilheren Untersuchungen!' an T1 be-
stimmte Dosis-Effektkurve der in Difco-Nihrbouil-
lon (4%) inaktivierten Plaquebildungsfihigkeit mit
einer 37%-Dosis von 180 kr. Ein Zusatz von 0,1-m.
(=0,75 Vol.-%) Glycerin zur Bouillon dndert die
Strahlenempfindlichkeit von T1 nicht. Wird die
Glycerinkonzentration jedoch erhoht, so erhiilt man
proportional ihrer Zunahme bis zu 10-m.-Lésungen
eine Schar immer flacher verlaufender Dosis-Effekt-

13 G. Horz, Experientia [Basel] 17, 498 [1961].

1% L. Erpsarxy u. A. P, in: Progress in Radiobiology,
p. 249. Oliver and Boyd, Edinburgh and London 1956.

15 P. Howarp-Franpess, in: Advances Biol. Med. Physics 6,
533 [1958].

18 A, Miieer, G. Horz u. K. G. Zmuer, Biochem. Biophys.
Res. Comm. 4, 214 {1961].

17 A, MiLer, G. Horz u. K. G. Zmumer, Z. Naturforschg.
16b, 658 [1961].



KOMBINIERTE SCHUTZWIRKUNG VON CYSTEAMIN UND GLYCERIN 39

Uberlebensrate ——
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Abb. 1. Uberlebensrate suspendierter T1-Bakteriophagen

nach Rontgenbestrahlung unter folgenden Bedingungen:
1. x suspendiert in doppelt dest. Wasser, aerob, Dosis-
leistung 500 kr/min; 2. --- suspendiert in 4% Difco-Nihr-
bouillon, aerob, Dosisleistung 500 kr/min; 3. O suspendiert
in 4% Difco in 10-m. Glycerin, aerob und anaerob, Dosis-
leistung 500 kr/min; 4. @ ebenso, Dosisleistung 50 kr/min;
5. ® suspendiert in 4% Difco in 13-m. Glycerin nach Vor-
behandlung mit 0,15-m. Cysteamin in 4% Difco, Dosis-
leistung 500 kr/min.

kurven. In Abb. 1 ist als Beispiel Kurve 4, erhalten
mit 10-m. Glycerin und einer Dosisleistung von
50 kr/min, eingezeichnet. An dieser Stelle ist zu er-
wihnen, dal wir bei sehr groBer Dosisleistung
(500 kr/min) und ebenfalls 10-m. Glycerin einen
mit steigender Strahlendosis abnehmenden Glyce-
rin-Schutz beobachten konnten (Kurve 3). Die 37%-
Dosis liegt bei der giinstigsten Glycerinkonzentra-
tion (10-m.) bei etwa 0,4 Mr. Bei weiterer Ver-
ringerung des Wasseranteils der Phagensuspension
erhoht sich die Strahlenempfindlichkeit von T1 wie-
der, und die 37%-Dosis nihert sich in konzentrier-
tem Glycerin der einer Dosis-Effektkurve aufgenom-
men in Bouillon ohne Glycerinzusatz. Die Schutz-
faktoren dieser Kurven, d.h. der Quotient aus der
37%-Dosis von T1 bestrahlt in Bouillon bestimmter
Glycerinkonzentration und der von T1 bestrahlt
in Bouillon ohne Glycerin, sind in Abb. 2 (Kurve 1)
gegen die Glycerinkonzentration aufgetragen.

Die Daten der Kurve2 (Abb. 2), die sich durch
eine Ausgleichsgerade wiedergeben lassen, wurden

aus den 37%-Dosen von T1-Phagen erhalten, die
mit Cysteamin (0,15-m.) behandelt und in Glycerin
steigender Konzentration bestrahlt worden waren.
Die gewihlte Cysteaminkonzentration gibt bei bouil-
lonsuspendierten T1-Phagen maximalen Schutz 18,
Unter diesen Umstdnden addiert sich offenbar der
schon ohne Glycerinzusatz zu beobachtende Cyste-
aminschutz nach Zugabe von Glycerin (bis zu etwa
10-molaren Losungen) zu dem durch Glycerin er-
zielbaren Schutz; denn das Produkt der Einzel-
Schutzfaktoren ergibt angendhert den der Schutz-
stoff-Kombination. Bei hiheren Glycerin-Konzentra-
tionen nimmt der Schutz im Gegensatz zu den Ver-
hiltnissen bei Abwesenheit der sulfhydrylhaltigen
Verbindung nicht wieder ab, sondern steigt weiter
bis zum Erreichen eines maximalen Schutzes in kon-
zentriertem Glycerin. Die beim Bestrahlen in Gly-
cerinldsungen beobachtete und oben erwihnte
Krimmung der Inaktivierungskurven bei grofler
Dosisrate ist bei kombinierter Cysteamin-Glycerin-
behandlung, wenn iiberhaupt vorhanden, so weniger
stark, obwohl auch diese Versuche mit einer Dosis-
rate von 500 kr/min durchgefiihrt wurden. Als typi-
sches Beispiel einer solchen Dosiseffektkurve wird
in Abb. 1 die Inaktivierungskurve 5 wiedergegeben.
Sie wurde nach Behandlung der Phagen mit 0,15-m.
Cysteamin-Bouillon und folgender Bestrahlung in
13-m. Glycerin-Bouillon erhalten. Der auf diese
Weise erzielte Schutzfaktor betrigt etwa 6. Bei Er-
hohen der Cysteaminkonzentration um den Faktor
10 konnte keine weitere Verstarkung der Strahlen-
resistenz bemerkt werden.

Glycerinkonz. ’[gm/ar] —
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Abb. 2. Schutzfaktor (Definition s. Text) in Abhingigkeit
von der Glycerinkonzentration wihrend der Rontgenbestrah-
lung von T1 in 1. 0 Glycerin-Bouillon-Losungen; 2. x eben-
so, nach Vorbehandlung mit 0,15-m. Cysteamin; 3. /A Gly-
cerin-Wasser-Losungen, nach Vorbehandlung mit 0,15-m.
Cysteamin.

18 G. Horz u. A. MorLer, Z. Naturforschg. 16 b, im Druck.
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Aufler den bisher beschriebenen Versuchen an
T1 suspendiert in Glycerin-Bouillon-Systemen wur-
den &hnliche Experimente mit Glycerin-Wasser-
Losungen durchgefithrt. Die gréfite im 0,15-m.
Cysteamin-10-m. Glycerin-Wasser-System beobach-
tete 37%-Dosis entspricht etwa der unter gleichen
Bedingungen im Bouillonsystem beobachteten. Im
Gegensatz zu den Versuchen im Cysteamin-Glycerin-
Bouillon-System war jedoch die Neigung der 13-m.
Glycerin-Wasser-Cysteamin-Kurve steiler als bei
10-m.-Glycerin-Wasser-Cysteamin. Sie  entsprach
der einer T1-Inaktivierung in 10-m. Glycerin-Bouil-
lon ohne Cysteamin. Die Strahlenresistenz wird also
durch Zugabe unspezifischer ,Schutzproteine®
(Nahrbouillon), die gewéhnlich zum Elimenieren
der sog. indirekten Effekte rontgenbestrahlten Was-
sers dienen %20, hei kleinerer Glycerinkonzentra-
tion innerhalb der Fehlergrenze nicht beeinflufit,
wihrend bei hoher Glycerinkonzentration und Feh-
len der Bouillon-Stofle der Schutzfaktor sehr stark
abnimmt.

Diskussion

Auf Grund von Messungen an Zentrifugensedi-
menten glycerinsuspendierter Hefezellen2, die auf
eine Zellschrumpfung hindeuteten, schlug Woop 2
die Dehydrierung als Ursache der erhohten Strah-
lenresistenz derart behandelter Zellen vor. Biophysi-
kalische Untersuchungen der in der analytischen
Ultrazentrifuge gemessenen  Sedimentationskon-
stante glycerinsuspendierter Viren?® zeigten einen
eindeutig verinderten Hydrationsgrad, hervorgeru-
fen durch Wasserentzug aus den Partikeln. Als wei-
teren Beweis, Viren durch Suspension in Glycerin
dehydrieren zu kénnen, méchten wir die Tatsache
anfithren, dafl Phagen nach Aufenthalt in Glycerin-
losungen durch rasches Verdiinnen in Wasser ,,0s-
motisch geschockt®“ 22, d.h. durch die hohen osmo-
tischen Druckunterschiede zwischen Phageninnerem
und umgebendem Medium gesprengt werden. Eine
notwendige Voraussetzung fiir einen solchen Mecha-
nismus ist der Wasserentzug durch Glycerin, In der
gleichen Richtung mufB} auch die bekannte konser-
vierende Eigenschaft des Glycerins gedeutet werden,

19 D. E. Lea, Action of Radiations on Living Cells. Uni-
versity Press, Cambridge 1956.

20 S, E.Luria u. F. M. Exxeg, Proc. nat. Acad. Sci. USA 27,
370 [1941].

2 T. H. Woopn, Rev. Modern Physics 31, 282 [1959].

die man sich schon lange besonders beim Aufbewah-
ren von Viren in empfindlichen Geweben zunutze
gemacht hat und die gleichgute Ergebnisse bringt
wie Lyophilisieren des Materials, Aus diesen Tat-
sachen in Verbindung mit neueren Untersuchungs-
ergebnissen iber die Steigerung der Strahlenresi-
stenz bei Phagen nach Trocknen im Vakuum 9 10
kann man folgern, dafl bei Bakteriophagen ein Teil
der Strahlenresistenz bei Bestrahlung in glycerin-
haltigen Medien auf einem Wasserentzug im Phagen
selbst und in seiner Umgebung beruht. In diesem
Zusammenhang ist es von Interesse, die von uns an
T1 beobachtete 37%-Dosis von 0,4 Mr nach Suspen-
sion in 10-m. Glycerin-Bouillon mit dem fast iden-
tischen Wert zu vergleichen, der nach Rontgen-
bestrahlung vakuumgetrockneter T1-Phagen gemes-
sen wurde %3,

Trotz dieser Argumente scheint uns die von ver-
schiedenen Autoren vorgeschlagene ,,Deutung der
Schutzwirkung von Glycerin durch Dehydrierung*
nicht ausreichend zu sein, da diese Hypothese nicht
alle mit der Glycerinwirkung zusammenhingenden
Beobachtungen erkliren kann. Auflerdem mul man
in Rechnung stellen, dal je nach vorliegenden Kon-
zentrations-, Diffusions- und osmotischen Bedingun-
gen dem biologischen Material nicht nur Wasser
entzogen, sondern auch Glycerin zugefithrt wird,
was man besonders beim Phagen T1 erwarten mu8,
da dieser Phage osmotisch nicht geschockt werden
kann. Die in der oben genannten ,Deutung durch
Dehydrierung® offenbar oft, wenn auch unausge-
sprochen enthaltene Annahme, da8 bei Wasserent-
zug durch Glycerin nur eine Schutzwirkung durch
Einschrinkung oder Fortfall der Wirkungen zu-
stande kommt, die durch strahleninduzierte Reak-
tionsprodukte des Wassers ausgelost werden kon-
nen, ist sicher weder ausreichend noch allgemein
zutreffend:

1. Es gibt Objekte, bei denen Wasserentzug die
Strahlenwirkung steigert, Glycerin aber dennod:
schiitzt  (B. megatherium-Sporen, Wese und Po-
WERS %),

2. Wasserentzug durch Glycerin ist nicht das-
selbe wie etwa Wasserentzug durch Vakuum; er be-
deutet vielmehr teilweisen oder vélligen Ersatz der

22 T. F. Axperson, J. appl. Physics 21, 70 [1950].

% D. J. Fruxe u. F. Forro ir., Radiation Res. 13, 305 [1960].

# R. B. Wess u. E. L. Powers, Radiation Res. 14, 515
[1961].
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strahlenchemischen Effekte des Wassers durch die
des Glycerins. Im Zusammenhang damit darf auch
nicht iibersehen werden, da Glycerin aufler nach
sorgfiltiger Entgasung ebenso wie Wasser Sauer-
stoff enthilt.

3. Die Wirkungen der strahleninduzierten Reak-
tionsprodukte des Glycerins sind jedenfalls zu be-
riicksichtigen, wenn, wie im vorliegenden Falle die
Phagen, sehr kleine biclogische Objekte in glycerin-
haltigen Losungen suspendiert und so bestrahlt wer-
den. Dabei ist es unter Umsténden in erster An-
niherung unnétig zu wissen, ob und in welchem
MaBe den Objekten Wasser entzogen und/oder ob
Glycerin aufgenommen wird.

Die einschligigen Monographien (s. z.B. Swar-
Low 25) geben keine Hinweise auf die Strahlen-
chemie von Glycerin oder Glycerin-Wasser-Losun-
gen, die bisher nicht nZher untersucht zu sein
scheint. Immerhin kann man auf eine Reihe in den
Jahren 1944 —1945 durchgefithrter Untersuchun-
gen iiber die Entfdrbung von Redox-Indikatoren in
verschiedenen Ldsungsmitteln zuriickgreifen, die
wegen der Zeitverhiltnisse nur teilweise verdffent-
licht und weitgehend unbekannt geblieben sind
(Zivmer 26, Zmamer und Cron 27, siehe auch Tmvo-
FEEFF-REsovskyy und Zivmer 28, Kapitel 10). Aus
diesen folgt fiir unsere Fragestellung, daf} in Glyce-
rin geldstes Methylenblau unter Rontgenbestrahlung
entfarbt wird (teils durch reversible Reduktion zur
Leukoform, teils irreversibel durch Oxydation), wo-
bei ungeklirt ist, ob die Reduktion nur iiber Radi-
kale verlauft, oder ob und in welchem Umfange
Elektronen-Einfang eine Rolle spielt (Sreiv?#9).
Bakteriophagen konnen unter Bestrahlung unzwei-
felhaft durch Oxydation und durch Reduktion in-
aktiviert werden. Die Inaktivierung durch reduzie-
rende Agentien wurde von Eserr und Arper 3 ex-
perimentell gezeigt, die Bedeutung oxydierender
Agentien geht z. B. aus den Befunden von Horz und
MiiLLer 1 33 hervor, wobei man als Mechanismus
mit Howarp-Franpers 15 ein Reagieren durch di-
rekte Treffer im Phagen erzeugter Carbonium-Radi-
kale mit Sauerstoff annehmen kann. Eine gewisse
Analogie zwischen den rontgenbestrahlten Systemen

25 A. J. Swarrow, Radiation Chemistry of Organic Com-
pounds. Pergamon Press, London 1960.

26 K. G. Zmumer, Naturwissenschaften 32, 375 [1944].

27 X. G. Zmuexr u. E. C. Crox, unveroff. Verss. 1944/45.

28 K. G. Zmuer u. N. W. TwmorEerr-Ressovsky, Biophysik I,
Hirzel, Leipzig 1947.

Phage-Glycerin und Methylenblau-Glycerin scheint
gegeben, eine geschlossene Deutung der mit steigen-
der Glycerin-Konzentration zuerst zunehmenden
und dann wieder verschwindenden Schutzwirkung
(Abb. 2, Kurve 1) ist aber im Augenblick noch un-
moglich. Dies um so weniger, da sowohl in Puf-
fer31:32 als auch in Bouillon ! eine Schutzwirkung
des Sauerstoffs bei rontgenbestrahlten Phagen be-
schrieben, dagegen von Dewey® keine Wirkung
des Sauerstoffs bei Bestrahlung glycerinsuspendier-
ter Bakterien festgestellt wurde. Viele dieser Vor-
ginge erfordern Diffusion der Reaktionspartner.
Die Feststellung einer Abhéngigkeit ihrer Wirkung
von der Dosisleistung der Bestrahlung (Abb.1,
Kurven 3 und 4) ist daher nach unseren Vorstel-
lungen zu erwarten (inshesondere bei den sehr vis-
kosen Suspensionen mit hohem Glyceringehalt).
Auch das Auftreten einer weitgehend additiven und
vom Glycerin unabhédngigen Schutzwirkung durch
Cysteamin erscheint verstindlich, da die Tatsache
bekannt ist, da} die verschiedensten durch ionisie-
rende Strahlen in Wasser erzeugten Reaktionspro-

dukte durch Cysteamin unwirksam gemacht wer-
den (Horz und MiLLER 18).

Es gibt, um die Analogie fortzufithren, auch
Untersuchungen iiber folgende Systeme: Redox-
farbstofle — organisches Losungsmittel — SH-Koérper-
Sauerstoff unter Réntgenbestrahlung. Doch mochten
wir von einer Diskussion derselben hier ebenso ab-
sehen, wie vom Versuch einer weiteren Analyse der
erwihnten wie auch anderer moglicher Deutungen
unserer Befunde. Eine zusammenfassende Darstel-
lung der sehr zahlreichen Arbeiten an Redox-Indi-
katoren (SwaLvov *3) zeigt, wie vielfdltig und da-
her schwer quantitativ analysierbar die Erscheinun-
gen bei solchen Systemen mit vielen Komponenten
sind, obwohl man bei diesen Farbstoffen die Ent-
tirbung durch Reduktion wegen ihrer Reversibilitit
meist einfach von der Oxydation trennen kann. Bei
Phagen ist das schwieriger, wenn auch wohl mog-
lich, weil die Reaktionen trotz gleichen Endeflekts
(Inakiivierung der Plaquebildung) verschieden sein
kénnen. Eine zusitzliche, die Deutung erschwe-
rende Komponente in dem hier beschriebenen Pha-

2 G. Steiv, Discuss. Faraday Soc. 12, 227 [1952].

3¢ M. Eeerr u. T. Avrer, Nature [London] 173, 987 [1954].

31 T. Arrer, Nature {London] 169, 964 [1952].

32 C. S. Bacmorer u. M. A. Porrincer, Science [Washing-
ton] 119, 378 [1954].
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gen-Glycerin-System ist der durch Wasserentzug er-
zeugte Schutzeffekt.

Zusammenfassend betrachten wir — aus theore-
tischen wie auch praktischen Griinden — die Még-
lichkeit, bei suspendierten Bakteriophagen die
gleiche Strahlenresistenz zu erzielen wie bei va-
kuumgetrockneten, sowie das Auftreten eines dar-
iiber hinaus zu beobachtenden ,,additiven® Schutzes
durch sulfhydrylhaltige Verbindungen der Cystein-

Cysteamingruppe, wie er in-dhnlicher Form bei ge-
trockneten T1-Phagen! schon friiher gefunden
wurde, als wesentliche Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchungen. ’

Den Herren Professor K. G. Zmmer, Professor A.
Catscr, Dr. A. Motier und Dr. H. Traur mochte ich
fiir zahlreiche, anregende Diskussionen, Frl. E. Knorr
und Frl. R. Mauser fiir sorgfiltige technische Unter-
stiitzung danken.



