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SUMMARY

The RBE of fast neutrons (as compared with X-rays) was determined in Droso-
phila melanogaster for various “broods” (stages of germ cells) and for sex-linked
recessive lethals as well as for translocations between 2nd and 3rd chromosome. A
pronounced dependence of RBE on the stage of the germ cells was shown to occur
and to account for most of the discrepancies reported in earlier work. Moreover, the
RBE was demonstrated to be lower for recessive lethals than for translocations
at all stages of spermatogenesis tested. These findings are discussed briefly as to
their implications for problems of protection from radiation damage. A more funda-
mental discussion is, however, not entered into since it could only lead to specula-
tion.

EINLEITUNG

Die bisherigen Untersuchungen #-14,20,81,32 {iber die Auslésung von geschlechts-
gebundenen rezessiven Letalfaktoren bei Drosophila melanogaster zeitigten keine
widerspruchsfreien Ergebnisse 2. Die Angaben tiber die RBE der Neutronen variieren
von 0.4 bis 1.8. Auch fiir IT/ITI-Translokationen wurden stark unterschiedliche RBE-
Werte von 0.3 bis 1.9 (bezogen auf eine Mutationsrate von 10%,) ermittelte.®.10.21. Es
ist unwahrscheinlich, dass diese ausgeprigten Diskrepanzen ausschliesslich durch
Fehler bei der Dosimetrie oder Nichtberiicksichtigung einer eventuellen Kontamina-
tion des Neutronenfeldes mit p-Strahlen verursacht sind. Auf der anderen Seite wurde
in den oben angefiihrten Arbeiten die Abhingigkeit der Mutabilitit vom Reifestadium
der Keimzellen iiberhaupt nicht oder in nicht miteinander vergleichbarer Weise
berticksichtigt, so dass dies moglicherweise die widerspriichlichen Angaben erkliren
kénnte. Die vorliegende Untersuchung stellt sich die Aufgabe, die Abhingigkeit der
Mutationsraten von der Neutronendosis fir definierte Reifestadien zu ermitteln und
mit den Dosis—Effekt-Kurven zu vergleichen, wie sie fiir Rontgenstrahlen (150 kV,
15 mA, HWS 6 mm Al, Aers = 0.26 A) in unserem Institut unter identischen Versuchs-
bedingungen erhalten wurden ®7,2,
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MATERIAL UND METHODIK

Es wurde der sog. Zweizweckstamm von OSTER verwendet, der die Erfassung
rezessiver Letalfaktoren im X-Chromosom und von Translokationen zwischen 1I- und
ITi-Chromosomen in der Nachkommenschaft der gleichen bestrahlten P-3J ge-
stattet. Wir paarten 3-5 Tage alte bestrahlte B-33 wihrend der ersten 4 Tage nach
Bestrahlung tiglich mit neuen unbegatteten y sc3tIn 49 sc®; bw; s&-Q%, wobei das Ver-
hiltnis /& wihrend der ersten 3 Bruttage 10, am 4. Tag 5 betrug. Weitere metho-
dische Einzelheiten sind der Darstellung bei TRAUT?":2® zu entnehmen.

Zur Erzielung einer besseren Vergleichbarkeit mit unseren fritheren Versuchen
(Lit. 6, 31, 32) wurde wiederum die Reaktion d - Li als Neutronenquelle verwen-
det, wobei die Deuteronen (d), mittels eines Van de Graaff-Gerites auf etwa 2 MeV
beschleunigt, auf eine intensiv gekiihlte Schichi metallischen Lithiums (Li) trafen.
Diese Reaktion bietet bekanntlich den Vorteil der sehr geringen Kontamination des
Neutronenfeldes mit y-Strahlung, hat aber andererseits den Nachteil eines sehr brei-
ten Geschwindigkeitsspektrums der Neutronen, das die Dosimetrie erheblich er-
schwert.

Die Bestimmung der in den Fliegen absorbierten Dosen erfolgte nach Verfah-
ren, wie sie von anderen Autoren?.* eingehend erprobt und beschrieben wurden. Dié
Dosisangaben beruhen im wesentlichen auf Ionisationsmessungen in kugelformigen
Kondensatorkammern aus “Aerion”?®, “CH-plastic”?* und aus “muscle plastic™ 26
mit verschiedenen Gasfiillungen sowie in Kammern aus Magnesium mit Argonfiillung.
Von allen Kammermaterialien und auch von Fliegen in frischem Zustand (d.i. mit
normalen Wassergehalt) wurden mehrere Elementaranalysen durchgefiihrt, um eine
Umrechnung von den Ionisationsmessungen auf die Energieabsorption in der Fliege
zu ermoglichen. Eine austiihrliche Wiedergabe und kritische Diskussion der dosime-
trischen Messungen soll einem speziellen Bericht® vorbehalten bleiben. Die y-Konta-
mination wurde unter unseren Versuchsbedingungen zu etwa 109, bestimmt und
die Genauigkeit der im folgenden angegebenen Neutronendosen zu 4 209, geschitzt.

Bei der Bestrahlung wurde fiir eine ausreichende Beliiftung der Fliegen mit
wassergesittigter Luft Sorge getragen. Urspriinglich war es beabsiclitigt, die Bestrah-
langsdauer bei allen Dosen konstant, d.h. die Dosisleistung variabel zu halten. Dies
Hiess sich aus technischen Griinden nicht verwirklichen ; die Bestrahlungsdauer betrug
im Mittel 54 min, schwankte jedoch in den einzelnen Versuchen von 20 bis 150 min.
Desgleichen liess sich in mehreren Fillen eine Fraktionierung der Dosis (mit Inter-
vallen von durchschnittlich 20 min} nicht vermeidén. Einzelversuche, deren Dosen
sich um nicht mehr als 109, voneinander unterschieden, wurden zusammengefasst
und eine {unter Beriicksichtigung der Zahl untersuchter Keimzellen gewichtete)
mittlere Dosis berechnet.

.Die statische Priifung auf Heterogenitit erfolgte mit Hilfe der y2-Analyse. Der
Berechnung der Dosis-Effekt-Kurven lag die von ARMITAGE? vorgeschlagene Me-
thode zugrunde, welche die bei den einzeinen Dosen unterschiedliche Zahl getesteter
Keimzellen beriicksichtigt. Den Standardfehler der RBE, die als Quotient der Stei-
gungskoeffizienten der Dosis-Effekt-Kurven definiert ist, berechneten wir nach dem
von KOLLER' angegebenen Niherungsverfahren.

Mutation Res., 3 (1966) 185-193



RBE SCHNELLER NEUTRONEN BEI DER AUSLOSUNG VON MUTATIONEN

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Keimstadien bei protrahierter Bestrahlung ab”.

TABELLE 1

ABHANGIGKEIT DER MUTATIONSRATE VON DER NEUTRONENDOSIS UND VOM REIFEGRAD
P = Signifikanzwahrscheinliclikeit der y?-Analyse (Heterogénititstest).

187

Die experimentell erhaltenen Mutationsraten sowie die Zahl der getesteten
Keimzellen sind der Zusammenstellung in Tabelle I zu entnehmen. Da die y*-Analyse
bei der itberwiegenden Zahl der Versuchsgruppen keine statistisch signifikante Hete-
rogenitiat aufdecken konnte, muss gefolgert werden, dass die oben erwidhnte Varia-
bilitit der Bestrahlungsdauer bzw. der Fraktionierung der Dosis ohne Einfluss auf
die Mutationshiufigkeit war und dass—in Ubereinstimmung mit analogen, an Trade-
scantia erhobenen Befunden!‘—die Auslésung von Mehrbruch-Chromosomenaber-
rationen durch Neutronen von der Dosisleistung unabhingig ist. Demgegeniiber
nimmt bei Rontgenstrahlen mit niedrigem LET die Translokationsrate in friihen

Dosis I.Tag

(vad) o TP
vezess. Le'talfaktore;fl-

245 1.38 (24/1737) o.77
460 2.66 (123/4630) o©o.10
820 3.96 (95/2390) 0.04
1060 4.23 (48/1134) o0.52
1460 5.44 (27/496) 0.32
IT{II1-Translokationen

245 0.57 {9/1569) 0.63
460 1.96 (84/4286) o.12
8zo 3-53 (64/1815) o.27
1066 3-49 (37/1059) ©0.38
1460 8.20 (27/329) ©0.95

0.87 (12/1373
2.75(92/3349
2.85 §75/2633
(

T2

3.11 (52/1670
7-57 (66/872)

0.94 (12/1279)
1.26 (37/2949)
2.53 (55/2178)
2.87 (42/1462)
5.87 (41/699)

0.45
0.15
0.30
0.99

0.52

3. Tag 4: WTag

% P % P
2.13 (28/1311) o0.45 2.85 (32/1123) o.04
2:43 (77/3171) 107* 4.08 (74/1816) o0.03
3.63 (101/2784) 0.35 7.07 (81/1146) o0.99
4:36 (110/2527) 0.48 7.78 (111/1424) o0.29
5:38 :(67/1247) 0.86 7.30 (64/877) o.72
1.05 (12/1149) 0.96 1.69 (i7/1009) o©0.91
1.66 (46/2777) o.07 3.64 (59/1622) 0.18
2:96 {74/2497) o.04 6.83 (63/922) o0.23
4.28 (76/1774) o©.28 6.33 (62/979) ©0.43
7-58 (77/10I4 0.05 7.82 (50/639) 0.45

Diskussion bei TRAUT?.

Die Bestimmung der RBE stésst insofern auf eine Komplikation, als sie eine
konstante Steigung der zu vergleichenden Dosis-Effekt-Kurven zur Voraussetzung
hat. Dies ist jedoch bei Rontgenbestrahlung nicht der Fall: Die Hiufigkeit der
Chromosomenaberrationen nimmt bei steigender Dosis mit einem Dosisexponenten
> 1 zu%?H2, Auch die Dos1sabhang1gke1t rezessiver Letalfaktoren zeigt keine ein-
fache Dosisproportionalitit, sondern einen “‘stufenférmigen” Verlauf und—zumindest
bei bestimmten Bruttagen—Dosisexponenten > 1 (Lit. 27, 28). Beschrinkt man
jedoch den-Vergleich auf einen niederen Dosisbereich, so sind, wie die Fig. 1-3 zeigen,
die Abweichungen von der Linearitit vernachlidssigbar. Eine stirkere Abweichung
imSinne einer “Stufe” liegt nur bei den rezessiven Letalfaktoren des 4. Bruttages vor,
und zwar sowohl bei Neutronen als auch bei Réntgenstrahlen. Beziiglich der még-
lichen Ursachen fiir den stufenférmigen Verlauf verweisen wir auf die ausfiihrliche

Bei der Berechnung der Dosis-Effekt-Kurven im Falle der Neutronen wurde
der (etwa ro%, ausmachenden) y-Kontamination Rechnung getragen, indem von
den experimentellen Mutationsraten der dem jeweiligen y-Anteil entsprechende
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Fig. 1. Dosisabhingigkeit rezessiver Letalfaktoren am 1. und 2. Bruttag. @, Neutronen (Li + d).
O, Rontgenstrahlen (less = 0.26 A).

Fig. 2. Dosisabhangigkeit rezessiver Letalfaktoren am 3. und 4. Bruttag. ®, Neutronen (Li 4 d).
O, Rontgenstrahlen (Aeyy = 0.26 A).

Prozentsatz (unter Verwendung der Réntgendaten) subtrahiert wurde. Wir gingen
dabei davon aus, ddss in der Wirksamkeit von - und Réntgenstrahlen (less = 0.26 A)
kein Unterschied besteht; eine Annahme, die im Hinblick auf zahlreiche frijhere
Untersuchungen begriindet erscheint. Die spontanen Mutationsraten—o0.429%, (22/
52906} fiir rezessive Letalfaktoren und 0.0539%, (2/4221) im Falle der I1/I1I-Transloka-
tionen—wurden von den experimentellen Raten nicht abgezogen, gingen jedoch in
die. Berechnungen der Dosis—Effekt-Kurven als zusitzliche Punkte ein. Die Standard-
fehler der RBE-Werte sind zwar sehr klein, tduschen jedoch eine Genauigkeit vor,
die tatsichlich wegen der oben erwihnten Ungenauigkeit der Neutronendosimetrie
nicht gegeben ist.

Das fiir Rontgenstrahlen charakteristische Brutmuster3.i8,1¢ d:i. die unter-
schiedliche Mutabilitit verschiedener Reifestadien, bleibt auch bei Neutronenbe-
strahlung weitgehend erhalten: Die Mutationsraten sind in beiden Fillen am 2. und
3. Bruttag, denen aller Wahrscheinlichkeit nach spite Spermatidén zuzuordnen sind
(vgl. hierzu TravUT?), niedriger als in reifen Spermatozoen und als ‘in fritheren
Spermatiden (4. Bruttag). Die Faktoren, welche der Reifegradabhingigkeit ursichlich
zugrunde liegen, sind offensichtlich von dem LET der Strahlung weitgehend unab-
hingig. 2
Der besseren Ubetsichtlichkeit halber ist die Abhingigkeit der RBE vom
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Fig. 3. Dosisabhingigkeit von I1/II1-Translokationen am 1. bis 4. Bruttag. @, Neutronen (Li + d).
O, Réntgenstrahlen (Jef = 0.26 A). :

Reifestadium in Fig. 4 noch einmal wiedergegeben. Die Verhiltnisse sind fiir beide
Mutationstypen gleichsinnig, indem die RBE am 2. und 3. Bruttag gesichert hoher
ist. Der Umstand, dass die RBE fiir Translokationen durchgehend grésser als fiir
rezessive Letale ist, sowie der weiter unten zu besprechende unterschiedliche Cha-
rakter der Dosis—Effekt-Kurven (Fig. 5 und 6) weisen darauf hin, dass die gelegentlich
gedusserte Ansicht, dass rezessive Letalfaktoren keine Punktmutationen und aus-
nahmslos mit Chromosomenaberrationen vergesellschaftet sind (ausfithrliche Diskus-
sion bei LEA%, MULLER22), nicht zutreffend ist.

4
3}
Ki
g
L R Ty
13y —=

Fig. 4. RBE schneller Neutronen in Abhidngigkeit vom Bruttag. O, rezessive Letale. @, Trans-
lokationen.
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Eine einfache Addition aller fiir eine bestimmtie Dosis erhaltener Mutationen,
d.h. die rechnerische Summierung iiber alle Reifegrade, ergibt die in Fig. 5 und 6
wiedergegebenen Dosis-Effekt-Kurven. Hierbei wurden auch die Mutationsraten be?
hoéheren Neutronendosen herangezogen, die bei der Auswertung der einzelnen Brut-
tage in den Fig. 1-3 wegen der sehr kleinen Zahl getesteter Keimzellen unbertick-
sichtigt blieben. Die nichtlineare Abhingigkeit der Translokationsrate von der
Rontgenstrahlendosis kommt nunmehr klar zum Ausdruck, wihrend bei Neutronen
in Ubereinstimmung mit unseren fritheren Befunden ® eine eindeutig lineare Beziehung

vorliegt.
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Fig. 5. Dosisabhingigkeit rezessiver Letalfaktoren nach rechnerischer Summierung tber die
Bruttage. Einfache Standardfehler. RBE = 1.52. @, Neutronen (Li + d). O, Rontgenstrahlen
(Aetr = 0.26 A).

Fig. 6. Dosisabhingigkeit von II/III-Translokationen nach rechnerischer Summierung iiber die
Bruttage. Einfache Standardfehler. @, Neutronen (Li 4 d). 0, Rontgenstrahlen (legs = 0.26 A).

Die von uns festgestellte ausgeprigte Abhdngigkeit der RBE vom Reifestadium
der Keimzellen dirfte aller Wahrscheinlichkeit nach. wie wir in der Einleitung
vermuteten, auch fiir die widerspriichlichen Befunde der fritheren Autoren verant-
wortlich sein. Auffaliend niedrig bleibt allerdings immer noch der von ZIMMER UND
TIMOFEEFF-RESSOVSKY #1:32 mit 0.4 ermittelte RBE-Wert fiir rezessive Letalfaktoren;
auffallend deswegen, weil alle von uns erhaltenen RBE-Werte eindeutig >1 sind.
Von EpiNcToN UND RANDOLPH'2 wurde vermutet, dass dieser niedrige Wert insofern
ein methodisch bedingtes Artefakt sein kénnte, als in dem fraglichen Versuch die mit
Neutronen bestrahlten 33 nicht wie bei Rontgenstrahlen sofort, vielmehr erst ca.
48 1 nach der Bestrahlung mit 99 gepaart wurden. BAKER UND VoN HALLE? und
LerevRE Y konnten ndmMeh zeigen, dass die rontgeninduzierten Mutationsraten bei
verzogerter Paarung gesichert niedriger sind. Zur Prifung der Frage, ob dies auch
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fiir Neutronenbestrahlung gilt, fithrten wir einen Versuch durch, in dem ein Teil der
mit 1120 rad Neutronen bestrahlten 43 sofort, ein anderer erst 72z h nach Bestrahlung
gepaart wurden. Die sonstige Versuchsanordnung war bewusst die gleiche wie in der
Untersuchung von ZIMMER UND TIMOFEEFF-RESSOVSKY 3': Das @/J-Verhiltnis betrug
1, und die P-Tiere wurden fir die Dauer von 5 Tagen zusammengehalten, d.h. die
Reifegradabhangigkeit der Mutabilitat blieb unberiicksichtigt. Das Versuchsergebnis
in Tabelle II zeigt, dass die Mutationsrate bei sofort gepaarten §& auch bei Neutro-
nenbestrahlung etwa 1.5 mal hoher ist. Die fragliche Diskrepanz diirfte somit eine
befriedigende Erklirung gefunden haben.

TABELLE II

RATE REZESSIVER LETALFAKTOREN NACH NEUTRONENBESTRAHLUNG MIT II20 rad

Die bestrahlten 34 wurden sofort bzw. 3 Tage nach der Bestrahlung gepaart.

Paarung %
sofort 6.77 (176/2600)
nach 3 Tagen 4.88 (130/2662)

2 = 8.2; P = 0.004

Auffallend niedrig ist schliesslich auch der von CATscH ¢f al.% fiir die in reifen
Spermien induzierten Translokationen ermittelte RBE-Wert von 0.3. Da die Paarung
der P-Tiere in diesem Fall jedoch sofort nach der Bestrahlung erfolgte, muss an einen
systematischen Fehler bei der Neutronendosimetrie der Autoren gedacht werden.

Da die von uns verwendeten (d -+ Li)-Neutronen ein sehr breites Geschwindig-
keitsspektrum aufweisen, ist eine biophysikalische Auswertung der Ergebnisse im
Sinne von RANDOLPH?* unméglich. Weiterhin nehmen wir bewusst davon Abstand,
aus unseren Ergebnissen praktische Konsequenzen fiir Fragen des Strahlenschutzes
zu ziehen, und begniigen uns mit der Feststellung, dass schnelle Neutronen bei
genetischen Schiden eine RBE von mindestens 3.5 bzw. 4.4 (bei Annahme, dass die
Neutronendosen um 209, zu hoch berechnet wurden; vgl. S. 186) aufweisen kénnen.
Diese Werte haben jedoch aus folgenden Griinden eine nur bedingte Giiltigkeit:

(1) Unsere Untersuchungen beschrinken sich auf einen relativ engen Bereich
der Keimzellenentwicklung. Die Frage der RBE in Spermatozyten und vor allem in
Spermatogonien ist noch offen. Es sei hier erwihnt, dass die RBE bei der Auslosung
von dominanten Letalfaktoren in meiotischen Keimzellstadien von Drosophila vivilis
niedriger als in reiferen Keimzellen zu sein scheint™.

(2) Die Dosisleistung bei den von uns zum Vergleich herangezogenen Réntgen-
versuchen betrug 500 R -min-!. Wie weiter oben bereits erwihnt wurde, ist bei
Strahlung mit kleinem LET die in unreiferen Keimzellen induzierte Chromosomen-
aberrationsrate bei niedriger Dosisleistung vermindert, wihrend dies bei Neutronen
nicht, zumindest aber in weniger starkem Masse, der Fall ist. Dies bedeutet, dass
einige unserer RBE-Werte sich im Falle einer stark protrahierten bzw. fraktionierten
Rontgenbestrahlung nicht unwesentlich erhéhen wiirden.

(3} Der unterschiedliche Charakter der Dosis-Effekt-Kurven von Chromoso-
menaberrationen bei Réntgen- und Neutronenbestrahlung (vgl. Fig. 6) bedingt, dass
eine dosisunabhidngige RBE nicht angegeben werden kann und dass die RBE mit
fallenden Dosen zunimmt. Von NEARY ¢f al. 28 wurden fiir Chromosomenaberrationen
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bei Tradescantta Naherungsberechnungen durchgefithrt, denen zufolge die RBE
schneller Neutronen im niederen Dosisbereich und bei kleiner Dosisleistung maximale
Grenzwerte in der Grossenordnung von 100 erreichen kann.
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