KERNFORSCHUNGSZENTRUM

KARLSRUHE

August 1965 /Juli 1966

Institut fur Strahlenbiologie

Der EinfluB der Temperatur auf die Strahlenempfindlichkeit von Tl—Bakteriophagen

K. -O. Hermann

Kinetische Untersuchungen zur Gamma -Radiolyse von 5-Bromuracil
in wdfriger Ldsung

H. Reuschl

Optische Analyse der Sedimentation in der prdparativen Ultrazentrifuge

W. Gilnther, T. Mohr, G. Hotz, A. Miiller







Sonderabdruck aus der ZEITSCHRIFT FUR NATURFORSCHUNG Band 21 b, Heft 7, 1966

Verlagder Zeitschrift fiir Naturforschung, Tiibingen

Der Einflufl der Temperatur auf die Strahlenempfindlichkeit von Ti-Bakteriophagen

Kravs-Orro HErmany




Der Einflufl der Temperatur auf die Strahlenempfindlichkeit von Ti-Bakteriophagen

Kravs-Orro HERMANN

Institut fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe

(Z. Naturforschg. 21 b, 678—682 [1966] ; eingegangen am 8. Miirz 1966)

The radiosensitivity of dry bacteriophage was determined in vacuo at temperatures varying
continuously between 100 ° and 300 °K using 2 MeV protons. Moreover, the influence of added
cystamine and of base substitution by 5-bromouracil was investigated in the same range of tem-
peratures. The variation of tutal cross section o(T) with temperature is given by the expression:

6(T) =0, (145,3 e~ Ea/RT) 115 per cent. :

The constant o, is 3,3:1072 cm? for normal T1 phage, 4,9:-10712 ¢m? for base substituted T1
phage, 1,3:10—12e¢m? for T1 phage in - presence of cystamine, and 1,6-10—22cm? for base sub-
stituted T1 phage in presence of cystamine; Ej, amounts to-1 keal/mole in all‘four cases. The cor-
relation between inactivation cross section o and temperature T shows that two mechanisms of
inactivation are present, one (0,) being independent of temperature, the other having an activation
energy of about 1 kcal/mole. The first mechanism is ascribed to direct radiation action, while the
temperature dependent component probably originates from small diffusible radicals.

Die Erkenninis der zeniralen Bedeutung der Nu-
cleinséiuren fiir die gesamte Biologie fiihrte zu einer
in den letzten Jahren zunehmenden Zahl von Ar-
beiten iiber die Wirkung ionisierender Strahlung
auf Nucleinsduren, besonders auf DNS. Speziell bei
Messungen an Bakteriophagen stellte man wieder-
holt fest, daB die Strahlenempfindlichkeit der DNS
in starkem Mafle von der wahrend der Bestrahlung
herrschenden Temperatur und der Konzeniration der
anwesenden Schuizstofle abhdngig ist. Durch ge-
nauere Untersuchungen des Temperatureinflusses
sollte es moglich sein, die physikalischen und chemi-
schen Mechanismen der biologischen Strahlenwir-
kung aufzukliren und dadurch auch neue Hinweise
auf die Art der DNS-Schédigung zu gewinnen.

1. Experimenteller Teil

1.1. Versuchsobjekt: Die Verwendung von T1-Bak-
teriophagen als Untersuchungsobjekt hat folgende

Griinde: T1-Phagen bestehen etwa zur Hilfte aus DNS,
die Strahlenwirkung kann an ihnen ~ohne Stérung
durch physiologische Vorgiinge untersucht werden, die
Ergebnisse sind statistisch leicht zu sichern, die er-
haltenen Dosis-Effekt-Beziehungen sind bei ionisieren-

der Strahlung meist Eintrefferkurven und auBerdem
wird die Aktivitdt der Viren durch extreme Umwelts-
bedingungen kaum beeintrachtigt.

1.2. Probenherstellung: Es wurden jeweils 0,01 ml
Phagensuspension in Niahrbouillon auf Feingoldronden
(@ 12mm) aufgebracht und eingetrocknet. Durch das
Trocknen verlieren zwischen 50 —90% der Viren ihre
Aktivitdt. Wird die Bouillonkonzentration von 0,8 auf
4% erhoht, so steigt der Prozentsatz der Uberlebenden
stark an. Bei Messungen mit Cystaminzusatz wurden
deshalb die Phagen in 4% Difco Nihrbouillon suspen-
diert, da eine niedrige Restaktivitit die Genauigkeit
der Ergebnisse beeintrédchtigt. *

1.3. Herkunft und Herstellung der Phagen: Der
untersuchte T1-Coliphage und seine Wirtszellen riihr-
ten von Stimmen her, die uns 1958 vom Institut fiir
Genetik der Universitit Kéln zur Verfitigung gestellt
und in unserem Institut in Passagen weitergefiihrt
worden waren. Kulturen der Bakterienstimme wurden,
ebenso wie die Lysate, nach der iiblichen Methode in
Difco-Nihrbouillon angesetzt. Bei den Versuchen mit
Schutzstofl wurde die Verdiinnung der Stammsuspen-
sion in Nihrbouillon durchgefiihrt, die auflerdem
0,1 Mol/l Cystamin enthiclt. Nach einer von Sramn?
angegebenen Methode wurde bei einem Teil der Pha-
gen 5-Bromuracil anstelle von Thymin in die Phagen-
DNS eingebaut. Der Einbau des Bromuracils hat eine
wesentliche Steigerung der Strahlenempfindlichkeit zur
Folge, die vom Prozentsatz des ersetzten Thymins ab-
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hingt. UV-Bestrahlungen an den von uns verwendeten
T1-BUDR-Phagen zeigten, daB etwa 65% des normaler-
weise vorhandenen Thymins durch Bromuracil ersetzt
worden war.

1.4. Bestrahlungseinrichtung: Die Bestrahlungen
wurden mit 2-MeV-Protonen eines Van de Graaff-
Beschleunigers durchgefithrt. Der Protonenstrahl wurde
durch einen Analysiermagneten gereinigt und durch
zwei Nickelfolien derartig aufgefichert, dafl eine homo-
gene Probenausleuchiung erzielt wurde. Den Aufbau
der verwendeten Bestrahlungskammer zeigt Abb. 1. Der
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Abb. 1. Bestrahlungskammer. B = Eintrittsblenden, D =

Probenhalter, E = KihlmitteleinlaB, F = Absaugstutzen,

K = Kiihlfalle, P = Proben, R = Abdeckplatte, S = Strahl-
achse, T = Thermoelement.

von aullen drehbare Probenhalter (D) bestand aus
einer schwarzen Aluminiumscheibe mit 19 Proben-
positionen. In der Kammer befand sich eine Kiihlfalle
(K), die es erlaubte, Bestrahlungen bei Temperaturen
bis zu 100 °K durchzufiithren. Die Kiihlfalle war so
konstruiert, da der Probenhalter — bis auf die Off-
nung fiir den Protonensirahl — ringsum von gekiihl-
ten, schwarzen Flichen umgeben war. Bei Verwendung
von fliissigem Stickstoff als Kiihimittel erreichte man
innerhalb von drei Stdn. eine Abkiithlung bis auf
100 °K, da sich infolge der Wirmestrahlung die Pro-
bentemperatur der KiihImitteltemperatur anglich. Weil
die ' Bestrahlungszeiten kurz gegen die Abkiihlzeiten
der Proben waren, konnte bei jeder beliebigen Zwi-
schentemperatur bestrahlt werden.

1 F. W. Sram, J. M. Crasemany, L. Oxvun, E. Fox, and C.
Lairp, Virology 13, 98 [1961].

679

1.5. Temperaturmessung: Da biologische Objekte
sehr schlechte Warmeleiter sind, stellt sich im Vakuum
das Temperaturgleichgewicht iiberwiegend durch Warme-
strablung ein. Die Temperatur des Probenhalters
wurde mit einem Thermoelement gemessen, das vor
jeder Bestrahlung geeicht wurde. Die Erwirmung der
Proben durch die Bestrahlung berechnet sich bei einer
Dosis von 1 Mrad zu 2,4 °K (bei Zimmertemperatur)
und liegt daher innerhalb der MeBfehlergrenzen. Auf-
heizung der Proben durch den Protonenstrahl miilite
zu einem experimentell nicht gefundenen Steilerwerden
der Dosiseffektkurven bei hoheren Dosen und Deosis-
leistungen fithren, vorausgesetzt, dal3 sich das Tempe-
raturgleichgewicht nicht in so kurzer Zeit einstellt, daf3
diese Erwirmung noch zu den priméren Energieabsorp-
tions-Prozessen gezihlt werden muB.

1.6. Bestrahlungen: Die Proben wurden zunichst
einen Tag lang im Exsikkator und anschlieBend weitere
15 Stdn. lang in der Bestrahlungskammer bei 1073
Torr getrocknet, ehe sie auf die gewiinschte Bestrah-
lungstemperatur gebracht wurden. Zur Dosismetrie der
2-MeV-Protonen wurde die-Kammer als Faraday-
Kifig ausgebildet, und die in die Kammer gelangende
Ladungsmenge mittels eines Integrators gemessen. War
die vorgewihlte Ladung erreicht, betitigte der Integra-
tor einen VerschluB, der den Protonenstrahl unter-
brach. Nach der Bestrahlung wurden die Proben durch
Entfernung des Kiihlmittels wieder auf Zimmertempe-
ratur gebracht.

1.7. Titration der Phagen: Nach der Bestrahlung
wurden die Phagen in einem Reagenzglas mit 5 ml
1-proz. Trypton-Nihrbouillon quantitativ von ihrer
Unterlage abgeldst und ihre Konzentration nach kon-
ventionellen Methoden ? bestimmt.

2. Ergebnisse

Inaktivierungsversuche an Bakteriophagen mit
ionisierender Strahlung liefern unter den meisten
Versuchsbedingungen Eintrefferkurven, die sich
durch die Beziehung

N/No=exp(—D/Dy;) =exp(—o-D) )

beschreiben lassen. Dabei bedeutet NV die Zahl der
aktiven Phagen bei der Strahlendosis D, N, die
Zahl der urspriinglich (bei D =0) vorhandenen Pha-
gen, Dg; die Dosis, bei der die Zahl der aktiven
Phagen auf den e-ten Teil der urspriinglich vor-
handenen abgenommen hat, und o=1/D;, ist der
hierdurch definierte Inaktivierungs-Querschnitt. Diese
Form der Dosis-Effekt-Beziehung bei T1-Bakterio-

2 M. H. Apawms, Bacteriophages, Interscience Publish Inc.,
New York 1959.
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phagen ist wiederholt 2712 und mit verschieden ioni-
sierenden Strahlenarten gemessen worden. Auch
unsere Messungen an normalen T1-Phagen und T1-
BUDR-Phagen ergaben sowohl mit als auch ohne
Cystaminzusatz gut reproduzierbare Eintrefferkur-
ven, von denen zwei als typische Beispiele in Abb. 2
aufgetragen sind. In der Tabelle sind die unter den
verschiedenen Versuchsbedingungen ermittelten In-
aktivierungs-Querschnitte zusammengestellt. Um die
Abhiingigkeit der Inaktivierungs-Querschnitte von
der Bestrahlungstemperatur genauer zu untersuchen,
wurden die Proben mit jeweils der gleichen Dosis
bestrahlt, wobei die Temperatur von Probe zu Probe
in kontrollierter Weise verdndert wurde. Aus dem
Inaktivierungsgrad N/N 1aBt sich nach Gl (1) der
Inaktivierungs-Querschnitt ¢ ermitteln. Zur Beschrei-
bung der Temperaturabhiingigkeit von Inaktivie-
rungs-Querschnitten wird. in letzter Zeit Ofter der
Ansatz o =const exp( — E,/RT) verwandt ** 14, wo-
bei R die Gaskonstante und T die absolute Tempe-
ratur bedeuten; E, ist die Summe der Aktivierungs-
energien der zur Inaktivierung der Phagen fithren-
den chemischen Reaktionen. Der Wert von E, laft
sich bei logarithmischer Auftragung von o iiber der
reziproken Temperatur aus der Steigung auftreten-
der Geraden unmittelbar bestimmen. Die Kurven I

und II in Abb. 3 geben eine solche Darstellung der
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Abb. 2. Inaktivierung von T1-Bakteriophagen durch 2-MeV-

Protonen bei 101° und 293 °K.

an T1-Bakteriophagen gemessenen Inaktivierungs-
Querschnitte wieder. Da die Kurven nicht linear
sind, bedeutet dies, dal wahrscheinlich mehrere
Prozesse mit unterschiedlicher Aktivierungsenergie
wirksam sind. Nach Abzug eines Temperatur-un-
abhiéngigen Anteils mit einer Aktivierungsenergie
E, =0 (unterbrochene Geraden in Abb. 3) ergeben
sich eindeutig Arrhenius-Geraden (Kurven I, und
11, in Abb. 3), deren Steigung einer Aktivierungs-
energie von 1kcal/Mol entspricht. Bei den Ver-

Wirkungs- .. . Fehler- )
Material Te”%?g]e‘ tur quersczhmgt [I;[;lglfglvllgﬁf ngﬁ:;Z‘ﬁ” grenzen

| [10-12cm?] [%]
T1 . 203 5,41 1,85 494 +11
T1 l 101 3,16 3,17 845 120
T1 & Cy | 203 2,44 4,09 1079 414
T1 4 Cy | 1,76 5,67 1513 T 9
T1 — BUDR | 203 8,40 1,19 316 +12
T1 — BUDR L 104 474 211 559 T 5
T1 — BUDR - Cy| 203 4,10 2,44 650 +12
TL— BUDR -+ Cy, 129 2,00 5,00 1335 Te

Tab. 1. Wirkungsquerschnitt ¢ und Dy, fiir die Inaktivierung von T1-Bakteriophagen mit 2-MeV-Protonen. Die angegebenen

Werte wurden aus der Steigung der Ausgleichgeraden durch die MeBpunkte bestimmi. Dabei wurden die Werte der ersten

Dekade (N/Ny>>0,1) wegen ihrer offensichtlichen Ungenauigkeit verworfen. Die angegebenen Fehlergrenzen sind die mit dem
sog. t-Faktor fiir 5% multiplizierten Standardabweichungen dieser Regressionsanalysen.

3 W. R. Apams and E. Poirarp, Arch. Biochem. Biophysics
36, 311 [1952].

4 C. S. Bacuorer, C. F. Errer, S. Maver, and E. L. Powzss,
Bacteriology 36, 744 [1953].

5 T. Brusrtap, Rad. Res. 15, 139 [1961].

8 M. Davis, Arch. Biochem. Biophysics 49, 417 [1954].

7 D. J. Froxe, T. Brustap, and A. Brer, Rad. Res. 13, 788
[1960].

8 D. J. Fruge and F. Forro, Rad. Res. 13, 305 [1960].

9 G. Horz and K. G. Zmmer, Int. J. Rad. Biology 7, 75

[1963].

10 Pg, Scuamera and F. Hurcninson, Rad. Res. 23, 514 [1964].

11 G, Horz, Habilitationsschrift, Technische Hochschule Karls-
ruhe (1965).

12 G, Horz, Z. Naturforschg. 17h, 37 [1962].

1% 1.. G. Aveenstely, Advances in Enzymol. 24, 360 [1962].

14 1.. G. AvcexssteN, T. Brustap, and R. Mason, Advances in
Rad. Biol. 1, 228 [1964].
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Abb. 3. Verlauf des Inaktivierungs-Querschnitts von T1-Bak-
theriophagen mit der Temperatur, gemessen mit 2-MeV-Pro-
tonen. I bei normalen T1-Phagen, Ia nach Abzug eines kon-
stanten Anteils ¢, (T1), II bei schweren T1-BUDR-Phagen,
ITa nach Abzug eines konstanten Anteils ¢, (T1-BUDR).

suchen mit Cystamin: zeigen die gemessenen Inakti-
vierungs-Querschnitte das gleiche Verhalten; auch
hier-findet man. zwei Komponenten, von denen die
eine Temperatur-unabhingig ist (E,=0), wihrend
die andere eine Aktivierungsenergie von 1 kcal/Mol
besitzt. Die Abhingigkeit der unter verschiedenen
Versuchsbedingungen ermittelten = Inaktivierungs-
Querschnitte o(T) von der Temperatur 1iBt sich
durch folgende Ausdriicke beschreiben:

01=3,3" (1 +4,2 e E/RT)
03=4,9" (1+45,3-e~Ea/RT)
03=1,3" (145,8-e Fa/RT)
0,=1,6- (1+5,9 ¢ Ea/RT)

-10712 ¢

2

mit E,=1 keal/Mol.

oy gilt fiir normale T1-Phagen, o, fiir T1-BUDR-
Phagen, o, fiir normale T1-Phagen mit Cystamin-
zusatz und o, fiir TI-BUDR-Phagen mit Cystamin-
zusatz. Bemerkenswert ist, daf} die Klammeraus-
driicke, die den EinfluB der Temperatur wieder-
geben, in allen vier Gleichungen innerhalb der
Fehlergrenzen etwa gleich sind. Der Schutzeffekt
durch Cystamin ist bei normalen wie bei Basen-sub-
stitujerten. T1-Phagen gleich; das zeigt sich.darin,
dal3 die Verhiltnisse 0,/05 und 0,/0, in beiden Fil-
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Abb. 4. Verlauf des Inaktivierungs-Querschnitts fiir. T1-Bak-

teriophagen mit der Temperatur, gemessen mit 2-MeV-Proto-

nen. Die durchgezogenen Kurven geben den Verlauf nach
Gl (2) wieder.

len etwa 2,5 betragen. Die bei verschiedenen Tempe-
raturen gemessenen Wirkungsquerschniite sind in
Abb. 4 uber der Temperatur aufgetragen, wobei die
durch die MeBpunkte gelegten Kurven Gl. (2) ent-
sprechen. Die Abb. 4 zeigt, wie genau im Tempe-
raturintervall zwischen 100 und 300 °K der Ver-
lauf des Wirkungsquerschnitts durch Gl (2) be-
schrieben wird.

3. Diskussion

Die als Versuchsergebnis gewonnenen Gln. (2)
zeigen, daf} sich die beobachtete biologische Wirkung
der Protonen aus zwei Komponenten zusammen-
setzt, von denen eine nicht von der Bestrahlungs-
temperatur, sondern nur von der Basenzusammen-
setzung und der Cystaminzugabe abhéngt, wihrend
die andere durch die Temperatur zu beeinflussen
ist. Bemerkenswert ist, daff die Temperaturabhin-
gigkeit in allen vier Féllen (oy, 0,, 03, 6,) durch
Ausdriicke mit einer einheitlichen Aktivierungs-
energie beschrieben wird. Auch bei Inaktivierungs-
versuchen an anderen biologischen Objekien, bei
denen der Temperatureinflufl untersucht wurde,
fand man Aktivierungsenergien dieser GroBe. Aus-
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fiihrliche Messungen an Bakteriensporen %717 zeig-
ten, daB der Inaktivierungs-Querschniit zwischen 5
und 80 °K praktisch konstant verlduft (E,=0) und
nach hoheren Temperaturen hin wie bei den vor-
liegenden  Messungen ansteigt. Unser Auswertungs-
verfahren ergibt auch hier!® eine Aktivierungs-
energie von etwa 1kcal/Mol. An Enzymen sind
Messungen des Temperaturverlaufs von Inaktivie-
rungs-Querschnitten haufig durchgefithrt worden.
Brustap 18 hat die Inaktivierung von Trypsin mit
schweren Ionen, FLuke 1? die Inaktivierung von Ribo-
nuclease und Lysozym mit 3-MeV-Elekironen ge-
messen. Die Inaktivierung von Ribonuclease mit
2-MeV-Protonen und Deuteronen wurde auBerdem
von Gintaer 20 untersucht. Henriksen 2! hat die mit
der Temperatur zunehmende Radikalausbeute in
Ribonuclease, Trypsin und Lysozym bei Bestrahlung
mit Elektronen und schweren Ionen gemessen. In
allen Fallen wurde ein konstanter (E,=0) und ein
Temperatur-abhangiger Anteil mit einer Aktivie-
rungsenergie von etwa lkcal/Mol (1£40%) er-
mittelt. ,

Die Experimente werden durch die folgende Hypo-
these gedeutet: Wenn aufler der Jonisierungsenergie
geniigend Energie in Form thermischer Anregung
auf ein Molekiil iibertragen wird, kann es nach
PratzmMan 22 zu einer Dissoziation des getroffenen
Molekiils in zwei Molekiilfragmente kommen. Unter
Umstiinden fithrt dieser primére ProzeB schon zu
einer beobachtbaren biologischen Wirkung. Der da-
durch bewirkte Anteil des Inaktivierungs-Quer-
schnitts ist unabhingig von der Bestrahlungstempe-
ratur, da Ionisationen und Molekiilanregungen Tem-
peratur-unabhéingig sind. Viele Dissoziationen, bei
denen sich kleine Radikale, zumeist wahrscheinlich
Wasserstoffatome 23, bilden, sind aber zun#chst bio-
logisch irrelevant. Die kurz nach ihrer Entstehung
im thermischen Gleichgewicht mit threr Umgebung
stehenden Wasserstoffradikale konnen verschwinden,
indem sie mit anderen rekombinieren, ein neues
Radikal durch Reaktion mit einem unbeschidigten
Nucleotid bilden oder ohne Reaktion entweichen.
Wasserstoffradikale kénnen -aber nach einer Hypo-

15 R. B. Wzes, C. F. Eurer, and E. L. Powers, Experientia
[Basel] 14, 324 [1958].

i E. L. Powers, r. B. WeBB, and C. F. Eerer, in: Progress in
Nuclear Energy, Series VI, Vol. 2 (eds. Buensr, Coursacer,
and Lovurrr), Pergamon Press, New York 1959, p. 189.

17 E. L. Powess, B. F. Karera; and R. B. Wess, Rad. Res. 11,
461 [1959].

18 T,  Brustap, in:- The Biological Effects of Neutron Ir-
radiations, Intern. Atomic Energy Agency, Wien 1964,

19 D, I, Fruxe, Rad. Res. 25, 18 [1965].
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these von Braams?* den Temperatur-abhingigen
Anteil des Inaktivierungs-Querschnitts bewirken, da
sie im Festkorper selbst bei tiefen Temperaturen
diffundieren. Je nach Temperatur treten die schadi-
genden oder die harmlosen Reaktionen in den Vor-
dergrund. Bei tiefen Temperaturen iiberwiegt wegen
der geringen Energie der Wasserstoffradikale die
Rekombination und das Entweichen, so daBl wir nur
die priméren Effekte bemerken. Damit die Radikale
aber eine Austausch- oder Anlagerungsreaktion
durchfithren kénnen, ist ein Mindestmall thermi-
scher Energie, die Aktivierungsenergie, erforderlich,
die fiir Radikalreaktionen nicht besonders grof} ist.
So gehen z.B. die exothermen Anlagerungsreak-
tionen des Wasserstoffatoms an Olefine oder andere
Verbindungen mit Mehrfachbindungen (selbst bei
80 °K) mit Aktivierungsenergien zwischen 1 bis
4 kcal/Mol vor sich 2. Mit zunehmender Temperatur
wichst die Zahl der Radikale ausreichender Energie
exponentiell an, weshalb wir fiir den Inaktivierungs-
Querschnitt Ausdriicke wie Gl. (2) erhalten.

Da durch Cystaminzugabe sowohl der Tempera-
tur-abhéngige als auch der Temperatur-unabhingige
Anteil um den gleichen Faktor von etwa 0,4 ab-
nehmen, wird offenbar durch das Cystamin die Zahl
der priméren Dissoziationen herabgesetzt, wodurch
die Zahl der diffusiblen Radikale im gleichen Mafle
verringert wird. ‘

Auf Grund unserer Experimente konrtite eine Aus-
sage uber die physikalischen und chemischen Pro-
zesse, die fiir die Schutzwirkung des Cystamins und
den beobachteten Temperatureffekt verantwortlich
sind, gemacht werden. Unsere Interpretation liefert
zwanglos eine Erklirung dafiir, daf der Verlauf der
Inaktivierungs-Querschnitte mit der Temperatur von
der Art der untersuchten biologischen Objekte weit-
gehend unabhiingig ist.

Herrn Prof. K. G. Zmmver danke ich fiir die An-
regung zu dieser Arbeit und sein stets férderndes
Interesse, den Herren Priv. Doz. Dr. G. Horz, Dr. H.
Jone und Priv. Doz, Dr. A. Mtrier fiir Unterstiitzung
bei der mikrobiologischen Technik und niitzliche Rat-

schlige. Herrn P, Kmoermann bin ich fiir seine Hilfe
bei den Bestrahlungen zu groflem Dank verpflichtet.

20 . GinTHER, Dissertation, Heidelberg 1965.

21 T Henrixsen, University of California Radiation Labora-
tory Report, UCRL-16358 (1965). i

22 R, L. Prarzman, in: Radiation Biology and Medicine (ed.

W. D. Craus), Addison-Wesley Publishing Co., Reading,

Mass. 1958.

K. G. Zmmmer, Rad. Res. Suppl. 1, 519 [1959].

24 R. R. Braawms, Nature [London] 200, 752 [1963].

25 N. N. Semsonow, Einige Probleme der chemischen Kinetik
und Reaktionsfihigkeit, Akademie Verlag, Berlin 1961.
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Kinetische Untersuchungen zur Gamma-Radiolyse von 5-Bromuracil
in wiflriger Losung

H. Reuscur

Institut fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe

(Z. Naturforschg. 21 b, 643—646 [1966] ; eingegangen am 10. Marz 1966)

Es wurde die Kinetik des Abbaus von 5-Bromuracil in wiflriger Losung bei pg=6,5 durch
Bestrahlung mit y-Strahlen unter Ny, O, und N,O untersucht. Die Ergebnisse werden an Hand der
Radikaltheorie wiBriger Liosungen diskutiert und eine Hypothese zur Ursache der Strahlensensibili-
sierung lebender Zellen durch Bromuracil abgeleitet.

Nach dem Einbau von 5-Bromuracil (BU) an-
stelle von Thymin (T) in die DNS von lebenden
Zellen oder von Phagen wird die Inaktivierungs-
rate derselben nach Besirahlung mit ionisierenden
Strahlen betrdchtlich erhoht!. Diese ,,Sensibilisie-
rung® konnte unter anderem durch die unterschied-
liche Strahlenempfindlichkeit von BU und T in der
DNS bedingt sein, aber auch durch die Natur der
Radiolyseprodukte, die nicht -in jedem Fall eine
letale Wirkung haben und in unterschiedlichem Aus-
maf} eine Reaktivierung der geschidigten DNS zu-
lassen werden. So erhdlt die Frage nach dem Medha-
nismus der Sensibilisierung durch BU ihr Interesse
vor allem durch die Moglichkeit, allein durch den
Vergleich des unterschiedlichen strahlenbiologischen
Verhaltens zweier in gewissem Mal} einander er-
setzender Basen Einblicke in grundlegende strahlen-
induzierte chemisch-physikalische Reaktionen in der
Zelle zu gewinnen.

Fir den Fall der Strahlensensibilisierung von
BU-haltigen Enterococcus Stei (,schweren® Zellen)
durch Rontgenstrahlen wurde bereits von Loc-
MaNN? an Hand der Basen-Analyse von normalen
und ,schweren” Zellen eine Erklirung dieser Er-
scheinung vorgeschlagen: Nach Verabreichung der
gleichen Dosis (~1000kr) war der prozentuale
Abbau des BU in den schweren um das 5 — 10-fache
héher als der des T in normalen Zellen; als Um-
wandlungsprodukt des BU wurde fast ausschlieBlich
Uracil (U) gefunden. Die vorgeschlagene Erklirung
fitr die Ursache der Sensibilisierung. griindet sich
auf die Annahme, die Bildung von U sei eine letale
Mutation. Der Mechanismus, nach dem sich das U
bildet, bleibt ungeklért, ebenso wie es unbewiesen

1 B, Dsorpsevic u. W. Szyearski, J. exp. Medicine 112, 509
{1960} ; G. Horz u. K. G. Zmmer, Int. J. Rad. Biol. 7, 75
[1963]; F. W. Srant et al., Virology 13, 98 [1961].

bleibt, ob U in der DNS dieser Zellart letal wirkt.

In der vorliegenden Arbeit soll versucht werden,
durch die Untersuchung der Kinetik des Abbaus von
BU bei Besirahlung unter N, O, und N,O mit den
y-Strahlen von %°Co einen ersien globalen Uberblick
iiber die auftretenden strahlenchemischen Reaktio-
nen zu gewinnen,

Experimenteller Teil

BU wurde in Konzentrationen zwischen 1-107¢—
3-1073 Mol/! in dreimal dest. Wasser gelost und mit
einer Na,HPO,/NaH,;PO Pufferlosung von pm=6,5
versetzt, so daf} die Konzentration des Puffersalzes dop-
pelt so hoch war wie die des BU. Zur Bestrahlung
unter N, wurden die BU-Losungen in Ampullen 20 Min.
mit Oy-freiem N, gespiilt und abgeschmolzen. Bei den
Versuchen mit O, leiteten wir wihrend der Bestrah-
lung O, durch die Losungen, so daff die O,-Konzen-
tration konstant und gleich der Séttigungskonzentration
war: 1,3-1073 Mol/l. N,O wurde durch Ausfrieren bei
—80 °C und Abpumpen der nicht kondensierten Gase
(0;) gereinigt und in einer geschlossenen Glasappa-
ratur {iber die vorher durch freeze-pumping entgasten
BU-Lésungen geleitet. Nach Abschmelzen der die Lo-
sungen enthaltenen Ampullen und Einstellen des Gas-
gleichgewichts betrug der Partialdampfdruck des N,O
350+ 30 mm Hg, dies entspricht einer Konzeniration
des N,0 in der BU-Losung von etwa 1-10-2Mol/l3.
Die Bestrahlung erfolgte in einer 0Co-Quelle mit einer
Dosisleistung von 6105 r/Stunde.

Die Menge des nach Bestrahlung unzerstérten BU
wurde durch Messung der Lichtabsorption bei 274 mu
anf parallelem Wege direkt und nach erfolgter
chromatographischer Isolierung des BU von den Radio-
lyseprodukten ermiitelt. Es stellte sich heraus, daf} bei
Bestrahlung unter O, die direkt und die nach Chromato-
graphie gefundenen Werte innerhalb der Fehlergrenze
des letzten Verfahrens iibereinstimmten, so daB es in

2 E. R. Locavany, Naturwissenschaften 50, 520 [1963].
3 K. D. Asuus u. A. Heneremy, Ber. Bunsenges. physik. Chem.
68, 348 [1964].
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diesem Falle méglich war, die genauere direkte Mes-
sung anzuwenden; die Fehlerbreite betrdgt etwa
+ 3 Prozent. Wie der Vergleich der beiden Messungen
zeigte, bilden sich dagegen bei Bestrahlung unter N,
und N,0 UV-absorbierende Stoffe und man erhilt erst
nach chromatographischer Trennung giiltige Werte fiir
den Abbau des BU. Vor dem Auftragen auf das
Chromatogramm muflten die Lésungen konzentriert
werden; dies erfolgte durch Gefriertrocknung und
Losen der getrockneten Substanz in einem entsprechend
kleineren Volumen Wassers. Zur chromatographischen
Trennung wurden Kieselgelschichten verwendet, als
Laufmittel diente ein Gemisch von Athylacetat und
65-proz. wissrigem Isopropanol 75 :25. Als Fehler-
breite fiir die Bestimmung des BU ergab sich etwa
1+ 8 Prozent.

Ergebnisse und Diskussion

Die Abnahme der BU-Konzentration in Abhén-
gigkeit von der Dosis bei Bestrahlung in waBriger
Losung unter Ny, O,, NyO ldft sich bis zu einem
Abbaugrad von etwa 50% in halblogarithmischer
Aufiragung als Gerade graphisch darstellen (Abbn.
1, 2, 3). Die bei der Bestrahlung unter N, und
N,O erhaltenen initialen G-Werte sind innerhalb
der Fehlergrenzen der BU-Bestimmung unabhéngig
von der Ausgangskonzentration des BU (Abb. 4)
und betragen im Mittel

G®p, =750 und GIN—-550.

Bei der Bestrahlung mit O, steigt dagegen der G-
Wert mit der Anfangskonzentration des BU stark
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Abb. 1. Sirahlenchemischer Abbau des BU in wﬁﬁriger Lo-
sung bei verschiedenen Konzentrationen durch y-Bestrahlung
in Gegenwart von N, .
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Abb. 2. Abbau des BU in wéaBriger Losung bei verschiedenen
Konzentrationen durch y-Bestrahlung in Gegenwart von O, .
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Abb. 3. Abbau des BU in wéBriger Loésung bei verschiedenen
Konzentrationen durch y-Bestrahlung in Gegenwart von N,O.
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Abb. 4. Abhingigkeit der G-Werte. des Abbaus des BU von
der Konzentration beij y-Bestrablung wifriger BU-Losungen
in Gegenwart von N, , O, und N,0.
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an (Abb. 4); die exitremen gemessenen Werte be-
tragen bei

(BU)=1-10"*Mol/l: G%,=3 und bei
(BU)=3-10"3 Mol/l: 6%,=6,4.

Diese G-Werte lassen bei Beriicksichtigung der zu-
letzt von Havon* fiir die Radiolyse wifriger Losun-
gen ermittelten G-Werte der ,,Wasserradikale® eine
sehr einfache Deutung zu. Danach reagieren in ver-
diinnten wélrigen Losungen bei neutralem pp-Wert
die bei der Radiolyse des Wassers gebildeten Spe-
cies H', OH', e;, innerhalb eines definierten Kon-
zentrationshereichs entsprechend folgenden G-Wer-
ten mit dem gelosten Stoff (S)

Ga=0,55; Goa=2,25; Ge,q=2,30.

% Die Grenzen dieses Konzentrationsbereichs sind
abhingig von der Geschwindigkeitskonstanten der
Reaktion eines ,,Wasserradikals® (R) mit dem ge-
16sten Stoff k@.g und durch  die Beziehungen
lf(R+’S)CS'§105 als untere und k(R+s)‘C,;g 2 107 als
obere Grenze definiert. Wihrend bei Konzentratio-
nen Cg < 10%/ky .5 die Radikalreaktionen mit dem
gelosten Stoff zugunsten der Radikalrekombination
abnehmen, erhéht sich ithr AusmaB bei Cg > 107/
kg.s auf Kosten der Rekombination der in der
»spur® gebildeten Radikale. Bei einer Geschwindig-
keitskonstante kp ,g=1-10!0 Mol sec™! steigt da-
bei der G-Wert von OH' und e, um etwa 0,3 bei
einer Erhohung der Konzentration um das 10-fache.
Im Falle der Bestrahlung von wiflrigen NyO-Losun-
gen reagiert das hydratisierte Elekiron mit N,O
unter Bildung von OH' Radikalen: N,O +H,0° —
N, + OH’ + OH® mit einer Geschwindigkeitskonstan-
ten von 8,7-10° Mol™% sec™5. Bei der von uns ange-
wandten N,0-Konzentration Cy,0 =1-1072Mol/l be-
tragen daher die G-Werte von e,y und OH': Ge,, =
2,55; Gog = 2,50.

Fir unsere Versuche unter N, konnen wir in
erster Anndherung annehmen, dafl die untersuchten
BU-Konzentrationen im Bereich der oben definier-
ten verdiinnten Lésungen liegen und daber die an-
gegebenen G-Werte gelten. Wiirden die Wasser-
radikale, ohne miteinander zu interferieren, jeweils
ein BU-Molekiil abbauen, so wire bei Bestrahlung
unter N, der G-Wert des BU-Abbaus gleich der
Summe Gg* + Gor + G e,q = 5,10. Wir finden 6Ty
=7,50. Man kommt nun diesem experimentelien
G-Wert sehr nahe, wenn man in diese Summe die
G-Werte von entweder OH' oder eyq mit dem Fak-
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tor 2 einsetzt:

G +2 Gou+Geaq=T,35 oder G+ Gor+2 ey

=T40.

Folglich sollte entweder das OH'-Radikal oder das
hydratisierte Elekiron eine Zweistufenreaktion aus-
16sen. Diese Frage konnte durch die Versuche mit
N,O entschieden werden. Die Konzentration des
N,O war im ungiinstigsten Falle etwa sechsmal
héher als die des BU und man kann daher Lei der
hohen Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion
N5O + ey erwarten, daf sdmtliche ey, von N,O ab-
gefangen werden, bevor sie mit dem BU reagieren.
Bei der angewandten Konzentration und unter der
Annahme, dafl je ein OH'-Radikal mit einem BU
reagiert, wire fiir den Abbau des BU ein G-Wert
G5y = 0,55 + 2,50 + 2,55 =5,6 zu erwarten. Ge-
funden wurde G N3YP=5,4. Es ist somit gezeigt, daf}
bei der Radiolyse wifiriger BU-L6sungen die Radi-
kale H und OH’ je ein; das hydratisierte Elektron
jedoch in einer Folgereaktion zwei BU-Molekiile
chemisch umwandeln. :

Bei den Versuchen mit O, bleibt es-wegen der
relativ niedrigen O,-Konzentration wunsicher, in
welchem Ausmafl die Reaktionen ey -+ 0y~ 0,°
H 4 0,° - HO, Z0,° +-H® mit den entsprechen-
den Reaktionen des BU konkurrieren. Die Tatsache,
dal} bei einer Konzentration des BU=3-10"3 der
G-Wert des BU-Abbaus mit 6,4 hoher liegt als der
der einfachen Summe der G-Werte der Wasserradi-
kale zeigt jedoch, dafi bei dieser Konzentration in
gewissem Umfang noch eine Zweistufenreaktion
stattfindet. Da bei kleiner BU-Konzentration das
Ausmafl des Abbaus sich stark verringert, wird
diese Zweistufenreaktion nicht durch das 0,° aus-
gelost, sondern durch die von der Konkurrenzreak-
tion des O, nicht abgefangenen e,,. Dieser Befund
spricht fiir eine grofie Reaktivitdt des ey, mit dem
BU, da die Geschwindigkeiiskonstante der Reaktion
O+ €3y mit hog+ €5y =2-10719Mol 1sec™ sehr
hoch liegt. Die Frage, ob das BU von 0,° ange-
griffen wird, kann durch diese Versuche nicht be-
antwortet werden.

Aus unseren Untersuchungen ist bei Beriicksichti-
gung des strahlenchemischen Verhaltens ven Pyri-
midin-Verbindungen einerseits und Halogenverbin-
dungen andererseits ein allgemeines Schema fiir den

Reaktionsablauf bei der Radiolyse wiBriger BU-

4 E. Havon, Trans. Faraday Soc. 61, 723 [1965].
5 F. S. Damvron.u. D. C. Warker, Proc. Roy. Soc. [London],
Ser. A 285, 339 [1964].
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Losungen in Anwesenheit von Radikalfingern zwang:
los abzuleiten. Ausgangspunkt ist dabei der Befund,
daf} die Radikale H und OH mit dem BU ein
relativ stabiles Radikal bilden, das sich durch Re-
aktionen mit anderen Radikalen zu einem neutralen
Molekiil umwandelt, wihrend sich mit dem hydrati-
sierten Elekiron ein sehr reaktives Radikal bildet,
das ein weiteres BU-Molekiil angreift. Von Uracil-
Derivaten (z.B. Thymin) ist bekannt, daf} sie bei
Bestrablung in wilBriger Losung vorzugsweise H’
und OH' an die 5.6-Doppelbindungen addieren ©;
das gebildete Hydrouracilradikal

i
- /H
oy
/
EEAVAN
N HO
H
ist relativ stabil. Halogen-Derivate reagieren im all-
gemein sehr: schnell mit dem hydratisierten Elektron
unter Abspaliung des Halogens:als Anion und Bil-

dung eines: Radikals, Im Falle von Bromuracil
wiirde sich also das Uracil-Radikal bilden .

8 G. Scueuws, Progr. Biophysics molecular Biol. 13, 60 [1963].
7 A, Kamar u. W. M. Garrison, Nature [London] 206, 1315
[1965]. :
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von dem eine hohe Reaktivitidt zu erwarten ist. Ver-
gleicht man, im Hinblick auf die Strahlensensibili-
sierung BU-haltiger Zellen, das strahlenchemische
Verhalten in walriger Losung von T ¢ und BU, so
ist wohl der wichtigste Unterschied darin zu suchen,
dal} nur im Falle von BU ein sehr reakiives Radikal
entsteht, das Uracilradikal, -das fahig ist, ein weite-
res neuirales Molekiil abzubauen. Thymin addiert
an die 5.6-Doppelbindung nicht nur H- und OH'-
Radikale, sondern auch das hydratisierte Elektron 7;
es wurde aber bisher keine Reaktion zwischen einem
Thyminradikal und einem neutralen Molekiil nach-
gewiesen. Daher scheint die Hypothese berechtigt,
als eine der Ursachen der Strahlensensibilisierung
durch BU die Bildung des Uracilradikals in der
Zelle anzusehen: Dieses Radikal konnte durch Re-
aktion mit neutralen Molekiilen oder durch Zerfall
diffusible Radikale erzeugen, die die Zelle iiber das
in normalen Zellen fesigestellte - Ausmall hinaus
schidigen.
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Die Einfiihrung stabilisierender Gradienten in die
Technik der Ulirazentrifugation! erméglicht die Ver-
wendung der priparativen Ultrazentrifuge bei vielen
Problemen, die sonst nur mit Hilfe der analytischen
Ulirazentrifuge - untersucht werden konnten. Da eine

~ analytische Ultrazentrifuge im Gegensaiz zur priparati-
ven nur in wenigen Laboratorien zur Verfiigung steht,
ergeben sich viele Anwendungsmoglichkeiten fiir diese
neue Methode.

" Bei der analytischen Ulirazenirifugation werden die
Sedimentations-Eigenschaften der untersuchten Sub-
stanz spekiralphotomeirisch bestimmt. Diese Methode
kann bei der pridparativen Ultrazenirifugation ebenfalls
benutzt werden und stellt eine wertvolle Ergédnzung zu
anderen Verfahren dar, insbesondere der Bestimmung
der biologischen Aktivitdt. Zur optischen Analyse kann
ein gewchnliches Spekiralphotometer mit Hilfe eines
einfachen Zusatzgerits eingerichtet werden. Eine der-
artige Anordnung, wie sie in unserem Laboratorium
konstruiert und erprobt wurde, wird im folgenden be-
schrieben.

Als Probengefille fiir Zentrifugation und Absorp-
tionsmessung dienen Quarzréhrchen von 10 mm Durch-
messer, 1 mm Wandstirke und 45 mm Linge, die in
die ausschwingenden Behélter eines ,swinging budket®
Rotors eingesetzt werden. Bei unseren Versuchen wurde
eine préparative Ultrazentrifuge vom Typ Spinco mit

Rotor SW 39 benutzt. Zur optischen Analyse der er-

zielten Sedimentation werden die Rohrchen vorsichtig
der Zentrifuge eninommen und unter Vermeidung von
Erschiitterungen in Quarzkiiveiten eingesetzt, wie sie
normalerweise zur Spekiralphotometrie verwendet wer-

1 C. e Duvs, J. Bertaer u. H. Bravray, Gradient centrifuga-
tion of cell particles: Theory and applications. Progr. Bio-
phys. 9, 325 [1959].

den. Den -Zwischenraum zwischen Riohrchen und Xii-
vette, der durch zwei Abstandsringe an Boden und
Deckel definiert wird, fiillt man zur Herabsetzung der
Lichtbrechung mit reinem Wasser. Da di€ Variation der
optischen Eigenschaften in Richtung der Achse des
Rohrchens gemessen werden soll, bendtigt man am Ort
des Rohrchens ein horizontales Lichtband von recht-
eckigem Querschnitt. Dieses Lichtbiindel muf} in verti-
kaler Richtung so schmal sein, daB moglichst alle Ande-
rungen der beobachteten Eigenschaft aufgeldst werden,
wihrend seine Breite in horizontaler Richtung den
Durchmesser des Rohrchens nicht iibertreffen darf.

Als Spekiralphotometer wurde ein Zeiss-Gerit, Typ
PMQII, verwendet. An Stelle des mitgelieferien Pro-
benwechslers wurde zwischen Monochromator und Emp-
fingergehduse ein Zusatzgerdt eingesetzt, dessen we-
sentliche Teile in Abb.1 schematisch dargestellt sind.

Sem

MaEsh‘zb

Abb. 1. Schematische Darstellung des Zusatzgerits zum Spek-

tralphotometer. Das &uBlere Gehduse und der Antriecbsmotor

sind nicht mitgezeichnet. K: Quarzkiiveite, A: Abstandsringe
aus Teflon, B: Blende, S: Spiegelsystem, L: Quarzlinse.
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Zwar enthilt die wiedergegebene Konstruktion nur ein-
fache Elemente, doch ist auf prizise und solide mecha-
nische Ausfilhrung grofler Wert zu legen, da die ein-
wandfreie Funktion des Gerdts davon stark abhingt.
Der optische Teil dient zur Drehung des vertikalen
Lichtbiindels, das aus dem Spalt des Monochromators
austritt, um 90° sowie zur Abbildung des Spalts auf
das Probenrohrchen im Verhélinis 1 : 1. Dies wird mit
Hilfe des Spiegelsystems S und der Quarzlinse L
(Brennweite 50 mm) erreicht. Die Blende B begrenzt
das Bild des Spalts auf 6 mm Breite. Das Spiegel-
system ist aus drei oxydationsgeschiitzten Aluminium-
spiegeln (20 mm-25 mm) zusammengesetzt, die jeweils
um 45° gegen die optische Achse geneigt und zur ge-
nauen Justierung auf Metallprismen aufgeklebt sind.

Zur Messung wird die Kiivette mit eingesetzien Pro-
benrohrchen mit konstanter Geschwindigkeit in verti-
kaler Richtung am Lichibiindel vorbei bewegt. Der An-
trieb erfolgt durch einen stark untersetzien Elektro-
motor iiber ein Schneckengeiriebe und eine Schrauben-
spindel. Die Vorschubgeschwindigkeit der Kiivette kann
zwischen 0,06 mm/sec und 0,2 mm/sec variiert werden.
Das die Kiivette durchdringende Licht wird von einem
Photovervielfacher aufgenommen, der zur normalen
Ausriistung des Spektrometers gehért. Die abgegebene
Spannung wird von.einem Kompensations-Linienschrei-
ber registriert, der mit konstanter Geschwindigkeit an-
getrieben wird. AuBler der Absorption, die durch Diffe-
renzbildung mit der durchgelassenen Intensitdt auler-
halb eines Absorptionsbandes gewonnen wird, kann
vom Schreiber mit Hilfe eines vorgeschalteten Wandlers
auch die dekadische Absorptionskonstante (in der Tech-
nik auch hdufig Extinktion genannt) aufgezeichnet
werden.

Zur Demonsiration der Arbeitsweise des Gerdts ver-
wendeten wir als Versuchsobjekt Bakteriophagen der
Stimme T1 und $X-174. Rohe Lysate dieser Stdmme
wurden ohne zusitzliche Reinigung zusammen mit
»schweren® T1-Phagen, d.h. solchen, deren Dichte
durch den Einbau von 5-Bromuracil an Stelle von Thy-
min in die Nucleinstiure vergroflert worden war, nach
der Methode von MeseLson, Stanr und Vinograp ? in
einer Losung von Caesiumchlorid (72% CsCl in 1/15-m.
Phosphatpuffer nach Sorexsen, pu 7) suspendiert und

Extinktion pgq pyy —>
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Abb. 2. Registrierkurve der Extinktionskonstanten gegen die
Dichte. Der linear mit der Dichte abnehmende Untergrund
riihrt vom Phagenpuffer (gesittigte Boratlésung) her. Die mit
T1 bezeichnete Linje entspricht einer Absorption von 3-1010
Phagen. Spaltbreite des Spektralphotometers 0,01 mm.

bis zum Eintreten des Gleichgewichtszustandes (20 Stdn.
bei 35000 UpM) zentrifugiert. In Abb. 2 ist die von
den Sedimentationsbanden der Phagen verursachte Ex-
tinktion bei 260mu, dem Absorptionsmaximum der
Nucleinsture, und 0,01 mm Spaltbreite dargestellt, wie
sie vom Linienschreiber beim Durchlaufen eines Zentri-
fugenrbhrchens registriert wird. Da die Caesiumionen
bei der Zentrifugation einen Konzentrations-Gradienten
und damit’ auch einen Dichtegradienten bilden, der
praktisch linear ist, kann auf der Abszisse der Abb. 2
die Dichte in linearem MaBstab aufgeiragen werden,
der durch ein mitzentrifugiertes Referenz-Material ge-
eicht vird. Die Bande, die bei der Dichte 1,40 zu sehen
ist, .. nrt von Phagen des Stammes ®X-174 her, wih-
rend die Doppelbande bei héherer Dichte von normalen
und schweren T1-Phagen verursacht wird. Die Emp-
findlichkeit dieser Methode ist so, daB noch etwa 5-10%
Phagenteilchen mit einem entsprechenden DNS-Gewicht
von insgesamt 5:1078 g in einer Bande mit guter Ge-
nauigkeit nachzuweisen sind. :

Herrn Dipl.Phys. G. Guradariewn danken wir fiir die Her-
stellung der Spiegel und der Fa. Carl Zeiss, Oberkochen, fiir
einige hilfreiche Hinweise. :

2 M. Messison, F. W. Srame u. J. Vinoerap, Proc. nat. Acad. Sci. 43, 581 [1957].
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