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The radiosensitivity of drY bacteriophage was determined in vacuo at temperatures varying
continuously between 100 ° and 300 0 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 tJtal cross section O'(T) with temperature is given by the expression:

O'(T) =0'0· (1+5,3 ·e-EaIRT) ±15 per cent.
The constant 0'0 is 3,3.10-12 cm2 for normal Tl phage, 4,9.10-12 cm2 for base substituted Tl

phage, 1,3.10-12 cm2 for Tl phage inpresence of cystamine, and 1,6 .10-12 cm2 for base sub­
stituted Tl phage in presence of cystamine; Eaamounts to 1 kcaljm01e in all four cases. The cor­
relation between inactivation cross section 0' and temperature T shows that two mechanisms of
inactivation are present, one (0'0) being independent of temperature,the other having an activation
energy of about 1 kcaIjmole. The first mechanism is ascribed to direct radiation action, while the
temperature dependent component probably originates from small diffusible radicals.

Die Erkenntnis der zentralen Bedeutung der Nu­
cleinsäuren für die gesamte Biologie führte zu einer
in den letzten Jahren zunehmenden Zahl von Ar­
beiten über die Wirkung ionisierender Strahlung
auf Nucleinsäuren, besonders auf DNS. Speziell bei
Messungen an Bakteriophagen stellte man wieder­
holt fest, daß die Stmhlenempfindlichkeitder DNS
in starkem Maße von der während der Bestrahlung
herrschenden Temperatur und der Konzentration der
anwesenden Schutzstoffe abhängig ist. Durch ge­
nauere Untersuchungen ,des Temperatureinflusses
sollte es möglich sein, die physikalischen und chemi­
schen Mechanismen der biologischen Strahlenwir­
kung aufzuklären und dadurch auch neue Hinweise
auf die Art der DNS-Schädigung zu gewinnen.

1. Experimenteller Teil

1.1. Versuchsobjekt: Die Verwendung von Tl~Bak ..
teriophagen als Untersuchungsobjekt hat folgende
Gründe: TI-Phagen bestehen etwa zur Hälfte aus DNS,
die Strahlenwirkung kann an ihnen -ohne Störung
durch physiologische Vorgänge untersucht werden, die
Ergebnisse sind statistisch leicht zu sichern, die er­
haltenen Dosis-Effekt-Beziehungeu sind bei ionisieren-

der Strahlung meist Eintrefferkurven und außerdem
wird die Aktivität der Viren durch extreme Umwelts­
bedingungen kaum beeinträchtigt.

1.2. Probenherstellung : Es wurden jeweils 0,01 ml
Phagensuspension in Nährbouillon auf Feingoldronden
(cf; 12 mm) aufgebracht und eingetrocknet. Durch das
Trocknen verlieren zwischen 50 - 90% der Viren· ihre
Aktivität. Wird die Bouillonkonzentration von 0,8 auf
4% erhöht, so steigt der Prozentsatz der Überlebenden
stark an. Bei Messungen mit Cystaminzusatz wurden
deshalb die Phagen in 4% Difco Nährbouillon suspen­
diert, da eine niedrige Restaktivität die Genauigkeit
der Ergebnisse beeinträchtigt. '

1.3. Herkunft und Herstellung der Phagen: Der
untersuchte TI-Coliphage und seine Wirtszellen rühr­
ten von Stämmen her, die uns 1958 vom Institut für
Genetik der Universität Köln zur Verfügung gestellt
und in unserem Institut in Passagen weitergeführt
worden waren. Kulturen der Bakterienstämme wurden,
ebenso wie die Lysate, nach der üblichen Methode hl
Difco-Nährbouillon angesetzt. Bei den Versuchen mit
Schutzstoff wurde die Verdünnung der Stammsuspen­
sion in Nährbouillon durchgeführt, die außerdem
0,1 MoI/1 Cystamin enthielt. Nach einer von STAHL 1

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 Proz\=lntsatz des ersetzten Thymins ab-
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hängt. UV-Bestrahlungen an den von uns verwendeten
TI-BUDR-Phagen zeigten, daß etwa 65% des nonnaler­
weise vorhandenen Thymins durch Bromuracil ersetzt
worden war.

1.4. Bestrahlungseinrichtung: Die Bestrahlungen
wurden mit 2-MeV-Protonen eines Va n d e G raa f f­
Beschleunigers durchgeführt. Der Protonenstrahl wurde
durch einen Analysiermagneten gereinigt und durch
zwei Nickelfolien derartig aufgefächert, daß eine homo­
gene Probenausleuchtung erzielt wurde. Den Aufbau
der verwendeten Bestrahlungskammer zeigt Abb. 1. Der
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F

Abb. 1. Bestrahlungskammer. B = Eintrittsblenden, D =
Probenhalter, E = Kühlmitteleinlaß, F = Ahsaugstutzen,
K = Kühlfalle, P = Proben, R = Abdeckplatte, S = Strahl-

achse, T = Thermoelement.

von außen drehbare Probenhalter (D) bestand aus
einer schwarzen Aluminiumscheibe mit 19 Proben­
positionen. In der Kammer befand sich eine Kühlfalle
(K), die es erlaubte, Bestrahlungen bei Temperaturen
bis zu 100 °K durchzuführen. Die Kühlfalle war so
konstruiert, daß der Probenhalter - bis auf die Öff­
nung für den Protonenstrahl - ringsum von gekühl­
ten, schwarzen Flächen umgeben war. Bei Verwendung
von flüssigem Stickstoff als Kühlmittel erreichte man
innerhalb von drei Stdn. eine Abkühlung bis auf
IOooK, da sich infolge der Wärmestrahlung die Pro.
bentemperatur der Kühlmitteltemperatur anglich. Weil
die Bestrahlungszeiten kurz gegen die Abkühlzeiten
der Proben waren, konnte bei jeder beliebigen Zwi­
schentemperatur bestrahlt werden.

1 F. W. STAHL, J. M. CRASEMANN, L. OKUN, E. Fox, and C.
LAIRD, Virology 13, 98 [1961].

1.5. Temperaturmessung : Da biologische Objekte
sehr schlechte Wärmeleiter sind, stellt sich im Vakuum
dasTemperaturgleichgewicht überwiegend durch Wärme­
strahlung ein. Die Temperatur des Probenhalters
wurde mit einem Thennoelement gemessen, das vor
jeder Bestrahlung geeicht wurde. Die Erwärmung der
Proben durch die Bestrahlung berechnet sich bei einer
Dosis von 1 Mrad zu 2,4°K (bei Zimmertemperatur)
und liegt daher innerhalb der Meßfehlergrenzen. Auf­
heizung der Proben durch den Protonenstrahl müßte
zu einem experimentell nicht gefundenen Steilerwerden
der Dosiseffektkurven bei höheren Dosen und Dosis­
leistungen führen, vorausgesetzt, daß sich das Tempe­
raturgleichgewicht nicht in so kurzer Zeit einstellt, daß
diese Erwärmung noch zu den primären Energieabsorp­
tions-Prozessen gezählt werden muß.

1.6. Bestrahlungen: Die Proben wurden zunächst
einen Tag lang im Exsikkator und anschließend weitere
15 Stdn. lang in der Bestrahlungskammer bei 1O~5

Torr getrocknet, ehe sie auf die gewünschte Bestrah­
lungstemperatur gebracht wurden. Zur Dosismetrie der
2-MeV-Protonen wurde die Kammer als Fa rad a y ­
Käfig ausgebildet, und die in die Kammer gelangende
Ladungsmenge mittels eines Integrators gemessen. War
die vorgewählte Ladung erreicht, betätigte der Integra­
tor einen VerschIuß, der den Protonenstrahl unter­
brach. Nach der Bestrahlung wurden die Proben durch
Entfernung des Kühlmittels wieder auf Zimmertempe­
ratur gebracht.

1.7. Titration der Phagen: Nach der Bestrahlung
wurden die Phagen in einem Reagenzglas mit 5 ml
I-proz. Trypton-Nährbouillon quantitativ von ihrer
Unterlage abgelöst und ihre Konzentration nach kon­
ventionellen Methoden 2 bestimmt.

2. Ergebnisse

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

N/No=exp ( -D/D37) =exp( -o'D) (1)

heschrei,hen lassen. Dahei hedeutet Ndie Zahl der
aktiven Phagen hei ,der Strahlellldosis D, No die
Zahl der ursprünglich (bei D = 0) vorhandenen Pha­
gen, D:J7 die Dosis, bei der die Zahl der aktiven
Phagen auf den e·ten Teil <der ursprünglich vor·
handenen ahgenommen hat, und 0 = I/D87 ist der
hierdurch ,definierte InaktiV'ierungs·Quersdmitt. Diese
Form der Dosis-Effekt-Beziehung hei TI·Bakterio-

2 M. H. ADAMS, Bacteriophages, Interscience Publish Inc.,
New York 1959.
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phagen ist wiederholt 3-12 und mit verschieden ioni­
sierenden Strahlenarten gemessen wOI'den. Auch
unsere Messungen an normalen TI-Phagen und TI­
BUDR.Phagen el'ga:ben sowohl mit als auch ohne
Cystaminzusatz gut reproduzierbare Eintrefferkur­
ven, von denen zwei als typische Beispiele in Ahh. 2
au~getragen sind. In der Tabelle sind die unter den
verschiedenen Versuchshedingungen el'mittelten In­
aktivierungs-Querschnitte zusammengestellt. Um die
Abhängigkeit 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 verändert wur,de. Aus dem
Inaktivierungsgrad N/No läßt sich nach GI. (1) der
Inaktivierungs-Querschnitt a ermitteln. Zur Beschrei­
bung der Temperatura:bhängigkeit von Inaktivie­
rungs-Querschnitten wird in letzter Zeit öfter ,der
Ansatz (J = const· exp ( - Ea/ R T) verwandt 13. 14, wo­
bei R die Gaskonstante und T die a:bsolute Tempe­
ratur bedeuten; Ea ist die Summe der Aiktivierungs­
energien der zur Inaktivierung der Phagen führen­
den chemischen Reaktionen. Der Wert von Ea läßt
sich bei logarithmischer Auftragung von (J über der
reziproken Temperatur aus der Steigung auftreten­
der Geraden unmittelbar bestimmen. Die Kurven I
und H in Abb. 3 geben eine solche Darstellung der

10 o,.------r----,-----,------,
o bei fO/oK
• bei 293 0K

/0-61.-__~ -L_L-_.l-__--'

o 2 3 4./0 12

Dosis [p.em .2]-------

Abb. 2. Inaktivierung von Tl-Bakteriophagen durch 2-MeV·
Protonen bei 1010 und 293 °K.

an Tl-Bakteriophagen gemessenen Inaktivierungs.
Querschnitte wieder. Da die ~urven nicht linear
sind, bedeutet dies, daß wahrscheinlich mehrere
Prozesse mit unterschiedlicher Aktivierungsenergie
wirksam sind. Nach Abzug eines Temperatur-un­
abhängigen Anteils mit einer Aktivierungsenergie
Ea = 0 (unterbrochene Ge:r;aden in Abh. 3) ergeben
sich eindeutig Arrhenius-Geraden (Kurven Ia und
Ha in Abb. 3), deren Steigung einer Aktivierungs.
energie von 1 koal/Mol entspricht. Bei den Ver-

Temperatur I
I

•

Wirkungs. I Inaktivierungsdosis D37
Fehler·

Material [OK] querschnitt I[pcm-2.1011] [krad] grenzen

I
[l0-12cm2] [%]

Tl

I

293 I 5,41
I

1,85 494 +ll
Tl 101 I 3,16 3,17 845 ±20 I

I
I

TI +Cy 293 2,44 I 4,09 1079 ±14
TI + Cy 117

I
1,76 5,67 1513 ± 9

TI- BUDR I 293 8,40 1,19 316 ±12
TI- BUDR i 104 4,74 2,1l 559 ± 5

TI - BUDR + eyl 293 4,10 2,44 650 ±12
TI- BUDR + CYI 129 2,00 5,00 1335 ± 6

I

Tab. 1. Wirkungsquerschnitt (J und D37 für die Inaktivierung von TI·Bakteriophagen mit 2-MeV-Protonen. Die angegebenen
Werte wurden aus der Steigung der Ausgleichgeraden durch die Meßpunkte bestimmt. Dabei wurden die Werte der ersten
Dekade (N/No>O,I) wegen ihrer offensichtlichen Ungenauigkeit verworfen. Die angegebenen Fehlergrenzen sind die mit dem

sog. t-Faktor für 5% multiplizierten Standardabweichungen dieser Regressionsanalysen.

3 W. R. ADAMS and E. POLLARD, Arch. Biochem. Biophysics
36,311 [1952].

4 C. S. BACHOFER, C. F. EHRET, S. MAYER, and E. L. POWERS,
Bacteriology 36, 744 [1953].

5 T. BRUSTAD, Rad. Res. 15, 139 [1961].
6 M. DAVIS, Arch. Biochem. Biophysics 49, 417 [1954].
7 D. J. FLUKE, T. BRUSTAD, and A. BIRGE, Rad. Res. 13, 788

[1960] .
8 D. J. FLUKE and F. FORRO, Rad. Res. 13, 305 [1960].

9 G. HOTZ and K. G. ZIMMER, Int. J. Rad. Biology 7, 75
[1963] .

10 PR. SCHAMBRA and F. HUTCHINSON, Rad. Res. 23, 514 [1964].
11 G. HOTz, Habilitationsschrift, Technische Hochschule Karls-

ruhe (1965).
12 G. HOTZ, Z. Naturforschg. 17 h, 37 [1962].
13 L. G. AUGENSTEIN, Advances in Enzymol. 24, 360 [1962].
14 L. G. AUGENSTEIN, T. BRUSTAD, and R. MASON, Advances in

Rad. Biol. 1, 228 [1964].
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Ahb. 3. Verlauf des Inaktivierungs-Querschnitts von TI-Bak­
theriophagen mit der Temperatur, gemessen mit 2-MeV-Pro­
tonen. I bei normalen TI-Phagen, 1a nach Abzug eines kon­
stanten Anteils ao (Tl), II bei schweren TI-BUDR-Phagen,

Ha nach Abzug eines konstanten Anteils ao (Tl-BUDR).

Abb. 4. Verlauf des Inaktivierungs-Querschnitts für Tl-Bak­
teriophagen mit der Temperatur, gemessen mit 2-MeV-Proto­
nen. Die durchgezogenen Kurven geben den Verlauf nach

GI. (2) wieder.

(2)

suchen mit Cy~tamin' zeigen die gemess'enen Inakti­
vierungs-Querschnitte das gleiche Verhalten; auch
hier findet man zwei Komponenten, von {[enen die
eine Temperatur-unll'bhängig ist (Ea = 0), während
die andere eine A:ktivierungsenergie von 1 kcaI/Mol
besitzt. Die Abhängigkeit der unter verschiedenen
Versuchsbedingungen ermittelten Inaktivierungs­
Querschnitte o(T) von der Temperatur läßt sich
durch folgende Ausdrücke beschreiben:

01 = 3,3' (1 +4,2 'e-EafRT)

02 = 4,9' (1 +5,3' e-EafRT)I 0-
12

2

03=1,3' (1+5,8'e-Ea/RT)'1 cm
04=1,6' (1 +5,9' e-EafRT)

mit Ea =1 keaI/Mol.

01 gilt für normale Tl-Pihagen, O2 für Tl-BUDR­
Phagen, 03 für normale TI-Phagen mit Cystamin­
zus-atz und 04 für Tl~BUDR-Pihagenmit Cystamin­
zusatz. Bemerkenswert ist, daß ,die Klammeraus­
drUcke, die den Einfluß der Temperatur wieder­
geben, in allen vier Gleichungen innerhalb der
Fehlergrenzen etwa gleich sind. Der Schutzeffekt
dul:'ch Cystamin ist bei normalen wie bei Basen-sub­
stituierten TI-Phagen gleich; das zeigt sich darin,
daß die Vel'hiiltnisse 0 1/03 und 02/04 in beiden Fäl-

len etwa 2,5 betragen. Die bei verschiedenen Tempe­
raturen gemessenen Wirkungsquerschnitte sind in
Abb. 4 über der Temperatur aufgetragen, wobei die
durch die Meßpunkte gelegten Kurven GI. (2) ent­
sprechen. Die Ahb. 4 zeigt, wie genau im Tempe­
raturintervall zwischen 100 und 300 0 K der Ver­
lauf ,des Wirkungsquerschnitts durch GI. (2) be­
schrieben wird.

3. Diskussion

Die als Versuchsergebnis gewonnenen GIn. (2)
zeigen, daß 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 Cystaminzugll'be abhängt, während
die andere durch die Temperatur zu beeinflussen
ist. Bemerkenswert ist, daß die Temperaturabhän­
gigkeit in allen vier Fällen (°1 , O2 , 0 3 , 0 4 ) ,durch
Ausdrücke mit einer einheitlichen Aiktivierungs­
energie beschrieben wird. Auch bei Inaktivierungs­
versuchen an anderen biologischen Objekten,bei
denen der Temperatureinfluß untersucht W'Ilrde,
fand man Aktivierungsenergien dieser· Große. Aus-
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führliche Messungen an Bakteriensporen 15-17 zeig­
ten, .daß der Inaktivierungs-Querschnitt zwischen 5
und 80 °K praktisch konstant verläuft (Ea = 0) und
nach höheren Temperaturen hin wie bei den vor­
liegenden Messungen ansteigt. Unser Auswertungs­
verfahren ergibt auch hier 15 eine Aktivierungs­
energie von etwa 1 koaI/Mol. An Enzymen sind
Messungen des Temperaturverlaufs von Inaktivie­
rungs-Quel1schnitten häufig durchgeführt worden.
BRUSTAD 18 hat die Inaktivierung von Trypsin mit
schweren Ionen, FLUKE 19 ,die Inaktivierung von Ribo­
nuclease und Lysozym mit 3-MeV-Elektronen ge­
messen. Die Inaktivierung von Ribonuclease mit
2-MeV-Protonen und Deu1eronen wurde außerdem
von GÜNTHER 20 untersucht. HENRIKSEN 21 hat die mit
der Temperatur zunehmende Radikalausbeute in
Ribonuclease, Trypsin und Lysozym ,bei Bestrahlung
mit Elektronen und schweren Ionen gemessen. In
allen Fällen wun1e ein konstanter (Ea = 0) und ein
Tempera1ur-abhängiger Anteil mit einer Aiktivie­
rungsenergie von etwa 1 kcaI/Mol ( ± 40%) er­
mittelt.

Die Experimente werden durch ,die folgende Hypo­
these gedeutet: Wenn außer der Ionisierungsenergie
genügend Energie in Form thermischer Anregung
auf ein Molekül übertragen wird, kann es nach
PLATZMAN 22 zu einer Dissoziation des getroffenen
Moleküls in zwei MoleküIfmgmente kommen. Unter
Umständen führt dieser primäre Prozeß schon '. zu
einer beobachtbaren biologischen WiI1kung. Der da­
durch 'bewirkte Anteil des Inaktivierungs-Quer­
schnitts ist unahhängig von der Bestrahlungsrempe­
ratur, da Ionisationen und Molekülanregungen Tem­
peratur-unahhängig sind. Viele Dissoziationen, bei
denen sich kleine Radikale, zumeist waihrscheinlich
Wasserstoffatome 23, bilden, sind ,aber ,zunächst bio­
logisch irrelevant. Die kul'z nach ihrer Entstehung
im thermi'schen Gleichgewicht mit ihI1er Umgebung
stehenden Wasserstoffradikale können verschwinden,
indem sie mit anderen rekombinieren, ein neues
Radikal durch Reaktion mit einem, unbeschädigten
Nucleotid bilden oder ohne Reaktion entweichen.
W,asserstoffradikale können "aber nach einer Hypo-

15 R. B. WEBB,C. F. EHRET, and E. L. POWERS, Experientia
[Basel] 14, 324 [1958].

16 E. L. POWERS, R. B. WEBB" and C. F. EHRET, in: Progress in
Nuclear Energy, Series VI, Vol. 2 (eds. BUGHER"COURSAGET,
and LOUTIT), Pergamon Press, New York 1959, p. 189.

17 E. L. POWERS, B. F. KALETA, and R. B.WEBB, Rad. Res. 11,
461 [1959].

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

19 D. J. FLUKE, Rad. Res. 25,18 [1965].

these von BRAAMS 24 den Temperatur-,abhängigen
Anteil des Inaktivierungs-Querschnitts bewirken, da
sie im Festkörper selbst bei tiefen Temperaturen
diffundieren. Je nach Temperatur treten ,die schädi­
genden oder die harmlosen Reaktionen in den Vor­
dergrund. Bei tiefen Temperaturen überwiegt wegen
der geringen Energie .der Wasserstoffradikale die
Rekombination und ,das Entweichen" so ·daß wir nur
die primären Effekte bemerken. Damit die Radikale
aber eine Austausch- oder Anlagerungsreaktion
durchführen können, ist ein Mindestmaß thermi­
scher Energie, ,die Aktivierungsenergie, erfol'derlich,
die für Radikalreaktionen nicht besonders groß ist.
So gehen z. B. die exothermen Anlagerungsreak­
tionen des Wasserstoffatoms an Olefine o,der andere
Verbindungen mit Mehrfachhindungen (selbst bei
80 °K) mit Aiktivierungsenergien zwischen 1 bis
4 kcaI/Mol vor sich 25. Mit zunehmender Temperatur
wächst die Zahl der Radikale ausreichender Energie
exponentiell an, weshalb wir für den Imuktivierungs­
Querschnitt Ausdrücke wie GI. (2) erhalten.

Da ,durch Cystaminzugabe sowohl ,der Tempera­
tur-abhängige als auch der Temperatur-unabhängige
Anteil um den gleichen Faktor von etwa 0,4 ab­
nehmen, wiI1d offenbar durch ,das Cystamin ,die Zahl
der primären Dissoziationen herabgesetzt, wodurch
die Za:hl der diffusmlen Radikale im gleichen Maße
verringert wird.

Auf Grund unserer 'Experimente konnte·eine Aus­
sage über ·die physikalischen und chemischen Pro­
zesse,die für ,die Schutzwirkung ,des Cystamins und
den ,beobachteten Temperatureffekt verantwortlich
sind, gemacht wenden. Unsere Interpretation liefert
zwanglos eine Erklärung dafür, ·daß 'der Verlauf der
Inaktivierungs-Querschnitte mit ,der Temperatur von
der Art der untersuchten biologischen Objekte weit­
gehend unabhängig ist.

Herrn Prof. K. G. ZIMMER danke ich für die An:
regung zu dieser Arbeit und sein stets förderndes
Interesse, den Herren Priv. Doz. Dr. G. HOTz, Dr. H.
JUNG und Priv. Dozr Dr. A. MÜLLER für Unterstützung
bei der mikrobiologischen Technik und nützliche Rat­
schlage. Herrn P. KINDERMANN bin ich für seine Hilfe
bei den Bestrahlungen zu großem Dank verpflichtet.
20 W. GÜNTHER, Dissertation, Heidelberg 1965.
21 T. HENRIKSEN, University of California Radiation Labora­

tory Report, UCRL~16358 (1965).
22 R. L. PLATZMAN, in: Radiation Biology and Medicine (ed.

W. D; CLAU8), Addison-Wesley Publishing Co., Reading,
Mass.1958.

23 K. G. ZIMMER, Rad. Res. SuppI.l, 519 [1959].
24 R. R. BRAAMS, Nature [London] 200, 752 [1963].
25 N. N. SEMJONOW, Einige Probleme der chemischen Kinetik

und Reaktionsfähigkeit, Akademie Verlag, Berlin 1961.
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Kinetische Untersuchungen zur Gamma-Radiolyse von 5-Bromuracil
in wäßriger Lösung

H. REuSCHL

Institut für Strahlenbiologie, Kernforschungszentrurn KarIsruhe
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Es wurde die Kinetik des Abbaus von 5·Brornuracil in wäßriger Lösung bei PH=6,5 durch
Bestrahlung mit y-Strahlen unter N2 , O2 und N20 untersucht. Die Ergebnisse werden an Hand der
Radikaltheorie wäßriger Lösungen diskutiert und eine Hypothese zur Ursache der Strah]ensensibiIi­
sierung lebender Zellen durch BrornuraciI abgeleitet.

Nach dem Einbau von 5-Bromuracil (BU) an­
stelle von Trhymin (T) in die DNS von lebenden
Zellen oder von Prhagen wird die Inaktivierungs­
rate derselben nach Bestrahlung mit ionisierenden
Strahlen beträchtlich erhöht 1. Diese "Sensibilisie­
rung" könnte unter anderem durch die unterschied­
liche Strahlenempfindlichkeit von BU und T in der
DNS bedingt sein, aber auch durch die Natur der
RadiolyseprodUlkte, die nicht in jedem Fall eine
letale Wirkung haben und in unterschiedlichem Aus­
maß eine Reaktivierung der geschädigten DNS zu­
lassen werden. So erhält die Frage nach dem Mecha­
nismus der Sensibilisierung durch BU ihr Interesse
vor allem durch die Möglichkeit, allein durch den
Vergleich des unterschiedlichen strahlenbiologischen
Verhaltens zweier in gewissem Maß einander er­
setzender Basen Einblicke in grundlegende stmhlen­
induzierte chemisch-physikalische Reaktionen in der
Zelle zu gewinnen.

Für den Fall der Strahlensensibilisierung von
BU-haltigen Enterococcus Stei ("schweren" Zellen)
durch Röntgenstrahlen wUl'de' bereits von LOCH­

MANN 2 an Hand ,der Basen-Analyse von normalen
und "schweren" Zellen eine Erklärung dieser Er­
scheinung vorgeschlagen: Nach Verabreichung der
gleichen Dosis (,..., 1000 kr) war der prozentuale
Abbau des BU in den schweren um ,das 5 - lO-fache
höher als ,der des T in normalen Zellen; als Um­
wandlungsprodukt des BU wurde faSil: ausschließlich
Uracil (U) gefunden. Die vorgeschlagene Erklärung
für die Ursache ,der Sensibilisierung gründet sich
auf ,die Annahme, die Bildung von U sei eine letale
Mutation. Der Mechanismus, nach dem sich das U
bildet, bleibt ungelclär,t, ebenso wie es unbewiesen

1 B. DJORDJEVIC u. W. SZYBALSKI, J. exp. Medicine 112, 509
[1960]; G. HOTz u. K. G. ZIMMER, Int. J. Rad. Biol. 7, 75
[1963] ; F. W. STAHL et al., Virology 13, 98 [1961].

bleibt, ob U in der DNSdieser Zellart letal wirkt.
In der vorliegenden Arbeit soll vel'Sucht werden,

durch die Untersuchung der Kinetik des Aihbaus von
BU bei Bestrahlung unter N2 , O2 und N20 mit ,den
y-Strahlen von 60Co einen erSlten globalen Überblick
über die auftretenden strahlenchemischen Reaktio­
nen zu gewinnen.

Experimenteller Teil

BU wurde in Konzentrationen zwischen 1'10-4­
3 '10-3 MoI/1 in dreimal desto Wasser gelöst und mit
einer Na2HP04/NaH2P04-Pufferlösung von PH= 6,5
versetzt, so daß die Konzentration des Puffersalzes dop­
pelt so hoch war wie die des BU. Zur Bestrahlung
unter N2 wurden die BU~Lösungen in Ampullen 20 Min.
mit 02-freiem N2 gespült und abgeschmolzen. Bei den
Versuchen mit O2 leiteten wir während der Bestrah­
lung O2 durch die Lösungen, so daß die 02-Konzen­
tration konstant und gleich der Sättigungskonzentration
war: 1,3 '10-3 Mol/I. N20 wurde durch Ausfrieren bei
- 80 oe und Abpumpen der nicht· kondensierten Gase
(02) gereinigt und in einer geschlossenen Glasappa.
ratur über die vorher durch freeze-pumping entgasten
BU-Lösungen geleitet. Nach Abschmelzen der die Lö­
sungen enthaltenen Ampullen und Einstellen des Gas­
gleichgewichts betrug der Partialdampfdruck des N20
350 ±30 mm Hg, dies entspricht einer Konzentration
des N20 in der BU-Lösung von etwa 1.10-2Mol/i 3.

Die Bestrahlung erfolgte in einer 6oCo-Quelle mit einer
Dosisleistung von 6 '105 r/Stunde.

Die Menge des nach Bestrahlung unzerstörten BU
wurde durch Messung der Lichtabsorption bei 274 mf,l
anf parallelem Wege direkt und nach erfolgter
chromatographischer Isolierung des BU von den Radio­
lyseprodukten ermittelt. Es stellte sich heraus, daß bei
Bestrahlung unter O2 die direkt und die nach Chromato­
graphie gefundenen Werte innerhalb der Fehlergrenze
des letzten Verfahrens übereinstimmten, so daß es in

2 E. R. LOCHMANN, Naturwissenschaften 50, 520 [1963].
3 K. D. AsMus u. A. HENGLEIN, Ber. Bunsenges. physik. ehern.

68,348 [1964].
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diesem Falle möglich war, die genauere direkte Mes­
sung anzuwenden; die Fehlerbreite beträgt etwa
±3 Prozent. Wie der Vergleich der beiden Messungen
zeigte, bilden sich dagegen bei Bestrahlung unter N2
und N20 UV-absorbierende Stoffe und man erhält erst
nach chromatographischer Trennung gültige Werte für
den Abbau des BU. Vor dem Auftragen auf das
Chromatogramm mußten die Lösungen konzentriert
werden; dies erfolgte durch Gefriertrocknung und
Lösen der getrockneten Substanz in einem entsprechend
kleineren Volumen Wassers. Zur chromatographischen
Trennung wurden Kieselgelschichten verwendet, als
Laufmittel diente ein Gemisch von Äthylacetat und
65-proz. wässrigem Isopropanol 75: 25. Als Fehler­
breite für die Bestimmung des BU ergab sich etwa
± 8 Prozent.

o 60 120

Ergebnisse und Diskussion

Die Abnahme der BU-Konzentration in Abhän­
gigkeit von der Dosis bei Bestrahlung in wäßriger
Lösung unter N2 , °2 , N2 0 läßt sich bis zu einem
Abbaugrad von etwa 50% in halihlogarithmischer
Auftragung als Gerade graphisch darstellen (Abbn.
1, 2, 3). Die bei der Bestrahlung unter N2 und
N20 erhaltenen initialen G-Werte sind innerhalb
der Fehlergrenzen der BU-Bestimmung unabhängig
von der Ausgangskonzentration des BU (Abb. 4)
und betragen im Mittel

G~:B~=7,50 und G(~B~=5,50.

Bei der Bestrahlung mit O2 steigt. dagegen der G­
Wert mit der Anfangskonzentration desBU stark

240 360
Dosis[kr]-

Abb. 2. Abbau des BU in wäßriger Lösung bei verschiedenen
Konzentrationen durch l'-Bestrahlung in Gegenwart von O2 •
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6
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Dasis[kr]-

Abb.3. Abbau des BU in wäßriger Lösung bei verschiedenen
Konzentrationen durch y-Bestrahlung in Gegenwart von N20.
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Anfangskonzentration BU [10-3Mallt]

Abb. 4. Abhängigkeit der G-Werte des Abbaus des BU von
der Konzentration beiy-Bestrahlung wäßriger BU-Lösungen

in Gegenwart von N2 , O2 und N20.

! II I

o 60 120 240 360
Dosis [kr]-

Abb. 1. Strahlenchemischer Abbau des BU in wäßriger Lö­
sung bei verschiedenen Konzentrationen durch y-Bestrahlung

in Gegenwart von N2 •
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an (Atbb, 4) ; die extremen gemessenen Werte be·
tragenhei

(BU)o=l'lO-4Mol/Z: G<.!!i1u=3 und bei
(BU) 0 = 3 '10-3 Mol/Z: G<.!!i1u = 6,4,

Diese G-Werte lassen ,bei Berücksichtigung der zu­
letzt von HAYON 4 für die Radiolyse wäßriger Lösun­
gen ermittelten G-Werte der "Wasserradikale" eine
sehr einfache Deutung 'zu, Danach reagieren in ver­
dünnten wäßrigen Lösungen bei neurtralem pn-Wert
die hei ,der Radiolyse ,des Wassers gebildeten Spe­
eies H" OH', eaq innerhalb eines ·definierten Kon­
zentrationsbereichs envsprechend folgenden G-Wer­
ten mit dem ,gelösten Stoff (S)

GH = 0,55 ; GOH = 2,25; Geaq = 2,30 ,

Die Grenzen dieses Konzentrationsbereichs sind
abhängig von der Geschwindigkeitskonstanten der
Reakrtion eines "Wasserradikals" (R) mit dem ge­
lösten Stoff k(R+:S) und durch die Beziehungen
k(R+s)Cs C'V 105 als untere und kCR+S)CS >107 als
obere Grel1'zedefiniert. Während bei Konzentratio­
nen Cs < 105lkcR+sy dieRadikalreaktionen mit dem
gelösten Stoff zUigunsten der Radikalrekomibination
abnehmen, erhöht sich ilhr Ausmaß bei es > 107/

kCR + SY auf Kosten der Rekombination der inder
"spur" gebildeten Radikale. Bei einer Geschwindig­
keitskonstante ~+s = 1'1010 Mol-1 sec-1 steigt da­
bei ,der G-Wert von OH' und eaq um etwa 0,3 bei
einer Erhöhung der Konzentration um das 10-fache.
Im Falle der Bestrahlung von wäßrigen N20.Lösun­
gen reagiert das hydratisierte Elekrtl'On mit N20
unter Bildung von OH' Radikalen: N20 +H20 8 -+
N2+OH' + OH 8 mit einer Geschwindigkeitsikonstan­
ten von 8,7 '109 Mol-1 sec-15. Bei der von uns ange·
wandten N20-Konzentration CN20 = 1'10-2Molll be­
tragen ·daher die G-Werte von eaq und OH': Geaq =

2,55; GOH' = 2,50.

Für unsere Versuche unter N2 können wir in
erster Annäherung annehmen, daß die untersuchten
BU-Konzentrationen im Bereich ,der oben definier­
ten verdünnten Lösungen liegen und daher die an­
gegebenen G-Werte gelten. Würden ,die Wasser­
radikale, ahne miteinander zu interferieren, jeweils
ein BU·Molekül abbauen, so wäre hei Bestrahlung
unter N2 der G-Wert ,des BU-Abbaus gleich der
SUlffime GH' +GOH- + Geaq = 5,10. Wir finden G~~u

= 7,50. Man komnJlt nun diesem experimentellen
G-Wert sehr nahe, wenn man in diese Summe die
G-Werte von entweder OH' oder eaq mit dem Fak-

tor 2 einsetzt:

GH'+2 GOH+Geaq= 7,35 oder GH'+GOH+2 Geaq
=7,40.

Folglich sollte entweder das OH'-Radikal oder das
hY'dratisierte Elektron eine Zweistufenreaktion aus­
lösen. Diese Frage konnte durch die Versuche mi,t
N20 entschieden werden, Die Konzentration des
N20 war im ungünstigsten Falle etWa sechsmal
höher als die des BU und man kann daher bei der
hohen Geschwindi'ß1keitskonstanten der Reaktion
N20 + eaq erwarten, daß sämtliche eaq von N20 ab­
gefangen werden, bevor sie mit dem BU reagieren.
Bei der angewandten Konzentration und unter der
Annahme, daß je ein OH'-Radikal mit einem BU
reagiert, wäre für den Abbau des BU ein G-Wert
G~i3rv = 0,55 + 2,50 + 2,55 = 5,6 zu ,erwarten. Ge­
funden wurde G~iJqj= 5,4. Es ist somit gezeigt, daß
bei der Radiolyse wäßriger BU-Lösungen die Radi­
kale H' und OH" je ein, das hydratisierte Elektron
jedoch in einer Folgereaktion zwei BU-Moleküle
chemisch umwandeln.

Bei den Versuchen mit O2 bleibt es· wegen der
relativ niedrigen 02-Konzentration unsicher, in
welchem Ausmaß die Reaktionen eaq + O2-+ 0 2

8

H'+ 0 2
8 -+ H02':::;t: 0 2

8 + H(f) mit den entsprechen­
den Reaktionen des BU konkurrieren. Die Tatsache,
daß bei einer Konzentrartion des BU = 3 '10-3 der
G-Wert des BU-Abbaus mit 6,4 höher liegt als der
der einfachen Summe der G-Werteder Wasserradi­
kale zeigt jedoch, daß bei dieser Konzenrtration in
gewissem Umfang noch eine Zweistufenreaktion
stattfindet. Da bei kleiner BU-Konzentration das
Ausmaß des Ahbaus sich stark verringert, wird
diese Zweistufenreaktion nicht durch das 0 2

8 aus­
gelöst, sondern durch die von der Konkurrenzreak·
tion des O2 nicht abgefangenen eaq • Dieser Befund
spricht für eine große Reaktivität des eaq mit dem
BU, ,da die Geschwindigkeitskonstanteder Reaktion
O2+eaq mit ko2+ eaq = 2 .10-10 Mol-1 sec-1 sehr
hoch liegt. Die Frage, ob das BU von 0 2

8 ange­
griffen wird, kann durch diese Versuche nicht be­
antwortet werden.

Aus unseren Untersuchungen ist bei Berücksichti­
gung ,des strahlenchemischen Ve:vhaltens von Pyri­
midin-Verbindungen einerseits und Halogenverbin­
dungen andererseits ein alLgemeines Schema für den
Reaktionsablauf bei der Radiolyse wäßriger BU-

4 E. HAYON, Trans, Faraday Soc, 61, 723 [1965],
5 F. S. DAINTON, U, D, C, WALKER, Proc, Roy, Soc, [London],

Ser. A 285,339 [1964],
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Lösungen in Anwesenheit von Radikalfängern zwang­
los abzuleiten. Ausgangspunkt ist dabei der Befund,
daß die Radikale H" und OH' mit dem BU ein
relativ stabiles Radikal bilden, das sich durch Re­
akltionen mit anderen Ra:dikalen zu einem neutralen
Molekül umwandelt, wähl'end sich mit dem hydrati­
sierten Elektron ein seihr reaktives Radikal bildet,
das ein weiteres BU-Molekül angreift. Von Uracil­
Derivaten (z. B. Thymin) ist hekannt, daß sie bei
Bestrahlung in wäßriger Lösung vorzugsweise H"
und OH' an die 5,6-Doppelbindungen addieren 6;

das gebildete Hydrouracilradikal

o
1\
/~/H

RN
r

·. H
0- /
-~HO

N
H

ist relativstaJbil. Halogen-Derivate reagieren im all­
gemein sehr schnell mit dem hydratisierten Elektron
unter Abspaltungdes Halogens als Anion und Bil­
dung eines Radikals. Im Falle von Bromuracil
würde sich also das Uracil-Radikal hilden

6 G. SCHOLES, Progr. Biophysics mo1ecular Biol. 13,60 [1963].
7 A. KAMAL U. W. M. GARRISON, Nature [London] 206, 1315

[1965] .

o
11

NH(\.o=v
N
H

von dem eine hohe Reaktivität zu erwarten ist. Ver­
gleicht man, im Hinblick. auf die Strahlensensibili­
sierungBU-haltiger Zellen, das strahlenchernische
VeI1halten in wäßriger Lösung von T 6 und BU, so
ist wohl der wichtigste Unterschied darin zu suchen,
daß nur im Falle von BU ein sehr reaktives Radikal
entsteht, das Uracilradi'kal, das fähig ist, ein weite­
res neutrales Molekül abzubauen. 'I1hymin addiert
an die 5.6-Doppelbindung nicht nur H'- und OH··
Radikale, sondern auch das hy,dratisierte Elektron 7 ;

es wUJ:'ldeaber bisher keine Reaktion zwischen einem
Thyminradikal und einem neutralen Molekül nach­
gewiesen. Daher scheint die Hypothese berechtigt,
als eine der Ursachen der Strahlerrsensibilisierung
durch BU die Bildung des Uracilradikals inder
Zelle anzusehen: Dieses Radikal könnte durch Re­
aktion mit neutralen Molekülen o,der durch Zerfall
diffusible Radikale erzeugen, ,die die Zelle über das
in normalen Zellen festgestellte Ausmaß hinaus
schädigen.
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Die Einführung stabilisierender Gradienten in die
Technik der Ultrazentrifugation 1 ermöglicht die Ver­
wendung der präparativen Ultrazentrifuge bei vielen
Problemen, die sonst nur mit Hilfe der analytischen
Ultrazentrifuge untersucht werden konnten. Da eine

.' analytische Ultrazentrifuge im Gegensatz zur präparati­
ven nur in wenigen Laboratorien zur Verfügung steht,
ergeben sich viele Anwendungsmöglichkeiten für rliese
neue Methode.

Bei der analytischen Ultrazentrifugation werden die
Sedimentations~Eigenschaften der untersuchten Sub­
stanz spektralphotometrisch bestimmt. Diese Methode
kann bei derpräparativen Ultrazentrifugation ebenfalls
benutzt werden und stellt eine wertvolle Ergänzung zu
anderen Verfahren dar, insbesondere der Bestimmung
der biologischen Aktivität. Zur optischen Analyse kann
ein gewöhnliches Spektralphotometer mit Hilfe eines
einfachen Zusatzgeräts eingerichtet werden. Eine der­
artige Anordnung, wie sie in unserem Laboratorium
konstruiert und erprobt wurde, wird im folgenden be­
schrieben.

Als Probengefäße für Zentrifugation und Absorp­
tionsmessung dienen Quarzröhrchen von 10 mm Durch­
messer, I mm Wandstärke und 45 mm Länge, die in
die ausschwingenden Behälter eines "swinging bucket"
Rotors eingesetzt werden. Bei unseren Versuchen wurde
eine präparative Ultrazentrifuge vom Typ Spinco mit
Rotor SW 39 benutzt. Zur optischen Analyse der er·
zielten Sedimentation werden die Röhrchen vorsichtig
der Zentrifuge entnommen und unter Vermeidung von
Erschütterungen in Quarzküvetten eingesetzt, wie sie
normalerweise zur Spektralphotometrie verwendet wer-

1 C. DE DuvE, J. BERTHET u. H. BEAUFAY, Gradient· centrifuga­
tion of cell particles: Theory and applications. Progr. Bio­
phys.9, 325 [1959].

den. Den ·Zwischenraum zwischen Röhrchen und Kü'
vette, der durch zwei Abstandsrin,ge an Boden und
Deckel definiert wird, füllt man zur 'Herabsetzung der
Lichtbrechung mit reinem Wasser. Da die Variation der
optischen Eigenschaften in Richtung der Achse des
Röhrchens gemessen werden soll, benötigt man am Ort
des Röhrchens ein horizontales Lichtband von recht­
eckigem Querschnitt. Dieses Lichtbündel muß in. verti­
kaler Richtung so schmal sein, daß möglichst alle Ände­
rungen der beobachteten Eigenschaft aufgelöst werden,
während seine Breite. in horizontaler Richtung den
Durchmesser des Röhrchens nicht übertreffen darf.

Als Spektralphotometer wurde ein Zeiss-Gerät, Typ
PMQ H, verwendet. An Stelle des mitgelieferten Pro­
benwechslers wurde zwischen Monochromator und Emp­
fängergehäuse ein Zusatzgerät eingesetzt, dessen we­
sentliche Teile in Abb. I schematisch dargestellt sind.

Abb. 1. Schematische Darstellung des Zusatzgeräts zum Spek­
tralphotometer. Das äußere Gehäuse und der Antriebsmotor
sind nicht mitgezeichnet. K: Quarzküvette, A: Abstandsringe

aus Teflon, B: Blende, S: Spiegelsystem, L: Quarzlinse.
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A?b. 2. Registrierkurve der Extinktionskonstanten gegen die
~~chte. Der linear mit der Dichte abnehmende Untergrund
rnhrt vom Phagenpuffer (gesättigte Boratlösung) her. Die mit
Tl bezeichnete Linie entspricht einer Absorption von 3.1010

Phagen. Spaltbreite des Spektralphotometers 0,01 mm.

bi~ zum Eintreten des Gleichgewichtszustandes (20 Stdn.
bel 35 000 UpM) zentrifugiert. In Abb. 2 ist die von
den Sedimentationsbanden der Phagen verursachte Ex­
tinktion bei 260 m/-l, dem Absorptionsmaximum der
~ucleinsä~r~,und ~,01 mn,t Spaltbreite .dargestellt, .wie
SIe vom LImenschrelber beIm Durchlaufen eines Zentri­
fugenröhrchens 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 Maßstab aufgetragen werden
d~r dUfch ei~ mitzentrifugiertes Referenz-Material. ge:
eIcht nrd. DIe Bande, die bei der Dichte 1 40 zu sehen
ist, "l1rt von Phagen des Stammes <PX-174 her wäh­
rend die Doppelbande bei höherer Dichte von nor'rnalen
und schweren T1-Phagen verursacht wird. Die Emp­
findlichkeit dieser Methode ist so, daß noch etwa 5 '108

Phagenteilchen mit einem entsprechenden DNS-Gewicht
von insgesamt 5 '10-8 g in einer Bande mit guter Ge-
nauigkeit nachzuweisen sind. .

Herrn Dipl.Phys. G. GUTHÖHRLEIN danken wir für die Her­
stellung der Spiegel und der Fa. earl Zeiss, überkochen für
einige hilfreiche Hinweise. '

Zwar enthält die wiedergegebene Konstruktion nur ein­
fache Elemente, doch ist auf präzise und solide mecha­
nische Ausführung großer Wert zu legen, da die ein-
wandfreie Funktion des Geräts davon stark abhängt. 0,8
Der optische Teil dient zur Drehung des vertikalen t
Lichtbündels, das aus dem Spalt des Monochromators 06
austritt, um 90 0 sowie zur Abbildung des Spalts auf '3:.'

das Probenröhrchen im Verhältnis 1 : 1. Dies wird mit ~04
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- ~ 0,2
system ist aus drei oxydationsgeschützten Aluminium- .....
spiegeln (20 mm' 25 mm) zusammengesetzt, die jeweils
um 45 0 gegen die optische Achse geneigt und zur ge­
nauen Justierung auf Metallprismen aufgeklebt sind.

Zur Messung wird die Küvette mit eingesetzten Pro­
benröhrchen mit konstanter Geschwindigkeit in verti­
kaler Richtung am Lichtbündel vorbei bewegt. Der An­
trieb erfolgt durch einen stark untersetzten Elektro­
motor über ein Schneckengetriebe und eine Schrauben­
spindel. DieVorschubgeschwindigkeit der Küvette kann
zwischen 0,06 mm/sec und 0,2 mm/sec variiert werden.
Das die Küvette durchdringende Licht wird von einem
Photovervielfacher aufgenommen, der zur .normalen
Ausrüstung des Spektrometers gehört. Die abgegebene
Spannung wird von. einem Kompensations-Linienschrei­
ber registriert, der mit konstanter Geschwindigkeit an­
getrieben wird. Außer der Absorption, die durch Diffe­
renzbildung mit der durchgelassenen Intensität außer­
halb eines Absorptionsbandes gewonnen wird, kann
vom Schreiber mit Hilfe eines vorgeschalteten Wandlers
auch die dekadische Absorptionskonstante (in der Tech­
nik auch häufig Extinktion genannt) aufgezeichnet
werden.

Zur Demonstration der Arbeitsweise des Geräts ver­
wendeten wir als Versuchsobjekt Bakteriophagen der
Stämme Tl und <PX-174. Rohe Lysate dieser Stämme
wurden ohne zusätzliche Reinigung zusammen mit
"schweren" T1-Phagen, d. h. solchen, deren Dichte
durch den Einbau von 5-Bromuracilan Stelle von Thy­
min in die Nucleinsäure vergrößert worden war, nach
der Methode von MESELSON, STAHL und VINOGRAD 2 in
einer Lösung von Caesiumchlorid (72% CsCI in 1/15-m.
Phosphatpuffer nach SÖRENSEN, PR 7) suspendiert und

2 M. MESE,LSON, F. W. STAHL U. J. VINOGRAD, Proe. nato Aead. Sei. 43,581 [1957].


