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4. Einlettung

Die Wahl geeigneter Untersuchungsobjekte ist in der Strahlenbiologie von
groler Bedeutung und weitgehend durch die jeweilige Fragestellung bestimmt.
Handelt es sich um Untersuchungen. die sich die Aufgabe stellen. die fiir die
hiologische Wirkung ionisierender Strahlen relevanten primdren, d. h. sich im
physiko-chemischen Bereich abspielenden Reaktionen zu klaren, ist es zweck-
maBig, solche Objekte zu wahlen, bei denen keine komplizierten metabolischen
oder nervos regulierten Reaktionen die durch Bestrahlung ausgelésten Primar-
ereignisse {iberlagern. Als besonders geeignet hierfur erscheinen sog. biologische
Elementareinheiten, zu denen beispielsweise Viren. Bakteriophagen, transfor-
micrende Desoxyribonukleinsiure u. a. gehtren. Um der Gefahr zu begegnen,
daB Hypothesen auf Grund von Untersuchungen an nur einem oder wenigen
Objekten gebildet werden. ist es wiinschenswert, quantitative strahlenhiologische
Untersuchungen auf eine moglichst grofie Zahl von Objekten auszudehnen. Eine
biologische Elementarstruktur. deren Kenntnis wir erst seit kurzem den Unter-
suchungen von Weidel und Mitarb (1954, 1963) verdanken und die strahlen-
biologisch bisher nur orientierend untersucht wurde, ist der sog. T5-Rezeptor.
Darunter wird eine fiir die Anhettung des T5-Bakteriophagen verantwortliche
Struktur der Wand von E. coli B verstanden. Form, Grofe, Aufbau sowie chemi-
sche Zusammensetzung des Rezeptors sind recht genau bekannt. auch kann seine
biologische Aktivitat mit Hille relativ einfacher mikrobiologischer Methoden
quantitativ exakt bestimmt werden.

Da Phagenrezeptoren noch nicht so allgemein bekannt sind wie andere Objekte
der Strahlenbiologie (z. B. Phagen, Enzyme), sollen die Eigenschaften des T3-
Rezeptors zuniichst kurz umrissen werden. Eine ausfithrliche Darstellung findet
man bei Weidel, Koch und Bobosch (1954), Weidel und Kellenberger (1955),
Weidel und Koch (1955), Koch und Weidel (1956), Weidel und Homann (1960),
Zarnitz und Weidel (1963) und Frank, Zarnitz und Weidel (1963). Der T5-
Rezeptor ist, wie erwiithnt, der Bestandteil der Bakterienwand von E. coli B, an
dem die Adsorption des T5-Phagen erfolgt. Er lafit sich relativ leicht von der
Bakterienwand abldsen ohne Verlust der Fahigkeit, T3-Phagen irreversibel zu
binden. Werden Phagen am isolierten Rezeptor gebunden. so konnen sie nicht
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mehr durch intakte Bakterien adsorbiert werden, und da dies die Voraussetzung
zu ihrer Vermehrung ist, kommt die Adsorption von Phagen am T3-Rezeptor
ihrer Inaktivierung gleich. Diesc Tatsache bildet auch den Ausgangspunkt fiir
die Bestimmung der Rezeptoraktivitiit. Isolierter T5-Rezeptor besteht aus ein-
zelnen kugelférmigen Teilchen von etwa 30 mu Durchmesser. Betrachtet man ein
Teilchen als ein Molekiil, so ergibt sich ein Molekulargewicht von 1—4-107.
Die Dichte betriigt 1,15. Beziiglich der chemischen Zusammensetzung ist die
Substanz aus einer Hiille aufgebaut, die aus Protein besteht, und aus einem
Lipopolysaccharidkern. Damit liegt insofern ein wesentlicher Unterschied zu den
meisten der bisher untersuchten biologischen Einheiten vor, als der Rezeptor
keine Nukleinsiuren besitzt. deren Strahlenreaktion fiir die Schadigung anderer
Objekte bekanntlich von ausschlaggebender Bedeutung ist. Die Aminosdure-
zusammensetzung des Proteinanteils ist durch besonders hohe Konzentrationen
von Asparagin. Glvein, Tyvrosin. aber — im Gegensatz zur kompletten Bakterien-
membran — dureh das Fehlen von schwefelhaltigen Aminosauren gekennzeichnet.
Die beiden Komponenten des Rezeptors konnen relativ leicht durch Phenol-
extraktion voneinander getrennt werden, wobei die proteinhaltige auBere Schicht
unter Verlust der Aktivitit gegeniiber dem Phagen 19 in LOsung geht. Der
unzerstorte Kern weist dagegen interessanterweise Rezeptoraktivitit gegeniiber
den Phagen T3. T4 und T7 auf, die das intakie Teilchen nicht besitzt.

Der Adsorptionsmechanismus besteht wahrscheinlich in der Errichtung einer
kovalenten Bindung zwischen den beiden Reaktionspartnern; es liegen somit
ahnliche Verhiltnisse wie bei Enzymen und Substrat vor, nur dafl in letzterem
Fall die Bindung reversibel ist. Elektronenoptische Bilder zeigen. dafl bei Zu-
sammenbringen von T5-Phagen mit T5-Rezeptor im allgemeinen jedes Teilchen
nur einen Phagen bindet, obwohl auf seiner Oberfliche geniigend Platz fiir eine
groffiere Anzahl wire. Dieser Befund kinnte so gedeutet werden. daf jedes
Rezeptorteilchen nur ein rezeptoraktives Areal besitzt, dessen Oberfliche unge-
fihr dem Querschnitt eines T5-Phagenschwanzes entspricht. Eine andere Denk-
moglichkeit ware. dafl jedes Teilchen zwar mehrere solcher .Areale autweist, diese
jedoch. nachdem die Bindung zwischen einem Areal und einem Phagen hergestellt
ist, sehr schnell durch Sekundarprozesse inaktiviert werden. Zur Klirung dieser
Frage untersuchten Weidel und Homann (1960) die Strahleninaktivierung des
T3-Rezeptors, wobel sie zur quantitativen Bestimmung der Rezeptoraktivitit
zwel voneinander unabhidngige Methoden henutzten, welche sowohl die Konzen-
tration aller rezeptoraktiven Aveale (unabhingig von ihrer raumlichen Anord-
nung) als auch die .\nzahl der Rezeptorteilchen zu erfassen gestatten. Der Ver-
gleich der nach Bestrahlung noch aktiven Areale mit der Zahl der intakt geblie-
benen Teilchen fiithrte zu der Folgerung. dal jedes Teilchen mehr als ein
rezeptoraktives Areal besitzt. Die Zahl der Areale ist nicht konstant, sondern
variiert zwischen 2 und 5 pro Teilchen. Die strahleninduzierte Inaktivierung
eines Areals hat keinen Einflufl auf die Funktionsfahigkeit der iibrigen Areale
des gleichen Teilchens; es ist aber oftenbar nicht moglich, dafl nach Anheftung
eines Phagen ein weiterer vom gleichen Rezeptorteilchen adsorbiert wird.

Die vorliegende Untersuchung stellt sich die Aufgabe, die Inaktivierung des
Rezeptors durch ionisierende Strahlung in Abhiingigkeit von einer Reihe von
Parametern zu untersuchen, die sich fur die biologischen Strahlenwirkungen
generell als bedeutungsvoll erwiesen haben.
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B. Material und Methoden

Der zur Gewmnung und Darstellung des T3-Rezeptors verwendete Stamm von
Lscherichia coli B sowie der Testphagenstamm T5 wurden uns freundlicherweise vom
Max-Planck-Institut fiir Biologie, Tibingen (Prof. Dr. W. Weidel), zur Verfiigung
gestellt. Bei der Kultivierung der Bakterien fiir die Rezeptorgewinnung und der Isolie-
rung des T5-Rezeptors folgten wir den von Weidel, Koch und Bobosch (1954) angege-
benen Verfahren.

Fir die quantitative Messung der Rezeptoraktivitat stehen — wie bereits in der Ein-
leitung erwdhnt — zwer voneinander unabhdngige Teste zur Verfiigung, denen beiden
die Reaktion zwischen Rezeptor und T3-Phagen zugrunde liegt. Ber Aktivitatsbestim-
mungen mit Iilfe des sog Abzihltests, bei dem die Zahl der Rezeptorteilchen bestimmt
wird. erhalt man wegen der variablen Zahl der aktiven Areale pro Teilchen keine treffer-
theoreusch eindeutigen Dosiseffektkurven (Wewdel v Homann, 1960). Wir benutzten
daher ausschliefilich den sog. kinetischen Test, ber dem die Konzentration der Arcale ein
Maf} fur die Rezeptoraktivitit ist. Die reagicrende Einhett 1st somit ein rezeptoraktives
Arcal und nicht ein Rezeptorteilchen, wenn auch 1 folgenden der Einfachheit halber
von der ,Inaktivierung des Rezeptors™ gesprochen wird. Im kinetischen Test 1st die
Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Rezeptor und Phagen ein Maf fur dre Zahl der vor-
handenen Areale. Gibt man zu emer T5-Suspension mit einem Titer von 3-10% ml emnen
Uberschufl an Rezeptor, so lauft die Reaktion mit monomolekularer Kinetik ab. und der
Logarithmus des Bruchteils noch aktiver Phagen ist ber sonst konstanten Bedingungen
proportional zur Konzentration der rezeptoraktiven Areale. Die sog. Rezeptoreinheit 1
1st als diejemige Menge T5-Rezeptor definiert. die i 1 ml Difeo-Nahrbowllon gelost.
bet 37° C muerhalb von 20 min 509 ¢ der zugesetzten 3-10% T5-Phagen ..inaktiviert”.
d. h. ihre Adsorption durch intakte E. coli verhindert. Zur Durchfuhrung des Tests sind
nur hochgeremnigte Phagensuspensionen verwendbar, da ungeremmgte Lysate auBer den
T3-Phagen einen den Rezeptor maktivierenden unbekannten Stoff enthalten

Fiir den kinetischen Test zur Bestimmung der T3-Rezeptoraktivitit verdunnten wir
das nach Standardmethoden hergestellie Phagenkonzentrat i Difco-Nahrbowllon auf
den gewunschten Titer. Der mn verdunnten Phagensuspensionen nach unseren Erfah-
rungen leicht emtretende Aktivitatsverlust laBt sich durch Zusatz von 2-1073 Mol
Spermin-Tetrahydrochlorid T wengehend verhindern (Tabor, 1960). Spermin selbst ubt
kemen Emflufl auf die Rezeptoraktivitat in der Phagensuspension aus Die Bestimmung
des Phagentiters erfolgte nach der Agarlayer-Methode von Adams (1959,

Fur die Rontgenbestrahlungen verwendeten wir cine Réntgenrohre der Frma
C. H. F. Muller, Hamburg. vom Typ M C 50. Sie besitzt ein 1.5 mm drckes Berylham-
fenster und emittiert Rontgenstrahlen mit einer effektiven Wellenlange von 1.4 A. was
emer Halbwertschiicht von 0,065 mm Aluminium entspricht. Die Dosisleistung am Ort
der bestrahlten Rezeptorproben betrug ber 100 kV und 23 m\ 3,5-10° R-min. bel
100 kV und 1.5 mA 2.0-10* R min. Fiur die Gammabestiahlungen benutzten wir zwer
verschieden starke %Co-Quellen (Atomic Energy of Canada Lid.) Die Dosisleistung der
starkeren Quelle (..Gamma-Cell 220~) am Ort der Probe entsprach 1.5-10* R min. die
der schwacheren (,.Gamma-Cell 2007) 1.7-10% R min.

Die Rontgenbestrahlung der Proben erfolgte m PolystyrolgefalBen (20 mm Durch-
messer, 10 mm lohe und 0.5 mm Bodenstarke) mit cmem 0.5 mm dicken Deckel. Das
Gefall wurde zur Bestrahlung in einen gasdichten und an die Rontgenrohre angeschraub-
ten Probenhalter eingesetzt; der Abstand zwischen Rohrenfenster und Boden des
BestrahlungsgefiBes betrug 1.7 em. In den Probenhalter ragte eine Duse hinemn. durch
welche die jewells verwendeten Gase withrend der Bestrahlung in cinem femen krdftigen
Strom schrag zur Flussigkeitsoberflache aufgeblasen wurden. so dall eine dauernde
Durchmischung der Probe und Aquilibrieren mit dem Gas gewahrleistet waren. Das Gas
stromte vor dem Emtritt in die Bestrahlungskammer durch eme mit warmem destillier-
tem Wasser gefullte Waschflasche und war dadurch mit Wasserdampt gesittigt Unter
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dem Probenschalchen war eine mit Leitungswasser gekiihlte Kupferplatte angebracht,
so dafl wihrend der gesamten Bestrahlungszeit in der Suspension eme konstante Tem-
peratur von 15° C herrschte. Diese MaBnahme verhinderte die in Vorversuchen beob-
achtete Temperaturerhthung auf 45° C withrend der 3 Stunden dauernden Bestrahlung
und diec damit verbundene Verdunstung der Suspension. Erfolgte die Bestrahlung unter
AusschluBl von Sauerstoff, so sittigten wir die Proben vorher mit Stickstoff. Alle Ver-
bindungen zwischen Gasflasche und Bestrahlungskammer waren aus Nylon oder Glas,
um zu vermeiden, dall Luftsauerstoff durch Diffusion in die Schliuche gelangt, was bei
Verwendung von Gummischlauchen der Fall ist (Dewey, 1963). Bei Bestrahlungen unter
Schwefelwasserstoff oder Sauerstoff wurden die Proben in analoger Weise vorbehandelt.
Die Stromungsgeschwindigkeit war bei allen Gasen mit Hilfe emes Stromungsmessers
auf etwa 7 1/Std. eingestellt.

Da die Bestrahlungsdauer her Verwendung der Gammaquellen bis zu mehreren Tagen
betrug, schmolzen wir dic Proben in Glasampullen ein oder benutzten geschlosscne
Polystyrolgefifie von 20 mm Durchmesser. 20 mm Héhe und 4 mm Wandstirke (zur
Erzielung cines Elektronengleichgewichts). Orienticrende Versuche, in denen Proben in
Polystyrolgefiflen bzw. Glasampullen, aber unter sonst gleichen Bedingungen bestrahlt
wurden, ergaben keinerler Unterschiede. Glasampullen benutzten wir fur Gamma-
bestrahlungen unter anaeroben Bedingungen. Die vorher mit Stickstoff gesittigten
Proben brachten wir in die mit Stickstoff gefiillten Ampullen und lieBen vor dem
Abschmelzen noch einige Minuten einen feinen Strom von Stickstoff durch die Rezeptor-
suspension hindurchperlen. Bei Bestrahlung in Polystyroltdpfchen wurde Sauerstoff
durch eine mit destilliertem Wasser gefullte Waschflasche und dann durch eine Glasfritte
in die Bestrahlungssuspension geleitet.

Die Bestimmung der in der Probe absorbierten Rontgenstrahlung erfolgte mittels des
sog. Fricke-Aktinometers (Fricke u. Morse, 1927, NBS-Handbook 78, 1961). Mit Hilfe
einer parallel zur chemischen Dosimetrie durchgefuhrten Messung mit einer unter dem
Bestrahlungsgefil angebrachten Duplex-Weichstrahlionisationskammer (Physikalisch-
Technische Werkstitten, Freiburg/Brsg.) wurde die letztere geeicht und zur Routine-
dosisbestimmung bei jeder Bestrahlung verwendet. Fiir die Dosimetrie der $*Co-Gamma-
strahlung dienten als Ausgangspunkt die Eichkurven und Isodosenkurven der Bestrah-
lungskammern, die wir mit Hilfe des Fricke-Aktinometers verifizierten.

Als Suspensionsmedium dienten 1. Bouillon, bestehend aus 40 g Bacto Nutrient Broth
und 5 g NaCl pro Liter dest. Wasser, 2. Hefeextrakt (80 g Bacto Yeast pro Liter dest.
Wasser) und 3. 0,06 molarer Phosphatpuffer nach Sorensen (pu 8,2). Die Rezeptor-
stammsuspension (1000 bis 2000 E/ml Puffer) wurde mit emnem der angefiihrten
Medien auf die fur die Versuche vorgesehene Konzentration verdiinnt. Da der verdiinnte
Rezeptor vor der Bestrahlung so lange stehen mull, bis er emen konstanten E-Titer
erreicht hat, d.h., bis Aggregate. die sich in hoherer Konzentration (> 500 E/ml)
leicht bilden, gel6st sind, stellten wir in der Regel eine fir eine groBere Versuchsrethe
ausreichende Menge in entsprechender Verdiinnung her. Fiir den verwendeten Stickstoff
(Firma Osram, Berlin) wird eine Zusammensetzung von ctwa 99%0 Stickstoff, etwa 1%/o
Argon, weniger als 0,001%0 Wasserstoff und Kohlenwasserstoffe angegeben; das sauer-
stofffrete Gas ist uber P,0; getrocknet. Das Schwefelwasserstoffgas (Firma Gerling
Holz & Co., Hanau) enthielt etwa 97%0 Schwefelwasserstoff und etwa 3% Wasserstoff;
der Sauerstoff (Firma Knapsack-Griesheim AG) 99,7%0 Sauerstoff und 0,3%0 Wasser-
stoff und Kohlendioxyd. Cysteamin (L-Cysteinamin purum) bezogen wir von der 'irma
Fluka, Schweiz, Cysteamin-1ICl von der Firma Light, England, und Cystamin-2 HCl
(A Grade) von der Firma Calbiochem, USA. Keines der Suspensionsmittel, Chemikalien
und Gase becinfluite als solches die Rezeptoraktivitat.

In den Versuchen unter anaeroben Bedingungen wurde die tatsdchliche Sauerstoff-
konzentration in den Proben mit Hilfe des von Tédi (1958) entwickelten Sauerstoff-
melgerites bestimmt. Sie betrug nach der iiblichen Vorbehandlung mit Stickstoff
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Abb. 1. Inaktivierung des T5-Rezeptors
durch ionisierende Strahlen. Bestrahiung 9
in Phosphatpuffer unter Stickstoff (ge-
schlossene Symbole) bzw  Sauerstoff
(offene Symbole). Dosisleistung: 3,5 - 10°
R/min (Rontgenbestrahlung) bzw.
1,7 - 10! R/min (y-Bestrahlung).

1 = 200 E/ml, Rontgenbestrahlung (¥ &)
2 = 50 E/ml, Rontgenbestrahlung (A 4)
= 200 E/ml, y-Bestrahlung (® O)

= 50 E/ml, y-Bestrahlung (M )

Bruchtel! der akhiven Areale -

0 05 10 15 20 MR
Sirahlenaosis — —=

0,04 ¢ Oy/ml, emn Wert, der mit den Angaben anderer Autoren (z. B. Kohn u. Gunter.
1960) fiir sauerstoff-,. freie” Losungen gut iibereinstimmit.

Die quantitative Bestimmung freier SH-Gruppen in den Suspensionsmedien erfolgte
mit zwei verschiedenen Methoden: Die Bestimmung mit p-Chloromercuribenzoat als
Reagens und Natrium-Nitroprussid als Farbindikator (MacDonnell, Silva u. Feeney,
1951) sowic die amperometrische Bestimmung mit Silbernitrat unter Benutzung der
rotierenden Platinelektrode (Kolthoff u. Harris, 1946; Kolthoff u. Stricks, 1950). Um
Disulfidgruppen zu bestimmen. werden sie zunédchst mit 0.1 molarer Na,S80;-Losung

reduziert: RSSR + Na.S0; — RSNa -~ RSO, Na.

Die dabei fret werdenden SH-Gruppen titriert man nach der oben beschriebenen
Methode.

Alle Versuche wurden bis zu einer Rezeptor-, Uberlebens”-Rate von etwa 1072 durch-
gefiihrt. Jeder Meflpunkt ist der Mittelwert von mindestens zwer Bestimmungen. Sowohl
die Dosiseffektkurven als auch die Mutungsgrenzen (fiir P = 0.05) wurden mit Hilfe
der Varianzanalyse (Quenouille, 1953) ermittelt, wobei den Berechnungen logarithmisch
transformierte Einzelwerte zugrunde lagen. Alle von uns erhaltenen Kurven sind
exponentielle Gerade, die sich durch die Gleichung

N/No = g aD

wiedergeben lassen. Ny ist die Zahl der bestrahlten Rezeptorareale, N die Zahl der nach
der Bestrahlung mit der Dosis D noch aktiven Areale. Die Neigung der Geraden ist
durch den Exponenten & gekennzeichnet. Wenn — wie in unserem Fall — exponentielle
Dosiseffektkurven vorliegen, ist es allgemein iiblich, sie durch Angabe derjenigen
Strahlendosis zu charakterisieren, bei der der Bruchteil nicht geschidigter Einheiten
el = 37%o betrigt (sog. D 37%0).



Tabelle 1. Inaktivierungsdosen (D 37%0 in MR und Mutungsgrenzen fiir P = 0,05) bei
Bestrahlung des T5-Rezeptors in Phosphatpuffer unter verschiedenen Bedingungen.

Strahlenart R/min Gas
o e N, 0,
Konzentration: 500 E/ml
Réntgenstrahlen 3,5 - 10% 1,18 £ 0,09 1,20 £ 0,08
Rontgenstrahlen 2,0 - 10 1,25 0,10 —
v-Strahlen 1,5 - 104 0,42 0,05 0,44 + 0,04
y-Strahlen 1,7 - 108 0.45 * 0.04 —
Konzentrauon: 200 E/ml
Rontgenstrahlen 3.5 - 10° 1,14 + 0,08 1,16 £ 0,08
Réntgenstrahlen 2.0 - 104 . 1,16 * 0,06 —
y-Strahlen 1,5 - 104 0.45 +0.03 0.46 * 0,03
y-Strahlen 1.7 - 103 0,47 % 0,03 -
Konzentration 50 E/ml
Réntgenstrahlen 3,5 - 10° 0.63 0,07 0,68 £ 0,08
Réntgenstrahlen 2.0 - 104 0,58 £ 0,08 -
y-Strahlen 1.5 - 10% 0,16 * 0,01 0,17 £ 0.02
+-Strahlen 1,7 - 108 0,17 £ 0.02 -

C. Ergebnisse
1. Bestrahlung in Pufferlésung

Bei Bestrahlung von T5-Rezeptor in 0,06 molarem Phosphatpuffer (py 8.2)
mit weichen Rontgenstrahlen unter anaeroben Bedingungen ergeben sich Inak-
tivierungskurven, die in dem untersuchten Dosisbereich keine Abweichungen
von einem exponentiellen Verlauf zeigen (Abb. 1). Ihre Neigung hingt, wie
Tabelle 1 zu entnehmen ist, von der Konzentration des Rezeptors ab: Die D 37%o
fiir eine Konzentration von 50 bis 70 E/ml Puffer betriigt 0.625 MR; erhoht
man die Konzentration auf etwa 200 E/ml, so nimmt die D 37%0 auf 1,14 MR
zu, d. h., die Strahlenempfindlichkeit des Rezeptors wird um den Faktor 1.8
herabgesetzt. Eine weitere Konzentrationserhthung von 200 auf 500 E/ml bleibt
dagegen ohne Einflul auf die Inaktivierungsdosis. Noch héhere Konzentrationen
konnten nicht untersucht werden, da der T5-Rezeptor bei Konzentrationen von
>> 500 E/ml zu einer Aggregation neigt, so daB eine exakte Aktivititsbestim-
mung nicht mehr moglich ist. Suspensionen mit weniger als 50 E/ml konnten
ebenfalls nicht verwendet werden, da in diesem Fall die Genauigkeit des kine-
tischen Tests nicht mehr ausreicht.

Die Gammabestrahlung von Rezeptorsuspensionen fiihrt zu einer erheblich
stirkeren Inaktivierung als Rontgenbestrahlung (Tab. 1). Der Unterschied ist
besonders bei der niedrigen Rezeptorkonzentration von 50 bis 70 E/ml aus-
gepriigt; die D 37%0 betrigt 0,16 MR. Bei einer Konzentration von => 200 E/ml
ist die D37% 0,45 MR. Die relative biologische Wirksamkeit (RBW) irgend-
einer Strahlenart — relativ, indem die Gammastrahlung des %°Co als Vergleichs-
strahlung gewidhlt wird — ist definiert als das Verhiltnis gleich wirksamer
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Tabelle 2. Inaktivierungsdosen (D 37% in MR und Mutungsgrenzen fiir P = 0,05) bei
Réntgenbestrahlung (3,5-10% R/min) des T5-Rezeptors (200 E/ml) in Phosphatpuffer
nach Zusatz verschiedener Stoffe.

Zusatz von Gas
N, 0,

- 1,1 £ 0,1 1.2 10,1
Glukose 4.0%% 4,720,6 4.6 E11.1
Glukose 20.0%% 9,7+ 1.3 9814
Glukose 30.0%0 98+1,8 9.7 1.6
Bouillon 0,4% T1E0.s8 7.0+ 1.0
Bowllon 1,0%0 47 +1.3 a8 to,7
Bouillon 10.0%0 98+ 1.5 9.6 £ 06
Hefeextrakt 4,0%0 10,0 X 1.0 9.9%0,8
Hefeextrakt §0%% 154 % 1.6 162%X17

Strahlendosen, d.h. in unserem Fall durch D37%¢Gamma/D 37%0Rontgen.
Die RBW betragt somit fiir die niedrige Konzentration 0,26, fiir die hshere 0.40.

Die im vorigen Abschnitt beschriebenen Versuche unterscheiden sich aller-
dings in der Dosisleistung, die im Fall der Gammaquelle 1.5-10* R/min und
bei der Rontgenbestrahlung 3,5-10% R/min betrug. Dies bedeutet. daB die Be-
strahlungszeiten bei der Gammaquelle rund 20mal groBer waren. Es war des-
halb notwendig zu priifen, ob die Unterschiede in der Wirksamkeit der Rontgen-
und Gammastrahlen nicht nur eine Folge der unterschiedlichen Dosisleistung
sind. Wir filhrten zu diesem Zwedi Rontgenbestrahlungen mit einer Dosis-
leistung von 2-10* R/min und Gammabestrahlungen mit einer solchen von
1,7-10% R/min durch. Die in Tabelle 1 zusammengefaliten Ergebnisse zeigen
jedoch, dafl die Dosisleistung offenbar ohne Einfluf} ist, so daf} die weiter oben
angefiihrten RBW-Werte als reell anzusehen sind.

Tabelle 1 ist weiter zu entnehmen, dal bei den gegebenen Rezeptorkonzentra-
tionen kein Unterschied zwischen Bestrahlungen besteht, die in Gegenwart oder
Abwesenheit von Sauerstoff ausgefithrt wurden.

1. Bestrahlung in anderen Medien

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse von Versuchen, in denen der Rezeptor (in einer
Konzentration von 200 E/ml) in Puffer bestrahlt wurde, der Bouillon. Hefe-
extrakt bzw. Glukose in verschiedenen Konzentrationen enthielt. Die D 37%0 ist
in allen Medien 1m Vergleich zum reinen Puffer stark erhoht, wobei deutliche
Unterschiede in der Wirksamkeit der einzelnen ,Fremd“-Substanzen vorliegen:
Wihrend im Fall der Bouillon im Bereich von 0.8 bis 8% offenbar ein Platcau
auftritt, d. h., die Strahlensensibilitdt des Rezeptors trotz zunehmender Konzen-
tration konstant bleibt, scheint der maximale Schutzeffekt des Hefeextraktes
erst bei einer hoheren Konzentration erreicht zu sein, wobei der Schutz aller-
dings statistisch gesichert stirker als der von Bouillon ist. Die Wirksamkeit
20%oiger Glukose ist der von Bouillon vergleichbar, im niederen Konzentrations-
bereich ist Glukose dagegen den anderen Medien deutlich unterlegen. Die Dosis-
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Tabelle 3. Inaktivierungsdosen (D 37%o in MR und Mutungsgrenzen fiir P = 0,05) bei
Bestrahlung des T5-Rezeptors in 4%oiger Bouillon unter verschiedenen Bedingungen.

Strahlenart R/min Gas
N, 0,
Konzentration: 200 E/ml
Rontgenstrahlen 3,5 - 10° 9,7+ 1.3 98+ 0,7
Rontgenstrahlen 2,0 - 104 10,4 £ 0,9 —
»-Strahlen 1.5 - 10 58 % 0,2 6.1 F 0.4
+-Strahlen 1.7 - 103 62104 -
Konzentration® 50 E/ml
Rontgenstrahlen 3.5 - 103 9,6 +1.2 95109
Rontgenstrahlen 2.0 - 104 9,71+ 0,0
+-Strahlen 1.5 - 104 6,2 % 0.4 6.4+04
+-Strahlen 1.7 - 10% 61104 -

abhingigkeit der Rezeptorinaktivierung folgt, wie auch bei Bestrahlung in
reinem Puffer, einer einfachen exponentiellen Beziehung. Desgleichen ist die
Wirksamkeit einer Bestrahlung unabhéngig davon, ob sie unter aeroben oder
anaeroben Bedingungen durchgefithrt wird (Tab. 2).

Im Gegensatz zu den Versuchen mit Puffer steht jedoch die Tatsache, dafi dic
Inaktivierungsdosen in Bouillon und Hefeextrakt unabhingig von der Rezeptor-
konzentration sind (Tab. 3 u. 4). Die in den Tabellen zusammengestellten Daten
zeigen weiterhin, dall die Gammastrahlen wiederum wirksamer als weiche
Réntgenstrahlen sind, dall aber die RBW mit einem Wert von rund 0,6 gréfier
ist als bei Bestrahlung in Puffer (vgl. oben), d. h.. der LET-EinfluB ist schwicher
ausgeprigt. Eine Abhéngigkeit von der Dosisleistung war weder bei Rontgen-
noch bei Gammastrahlen festzustellen. Sulfhydrylgruppen enthaltende Sub-
stanzen, insbesondere der Cystein-Cysteamin-Gruppe, gehoren zu den wirk-
samsten und deshalb auch am eingehendsten untersuchten Strahlenschutzstoffen
(Bibliographie bei Bacq u. Alexander, 1955; Eldjarn u. Pikl, 1960). Fiir unsere
Untersuchungen withlten wir das Cysteamin, da Cystein durch hohe Strahlen-
dosen, wie sie zur Inaktivierung des Rezeptors benotigt werden, leichter als

Tabelle 4. Inaktivierungsdosen (D 37%0 in MR und Mutungsgrenzen fiir P = 0,05) bei
Bestrahlung des T5-Rezeptors in 8% oigem Hefeextrakt unter verschiedenen Bedingungen.
Dosisleistung: 3,5-10% R/min (Rontgenbestrahlung) bzw. 1,7-10* R/min (Gamma-

bestrahlung).
7 : Gas
Strahlenart honz?ntratxon
(E/ml) N, 0,
Rontgenstrahlen 200 154 % 1,6 16,2 £ 1,7
Réntgenstrahlen 50 163X 1.5 15816
¥-Strahlen 200 9,2+ 0,6 9,5+ 0,8
y-Strahlen 50 9.0+0,7 9,410
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Tabelle 5. Inaktivierungsdosen (D 37%0 in MR und Mutungsgrenzen fiir P = 0,05) bei
Réntgenbestrahlung (3,5:10° R/min) des T5-Rezeptors in Phosphatpuffer nach Zusatz
schwefelhaltiger Schutzstoffe.

Gas
Zusatz von
Ns Og
- 1,1+0,1 1,201
Schwefel kolloidal etwa 1 ¢ 9.5 0.8 93%+06
Schwefelwasserstoff 0.3% 10612 -
Cysteamin » HCl 1 %% 108 +1,1 120+ 1.4

Cysteamin zerstort wird und es daher zu einem Verlust der Schutzwirkung
kommt (Hotz, 1961). Zusatz von Cysteamin zu Puffer (Tab. 5) fithrt zu einer
Erhohung der D 37%0 in praktisch dem gleichen MaBe, wie sie durch Zusatz von
Bouillon oder Glukose erreicht wird (vgl. Tab. 2). Die D 37%b0 ist bei aerober
Bestrahlung etwas hoher als bei anaerober Bestrahlung, doch ist der Unterschied
nur geringfiigig und auch statistisch nicht gesichert. Zusatz von Cysteamin
— unabhiingig davon, ob es sich um die Base oder das Hydrochlorid handelt —
zur Bouillon hat dagegen einen relativ geringen und in der Regel nicht gesicher-
ten EinfluB auf die Uberlebensrate (Tab. 6); im Hinblick auf die nicht zu iiber-
sehende Gleichsinnigkeit der Ergebnisse bei allen Versuchsvarianten sind wir
jedoch geneigt, die Schutzwirkung des Cysteamin auch in diesem Fall fiir reell
anzusehen. Sie kommt einem Dosisreduktionsfaktor (DRF) von etwa 1,15 gleich
und ist damit allerdings erheblich geringer als bet Bestrahlung in Puffer, bei
dem der DRF des Cysteamin 9,5 betrigt. Eine Erhohung der Cysteaminkonzen-
tration von 0,01 auf 0,15 molar war ohne Einfluf auf die Schutzwirksamkeit.
Die Untersuchung noch héherer Konzentrationen war wegen der toxischen Wir-
kung des Cysteamin auf den Testphagen T35 nicht méglich.

Vergleicht man die Inaktivierungsdosen bei Anwesenheit von Cysteamin unter
aeroben und anaeroben Bedingungen. so ist unverkennbar, daf die Inaktivie-
rungsdosen bei Bestrahlung unter Sauerstoff durchgehend hoher liegen (Tab. 5
u. 6). Obwohl auch hier der Unterschied in der Regel statistische Signifikanz

Tabelle 6. Inaktivierungsdosen (D 379 1n MR und Mutungsgrenzen fiir P = 0,05) bei
Rontgenbestrahlung (3,5+10% Rimin) des T5-Rezeptors i 4% 01ger Bouillon nach Zusatz
schwefelhaltiger Schutzstoffe.

Gas
Zusatz von
N 0,

— 9.7 £ 1.3 9807
Schwefelwasserstoff 105 %09 —_
Cysteamin Base 0,01 molar 113%1.0 1otis
Cysteamin Base 0,15 molar 112+ 1.9 1362135
Cysteamin - HCl 015 molar 11.4F1.2 138+ 1.6
Cystamin - 2 HCI 0,005 molar 13.6 £ 1.8 135%F16
Cystamin - 2HCl 01  molar 17412 204+ 1.5
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Abb 2 Inaktivierung von T3-Phagen durch Réntgenstrahlen (3,5- 10° R/min). Bestrahlung
4%/oiger Bouillon unter Stickstoff (@) bzw. Schwefelwasserstoff (&), — Abb. 3. Inaktivierung des
T5-Rezeptors (200 E/ml) durch Rontgenstrahlen (3,5+10% R/min). Bestrahlung in 4%siger Boutllon
unter Stickstoff- ————, mit Zusatz von 0,005 molar (MLJ) und 0.1 molar (@ Oy Cystamin
unter Stickstoff (geschlossene Symbole) bzw. Sauerstoff (offenc Symbole)

nicht erreicht, halten wir ihn wegen der Reproduzierbarkeit bei allen Versuchs-
varianten fiir reell. Der Dosisreduktionsfaktor wiirde sich somit von 1,15 bel
anaerober Bestrahlung auf 1,4 bei aerober Bestrahlung erhéhen. Da die zur
Inaktivierung des T5-Rezeptors benttigten Strahlendosen um etwa eine Grofien-
ordnung hoéher liegen als bei den meisten anderen bisher untersuchten biolo-
gischen Objekten, war es nicht ausgeschlossen, dafl die Schutzwirksamkeit des
Cysteamin in unserem Fall abgeschwiicht wird, und zwar infolge einer strahlen-
chemischen Umsetzung des Cysteamin und eines Verlustes an SH-Gruppen,
denen allgemein die entscheidende Rolle bei der Schutzwirkung zugeschrieben
wird. Wir fuhrten daher eine Bestrahlung von Rezeptor in Puffer bzw. Bouillon
durch. wobei wihrend der gesamten Bestrahlung Schwefelwasserstoff durch das
Suspensionsmedium geleitet wurde, so dall eine konstante und mit 0,1 molar
gesattigte H,S-Konzentration vorlag. Es ist ndmlich bekannt, dal H,S die
Strahlenempfindlichkeit von Bakteriensporen (Powers u. Kaleta, 1960), Pflanzen-
samen (Ehrenberg u. Nybom, 1954) in gleichem MalBe wie Cystein oder Cyste-
amin herabsetzt. Abbildung 2 sowie die Tabellen 5 und 6 zeigen, dall H,S sowohl
in Puffer als auch in Bouillon praktisch die gleichen D 37%0-Werte wie Cyste-
amin zeigt. Bei Bestrahlung in reinem Puffer trat bereits nach kurzer Bestrah-
lungszeit eine starke Triibung der Suspension auf, die offenbar von ausgefal-
lenem Schwefel herriihrte. Ein entsprechender Kontrollversuch, in dem der
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Tabelle 7. Konzentration der SH- bzw. S-S-Gruppen in Losungen von Cystein, Cysteamin
und Cystamin unter dem Einflufl von Sauerstoff. Die Konzentrationen, bestimmt mit
Hilfe der amperometrischen (a) und der titrimetrischen Methode (b), sind in Prozent der
Kontrolle (Bestimmung sofort nach Ansetzen der Lésungen) ausgedriickt. Molaritit der
Ausgangslosungen: 0,1 molar in bidest. Wasser (pu 5).

SH-Gruppen $-S-Gruppen
Beha.ndlung Cystein-Base Cysteamin-Base Cystamin -+ 2HCI
der Losungen -
a b a ‘ b a b

15 min mit O, dquilibriert 100 100 100 100 100 100
90 min mit O, aquilibriert 72 95 84 96 99 100
24 Stunden offen an der
Luft gestanden 46 51 70 74 95 100

Rezeptor in einer etwa 1%oigen Schwefelmilch unter Stickstoff bestrahlt wurde,
ergab die gleiche D 37%0 wie bei Bestrahlung in gesiittigter H,S-Losung (Tab. 5).

Das Oxydationsprodukt des Cysteamin, das Cystamin-2 HCI, zeigt erheblich
groflere Schutzwirksamkeit als Cysteamin (Tab. 6, Abb. 3): Bereits eine 0,005
molare Konzentration ergibt einen signifikanten und von der Anwesenheit von
Sauerstoff unabhingigen Schutz (DRF = 1,4). Bei Erhohung der Cystamin-
konzentration auf 0,1 molar erreichten wir einen DRF von 1.8, der sich bei
Anwesenheit von Sauerstoff noch signifikant auf 2,2 erhoht.

111. Bestimmungen von SH- und S-S-Gruppen

Da die Inaktivierungsdosen des T5-Rezeptors im Vergleich zu anderen biolo-
gischen Objekten besonders hoch liegen, mufite mit der Moglichkeit einer
strahlenchemischen Umsetzung der Cysteamin- bzw. Cystaminlésungen gerechnet
werden. Es war deshalb nicht unwesentlich, zu priifen, ob sich die Konzentration
der SH- bzw. S-S-Gruppen unter dem Einflul der Strahlung, aber auch unter
dem EinfluB von Sauerstoff verindert. Zunichst untersuchten wir den Einflu8
von Sauerstoff auf Cysteamin- und Cystaminldsungen; zum Vergleich wurde
auch Cystein herangezogen. Die anfingliche Konzentration der Losungen war
0,1 molar, Losungsmittel war dest. Wasser (py 5) bzw. Bonillon (py 8), nach-
dem Vorversuche gezeigt hatten, dafl in Bouillon, auch nach Bestrahlung, weder
SH- noch S-S-Gruppen nachweisbar sind. Die in Tabelle 7 zusammengestellten
Ergebnisse zeigen, daf die SH-Konzentration nur bei lingerer Einwirkung
von Luftsauerstoff abnimmt, und zwar bei Cystein in stirkerem Mafle als bei
Cysteamin. Die S-S-Konzentration des Cystamin blieb praktisch unverandert.
Abbildung 4 zeigt Ergebnisse eines Versuchs, in dem Cysteamin, in 4%oiger
Bouillon gelost, mit Rontgendosen bis zu 40 MR bestrahlt wurde. In einem
aliquoten Teil der bestrahlten Losung bestimmten wir freie SH-Gruppen, in
einem anderen Teil die SH-Gruppen nach Zusatz eines Reduktionsmittels. d. h.
die Disulfidgruppen. Bei Bestrahlung unter Sauerstoff kann die Abnahme der
SH-Konzentration nur zum Teil auf eine Zerstorung der SH-Gruppen zuriick-
gefithrt werden; es tritt vielmehr daneben eine Oxydation zum Disulfid auf, die
maximal etwa 5%0 ausmacht. Bei Bestrahlung unter Stickstoff dagegen konnten
wir im gesamten Dosisbereich Disulfidgruppen nicht nachweisen. Ein unter
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Abb. 4 Zerstorung von Cysteamin durch Rontgenstrahlen (3.5 - 10° R/min). Bestrahlung einer
0,1 molaren Cysteaminlosung (= 100%0) in 4%siger Bouillon. Unter Sauerstoff Frere SH-Gruppen
(4), S-S-Gruppen (A), freie SH- 4 2 - S-S-Gruppen (@). Unter Stickstoff. Freic SH-Grup-
pen (O). — Abb 5. Zerstorung von Cysteamin (@) bzw. Cystammn (AA) durch Rontgenstrahlen
(3,5 + 10 R/min). Bestrahlung 0,1 molarer Losungen (== 100%0) in 4%'iger Bouillon unter Stick-
stoff (geschlossene Symbole) bzw. Sauerstoff (offenc Symbole).

analogen Bedingungen durchgefiihrter Versuch mit Cystamin (Abb. 5) zeigte eine
im Vergleich zu Cysteamin erheblich geringere Strahlenempfindlichkeit sowie
das Auftreten freier SH-Gruppen, wobei die SH-Konzentration unter Stickstoff
rund zweimal héher als unter Sauerstoff ist.

Von einigen Autoren (z. B. Braams, 1960) wird angegeben, dall Hefeextrakt
freie SH-Gruppen enthilt. In dem von uns verwendeten Hefeextrakt konnten
wir bei pg 8 keine freien SH-Gruppen nachweisen, wohl aber etwa 0,002 Mole
Disulfidgruppen pro Liter 8%oigen Iefeextraktes. Der Widerspruch zu Braams
diirfte aller Wahrscheinlichkeit nach darauf zuriickzufiithren sein. dall die Be-
stimmungen von Braams bei py 5 durchgefithrt wurden.

D. Diskussion

Es ist zweckmiBig, die Bestrahlungsversuche in Puffer von den in anderen
Medien gesondert zu besprechen, und zwar deswegen, weil — wie weiter unten
erliutert wird — der Mechanismus der Strahlenwirkung bei den zwei Versuchs-
anordnungen grundsétzlich verschieden ist: Wahrend in reinem Puffer sog.
indirekte Wirkungen iiberwiegen, spielt bei Bestrahlung in Bouillon (oder
ahnlichen Suspensionsmedien) die direkte Strahlenwirkung eine entscheidende
Rolle.
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I. Indirekte Strahlenwirkungen

Betrachten wir zunichst die Strahleninaktivierung des in reinem Puffer sus-
pendierten T5-Rezeptors. Die hichste Rezeptorkonzentration betrug 500 E/ml;
dies entspricht bei einem ,Molekular“-Gewicht von 1—4-10° (Weidel, Koch
u. Bobosch, 1954) etwa 0,002 g/ml. Dazu kommt noch etwa die gleiche Menge an
organischen Verunreinigungen, die sich bei der Aufarbeitung vom Rezeptor nicht
trennen lassen. 1 ml Rezeptorsuspension (500 E/ml) enthilt somit 1000 mg H,0,
6.2 mg Na,HPO, und etwa 4 mg organische Substanz. Aus diesem Massenver-
hiltnis folgt, dal der Gberwiegende Teil der Strahlenenergie nicht im Rezeptor
selbst, sondern vom Wasser absorbiert wird. Die Inaktivierung des Rezeptors
konnte somit vorwiegend auf Wasserradikale bzw. deren Reaktionsprodukte
zuriickzufithren sein. Dafl dies tatsdchlich der Fall ist, machen die Versuche
wahrscheinlich, in denen bei Zusatz steigender Konzentrationen von ,,Fremd"-
Substanzen die Inaktivierungsdosis zunachst zunimmt und dann einen konstan-
ten Wert erreicht, der etwa das 10fache der Inaktivierungsdosis in reinem Puffer
ausmacht. Der Unterschied in der Schutzwirksamkeit von Bouillon und Glukose
besteht darin, daBl zur Erreichung des (fiir beide Substanzen identischen)
maximalen Schutzeffekts hohere Glukosekonzentrationen benétigt werden, d. h .
dafl Bouillon offenbar ein besserer Radikalfanger ist. Auffallend ist die beson-
ders hohe Wirksamkeit des Hefeextraktes, auf die wir in einem spdteren Zu-
sammenhang ausfiihrlicher zu sprechen kommen werden. Den auf indirekte
Effekte zuriickfithrbaren Anteil der Inaktivierung biologischer Einheiten kann
man dadurch ermitteln, daBl man von der durch Bestrahlung in waliriger Losung
erhaltenen Inaktivierung die durch indirekte Strahlenwirkung erhaltene abzieht.
Wenn die auf direkte und indirekte Effekte zuriickzufiihrende Kurve (Bestrah-
lung in Puffer) N/x, = ¢ und die auf direkte Inaktivierung zuriickzufithrende
(Bestrahlung in > 1%iger Bouillon) ™/x, = e *P folgt, erhdlt man die Dosis-
abhiingigkeit des indirekten Effekts allein durch N/x = e " *)P_ Die ent-
sprechenden fur unsere Versuche durchgefithrten Rechnungen zeigen. dafl der
Rezeptor 1 Puffer, wie oben vermutet, fast ausschlieflich durch indirekte
Strahlenwirkung inaktiviert wird. Der exponentielle Verlauf der Dosiscffekt-
kurven weist ferner darauf hin, da8 der bereits inakuvierte Rezeptor mit den
Radikalen genauso leicht wie der aktive Rezeptor reagiert

Wie fir indirekte Strahlenwirkungen zu erwarten. nimmt die relative Aus-
beute mit steigender Rezeptorkonzentration ab. Betrachtet man nicht den Bruch-
teil, sondern die absolute Zahl inaktivierter Einheiten, so zeigt Tabelle 8. dall
sie mit steigender Konzentration zunimmt. Diese Erhohung des absoluten
Umsatzes mit steigender Konzentration deutet daraut hin. dall offenbar bei einer
Konzentration von 50 E/m! die Reaktion von Radikalen untereinander wahr-
scheinlicher wird als eine Reaktion mit dem Rezeptor. Aus Untersuchungen an
Carboxypeptidase (Dale, Davies u. Meredith, 1949) und Tabakmosaikvirus
(Lea. 1955) schlof man, daf} erst bei Konzentrationen von > O.l“/oigem Protein
die obige Moglichkeit auszuschlieBen ist. Da jedoch, wie fniher erwahnt, 50 E/ml
emer Konzentration von nur rund 0,04% organischer Substanz entsprechen.
steht die festgestellte Abnahme der absoluten Ausbeute nicht im Widerspruch
zu der Annahme einer indirekten Wirkung. Bei Bestrahlung von Rezeptor in
Puffer mit Rontgen- bzw. Gammastrahlen fanden wir eine groflere Wirkung der
Gammastrahlen. Wie einer Zusammenstellung bei Hochanadel (1960) zu ent-
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Tabelle 8. Abhiingigkeit der Inaktivierung des T5-Rezeptors von der Konzentration
(Suspensionsmittel: Phosphatpuffer).

Konzentration der Losung i Zahl der je ml
(in E/ml) . Dosis in 10° R durch 10° R

i ivierten E
vor Bestrahlung nach Bestrahlung inaktivierten

10%o Inaktivierung durch Réntgenstrahlen
200 180 1,30 155

50 45 ‘ 0.83 6

10%0 Inaktivierung durch ¥-Strahlen
200 180 0,55 36
50 45 0,23 20

nehmen ist, nimmt die Radikalausbeute bei einem LET-Wert, welcher der von
uns verwendeten weichen Rontgenstrahlung entspricht, im Vergleich zur Gamma-
strahlung des 8°Co merklich ab, wihrend die Ausbeute an Molekularprodukten
groBer wird. Die kleinere RBW der Réntgenstrahlung 148t daher vermuten, daf3
die Primirradikale beim Rezeptor die wirksamen Agentien sind. Wir erwihn-
ten in einem friitheren Zusammenhang, dafl erst bei der Dosisleistung von
10%%rad - min™’ eine eindeutige Verminderung der Radikalausbeute auftritt. Fiir
die wesentlich niedrigeren Dosisleistungen in unseren Versuchen war somit ein
Zeitfaktor von vornherein nicht zu erwarten und wurde auch nicht beobachtet.

Bereits die im Vergleich zur Gammastrahlung geringere Wirksamkeit der
Rontgenstrahlung liel vermuten, dal die Primérradikale bei der indirekten
Strahleninaktivierung des Rezeptors eine wesentliche Rolle spielen. In die gleiche
Richtung weist auch die Tatsache, daf} die Inaktivierungsdosen bei Anwesenheit
und Ausschlul von Sauerstoff identisch sind. Wéren namlich HO", oder H,0,
die wirksamen Agentien, so miifite eine Bestrahlung unter aeroben Bedingungen,
zumindest im Fall der Gammastrahlung, wirksamer sein. Die Anwesenheit von
Sauerstoff beeinflufit die Ausbeute an OH'-Radikalen nicht, vermindert aber die
von H' und H,0", so dafl — falls H' und H,0~ die wirksamen Agentien wiren —
Sauerstoff einen Schutz ausiiben sollte. Da dies aber nicht der Fall ist, kénnte
man annehmen, dal OH" das wirksame Agens ist. Dieser Schlufi ist jedoch
insofern verfriiht, als unsere Versuche im basischen Bereich durchgefuthrt wur-
den und es bekannt ist, da bei niedrigen py-Werten die Abnahme der H'-Aus-
beute bel Anwesenheit von Sauerstoff kleiner oder sogar ganz aufgehoben sein
kann (Alper, 1955; Butler u. Robins, 1961). Eine Kldrung dieser Frage durch
Bestrahlungsversuche bei niedrigem py war nicht moglich, da die Aktivitét des
T5-Rezeptors bei py < 5 verlorengeht.

Unsere Resultate iiber den Einflul von Cysteamin und Schwefelwasserstoff
auf die Strahlenempfindlichkeit des Rezeptors — wir finden einen Dosisreduk-
tionsfaktor (DRF) von rund 10 — stehen in Ubereinstimmung mit den Ergeb-
nissen an anderen biologischen Elementareinheiten (z. B. Charlesby, Garrat u.
Kopp, 1962; Dickens u. Shapiro, 1961; Latarjet, Ekert u. Demerseman, 1963;
Quintiliani u. Boccacci, 1963). Die Schutzwirksamkeit von Sulfhydrylverbin-
dungen im Fall indirekter Strahlenwirkungen wird allgemein auf ihre Eigen-
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schaften als Radikalfinger zuriickgefithrt (Dale u. Davies, 1951). Entgegen der
héufig vorgebrachten Ansicht (z. B. Barron u. Flood, 1950), da3 die SH-Schutz-
substanzen nur mit oxydierenden Radikalen bzw. ihren Sekundidrprodukten,
d. h. OH’, HO',, H,0,, reagieren, ist zu betonen, daBl nach Littman, Carr und
Brady (1957) auch ein Abfangen der reduzierenden H'-Radikale moglich ist,
indem zum Beispiel Cystein im sauren py-Bereich entsprechend

RSH + H' — RS + H,
2 RS — RSSR

und im alkalischen Bereich entsprechend
RS+ 11" — R+ SH"

reagiert. Da analoge Reaktionen auch fiir Cysteamin und H,S zu vermuten sind,
lassen unsere Versuche mit SH-haltigen Substanzen ebenfalls keine Schliisse
iiber die Art der bei der indirekten Strahleninaktivierung des Rezeptors ent-
scheidenden Radikale zu.

I1. Direkte Strahlenwirkungen

Wie in dem vorangehenden Abschnitt ausgefithrt wurde, kann mit einer
gewissen Berechtigung angenommen werden, daB bei Bestrahlung von Rezeptor
in 2 1% Bouillon direkte Wirkungen stark iiberwiegen. Untersuchungen an
Bakteriophagen (Hoiz u. Zimmer, 1963). in denen gezeigt wurde, dal — obwohl
die KonzentrationserhShung eines Radikalfingers keinen zusatzlichen Schutz
mehr ergibt — die Bestrahlung in trockenem Zustand zu einer weiteren Erhthung
der Inaktivierungsdosis fubrt. weisen allerdings darauf hin, daBl auch bei Zusatz
von Schutzsubstanzen ein kleiner Bruchteil der Effekte noch indirekt bedingt ist.
Dies hangt vermutlich von der Konfiguration der bestrahlten Einheiten, d. h.
vom Verhiltnis der Oberfliche zum Volumen, ab: bei grofler Oberfliche ware
der Einflull indirekter Effekte besonders stark ausgepragt (Latarjet. 1959:
Bhattacharjee u. Das Gupia. 1961). Nach Hutchinson (1962) konnen geldste
Stoffe (z. B. Enzyme) von einer Wasserhiille umgeben sein, deren Dicke bis zu
30 A betragen kann. In der gleichen GroBenordnung liegt aber auch die mittlere
Diffusionsstrecke von Radikalen. Da eine Trocknung des Rezeptors mit einem
Aktivitatsverlust verbunden ist. muBten wir auf entsprechende Versuche ver-
zichten.

Nach den Vorstellungen der Treffertheorie wird eine strahleninduzierte Ver-
anderung durch eine bestimmte Mindestanzahl von Absorptionsereignissen in
einem fiur die Aktivitat des Objektes wesentlichen Teilvolumen (oder seiner
nachsten Umgebung). dem sog. Treffbereich, hervorgerufen. Oft sind die
Absorptionsereignisse mit Ionisationen gleichzusetzen. die beim Durchgang eines
geladenen Teilchens im Treffbereich auftreten. Sowohl die Anzahl der ,,Treffer”
als auch die Treffbereiche hiingen von der Art des biologischen Objektes ab. Der
einfachste (und aller Wahrscheinlichkeit nach auch far den Rezeptor zutreffende)
Fall ist der, daf} ¢in Absorptionsereignis in einem Treffbereich geniigt, um den
Effekt auszulosen. Da die Treffer voneinander unabhéngig und statistisch ver-
teilt sind, ist die Poissonverteilung anwendbar, d. h., der Bruchteil nichtgeschi-
digter Einheiten nimmt mit steigender Dosis exponentiell ab (V/x, = e *P). Der-
artige Eintrefferkurven konnen aber auch durch Uberlagerung mehrerer Mehr-
trefferkurven vorgetduscht werden (Dittrich, 1960: Zimmer, 1960), so daf die
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Feststellung einer exponentiellen Dosisabhingigkeit allein noch keinen eindeu-
tigen Beweis fiir ein Eintrefferereignis darstellt. Es miissen noch weitere
Kriterien erfiillt sein, wie zum Beispiel die Unabhingigkeit der Inaktivierungs-
rate von der Dosisleistung. Wesentlich ist weiterhin die Abhingigkeit von der
ridumlichen lonisierungsdichte der verwendeten Strahlung (LET). Bei Annahme
eines in einem lonisationsereignis bestehenden Treffers in einem Treffbereich
sollte die Wirksamkeit der Strahlen mit zunehmender lonisierungsdichte ab-
nehmen, da bei einem bestimmten LET-Wert damit zu rechnen ist, daf bei
Durchgang eines geladenen Teilchens im Treffbereich mehr lonisationen auf-
treten. als fiir die Inaktivierung benotigt werden. und die iiberzihligen Treffer
zur Inaktivierung nicht mehr beitragen (sog. Sittigungseffekt). Die RBW nimmt
dementsprechend ab, wie man es zum Beispiel beim Phagen S13 feststellte (Lea,
1955). Bei Mehrurefferereignissen dagegen sollte die RBW mit steigendem
LET-Wert im Sinne eines sog. Konzentrationseffektes zunehmen. Unter der
Voraussetzung, dafl die Wirkungswahrscheinlichkeit eines Treffers 1 ist, und
wenn ein kugelformiger Treffbereich angenommen wird, ist eine Berechnung der
Grofle des Treffbereichs méglich. Bei Strahlungen mit hoher Ionisierungsdichte
muB bei den Berechnungen der sog. Uberlappungsfaktor beriicksichtigt werden
(Lea, 1955): Denkt man sich um jede Tonisation ein kugelférmiges Volumen von
der Grofle des Treffbereichs, so werden sich die Kugeln mit zunehmender Jonisie-
rungsdichte in immer stirkerem Malle iiberschneiden. Das gesamte von ihnen
eingeschlossene, das sog. assoziierte Volumen ist um den Uberlappungsfaktor I
kleiner als das Produkt aus Treffbereichsvolumen und Zahl der Ionisationen.
Dieser Faktor ist eine Funktion des Verhiltnisses des Tretfvolumens (berechnet
fiir einen LET-Wert, bei der keine Uberlappung stattfindet, d. h. F = 1 ist) und
der rdumlichen Ionisationsdichte der dicht ionisierenden Strahlung.

Betrachten wir nun unter diesen Gesichtspunkten die Versuche, in denen der
in 4%eiger Bouillon suspendierte Rezeptor bestrahlt wurde und fiir die wir
annehmen, daf} der iiberwiegende Teil der Inaktivierung auf direkte Strahlen-
effekte zuriickzufithren ist. Aus dem exponentiellen Verlauf der Dosiselfekt-
kurven sowie dem fehlenden Einfluf} der Dosisleistung kann auf ein Eintreffer-
ereignis geschlossen werden, und Berechnungen des Treffbereichsvolumens sind
zuliissig. Im Fall des niedrigen LET-Wertes der Gammastrahlung des *"Co
hielten wir die Voraussetzungen fur die Anwendbarkeit des einfachen , klas-
sischen™ Ansatzes fiir erfullt. Die Dosis D, die im Durchschnitt ein Absorptions-
ereignis pro Treffbereichsvolumen v hervorruft (d. h. die D 37%0). ist diejenige
Dosis, der 1/v Absorptionsereignisse entsprechen. und wird in Einheiten der
absorbierten Energie (rad) wiedergegeben. Den Berechnungen legten wir im
einzelnen folgende Werte zugrunde: Dichte des Rezeptors 0 = 1,15 (Weidel. Koch
u. Bobosch, 1954); D 37%6 (Gammabestrahlung) = 5,8-10R: 1 R = 0,935 rad.
berechnet mit Iilfe der Tabellen fiir Massenabsorptionskoeffizienten (NBS-
Handhook 78, 1961) fiir die atomare Zusammensetzung des TH-Rezeptors:
I rad = 100 erg/g = 6.24-10'3 eV/g. Schliefilich wurde angenommen, dal} ein
inaktivierendes Ereignis der Absorption von 100 eV entspricht, d. h. der
Energieabgabe einer sog. Primirionisation, unter der eine Gruppe dicht benach-
barter Ionisationen verstanden wird. Da Ionisationen in der Regel nicht einzeln,
sondern bevorzugt in Hiaufchen auftreten, ist es auch zweckmalig, eine Primiir-
ionisation und nicht eine Einzelionisation mit einer Energieahgahe von 38 eV
als Treffereignis anzusehen. Wirerhalten mit diesen Zahlen v, = 2.57-107"% em?,
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wobei der Berechnung die Annahme eines kugelformigen Treffvolumens zugrunde
liegt, dessen Durchmesser somit 79 A betriigt. Fiihrt man die gleiche Berechnung
fiir weiche Rontgenstrahlen durch, so ergibt sich nach Einsetzen von D 37%0 =
9.65-10°R und 1R = 0.88 rad ein Treffbereich von v, = 1,64-10719 cm®.
Dieser Wert muf} jedoch noch durch den Uberlappungsfaktor F korrigiert wer-
den, der eine Funktion von v; und der rdumlichen Ionisierungsdichte der Ront-
genstrahlung (Zerr. = 1,4 A) ist. Die letztere setzten wir mit der Ionisations-
dichte monochromatischer Rontgenstrahlen der Wellenlange /= 1,5 A gleich
und erhielten nach Einsetzen des entsprechenden Wertes und des fiir Gamma-
bestrahlung errechneten Treffbereichsradius in die von Lea (1955) angegebene
Tabelle fiir F einen Wert von 1.53. Damit ergibt sich vy =1,53-1,64-1071%
= 2,51-107" ¢m®. Dieser Wert v, kommt dem fiir Gammabestrahlung errechne-
ten Volumen v, nahe. Aus der guten Ubereinstimmung kann geschlossen werden.
daB} die bereits auf Grund der Eintrefferkurven sowie des fehlenden Zeitfaktors
vorgeschlagene Deutung der Inaktivierung des Rezeptors als ein lonisierungs-
ereignis gerechtfertigt ist.

Eine Abschatzung des Treffvolumens wurde bereits von Weidel und Homann
(1960) durchgefuhrt, die einen Wert von v, = 3.1-10"*% cm® ergab. Die Dis-
krepanz zu dem von uns erhaltenen Wert von vy = 2,57-1071% cm? ist unseres
Erachtens durch folgendes bedingt: Weidel und HHomann legten ihrer Berechnung
die D 37%0 bei Bestrahlung in Hefeextrakt zugrunde. Wir konnten jedoch zeigen,
dall Hefeextrakt einen zusiitzlichen Schutz ausiibt. durch den sich die D 37%0
im Vergleich zu Bouillon auf das 1.63fache erhtht. Als Primérereignis wurde
weiterhin nicht die sog. Priméirionisation. sondern die Erzeugung eines lonen-
paares (Energiezufuhr von 38 eV) angesehen. Nicht beriicksichtigt wurde schlie3-
lich der Uberlappungsfaktor F = 1,53 fiir die von den Autoren verwendete
weiche Rontgenstrahlung (Zer = 1.4 A). Multipliziert man dementsprechend
das von Weidel und Homann angegebene Volumen von v, = 3.1-1072% ¢cm?® mit
1.63-2,63-1,53, so erhoht es sich auf vy = 2,04-1071" cm® und unterscheidet
sich damit nicht mehr wesentlich von dem von uns berechneten Wert. Wir mussen
uns natiirlich dariiber klar sein. daf die berechneten Treffvolumina im Hinblick
auf die bereits erwihnte Moglichkeit. dall indirekte Strahlenwirkungen in
unserem System noch eine gewisse Rolle spielen, nur als Ndherungswerte ange-
sehen werden durfen und daB sie weiterhin keine Aussage {iber die Form des
Treffbereichs gestatten. Der sehr niedrige Wert des Volumens steht jedenfalls
nicht im Widerspruch zu den Vorstellungen, die man sich unter Heranziehung
anderer Argumente vom Rezeptorareal machen kann. Da die Bindung des
T5-Bakteriophagen an das kugelformige Rezeptortellchen auf einem Kontakt
beruht und somit eine dem Durchmesser des Phagenschwanzes von etwa 150 A
entsprechend grofie Fliche des Areals zur Voraussetzung haben mufl, kinnte
man sich — im Hinblick auf den niedrigen Wert des Treffvolumens — das Areal
als eine aus dem Rezeptorteirlchen herausgeschnittene Kugelkalotte von sehr
kleiner Dicke vorstellen.

Nicht nur indirekte Strahleneffekte. sondern auch die durch direkte Energie-
absorption im Treffbereich selbst verursachten Strahlenwirkungen zeigen hiufig
eine Abhingigkeit von der Sauerstoffkonzentration: Eine erhohte Strahlen-
empfindlichkeit bei Anwesenheit von Sauerstoff wurde zum Beispiel bei Bak-
terien (Alper, 1961), bei Bakteriophagen, wenn sie als Bakterien-Phagen-
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Tabelle 9. Die Schutzwirkung von Sulfhydrylverbindungen auf die Strahlenempfindlich-
keit verschiedener biologischer Objekte bei direkter Strahlenwirkung. DRF = Dosis-
reduktionsfaktor; Cy = Cystein; CyA = Cysteamin; MA = Mercaptoithanol;

G = Glutathion.

Objekt : Bestrahlung Schutzstoff:  DRF Literatur
T1-Phage trocken und gefroren CyA 2 Hotz u. Zummer (1963)
T1-Phage 1%/nge Bouillon Cy 2 Hotz u. Muller (1960)
T2-Phage 19%/01ge Bouillon Cy 2,5 Hotzu Muller (1960)
T7-Phage 1%/oige Bowllon Cy 24 Hotzu Muller (1960)
T5-Phage 1%vige Bouillon H,S 2 eigene Versuche
T2-Phage 1% n1ge Bouillen CyA 2.5 Marcovich (1958)

T2-Phage 1%sige Bowllon MA 1.9 Howard-Flanders u.a (1963)
T2H-Phage 49 ¢ige Bouillon Cy 2 Doerman (1951)

T2r-Phage gefroren Cy 1,7 Epstemn u. Schardl (1957)
Transform DNS intrazellular CyvA 2.8 Hutchwson u Arena (1960)
Invertase trocken Cy 2 Braams u a (1958)
Invertase trocken G 2 Braams u.a (1958)
Ribonuclease trocken G 18 Braams w a (1958)

Urease trocken Cy 1.8 Braams (1960)

Katalase trocken G 1.7 Norman u. Ginoza (1958)
Bac megatherium  trocken H,8 2 Powers u. Kaleta (1960}
Gerstensamen trocken H.S 2 Elrenberg u. Nybom (1954)

Komplex bestrahlt werden (Howard-Flanders u. Jockey, 1960), sowie bei intra-
zelluldrer DNS (Hutchinson u. Arena, 1960) beobachtet. Bei Bestrahlung von
Phagen im Ruhezustand (Hewitt u. Read, 1950) dagegen und bei extrazellulirer
DNS (Huichinson, 1961) war die Anwesenheit von Sauerstoff wihrend der Be-
strahlung ohne Einflul. Die Potenzierung des direkten Strahlenschadens durch
Sauerstoff wird allgemein so gedeutet. dafi die durch Bestrahlung gebildeten
.Bioradikale” mit den Sauerstoffmolekiilen, die biradikalischen Charakter
haben, unter Bildung von Peroxyradikalen reagieren:

R -+ 0,— RO,

wobei diese Reaktion eine sonst unter Umstinden mogliche Reparation des
Schadens durch zelleigene Schutzstoffe verhindern konnte (van Dyke, 1959
Marcovich, 1958; usw.). Das Fehlen eines Sauerstoffeffektes andererseits konnte
mit dem Fehlen eines endogenen Schutzstoffes erklirt werden, so dall der
maximal mogliche Schaden auch in Abwesenheit von Sauerstoff auftritt. Von
Gordy (1959) wurde auBerdem darauf hingewiesen, da} in trockenen Systemen
bestimmte Radikale mit Sauerstoff iberhaupt nicht reagieren. Diese sehr un-
wahrscheinliche Moglichkeit braucht jedoch fiir unser wasserhaltiges System
nicht berticksichtigt zu werden.

In den letzten Jahren wurde wiederholt iiber eine Schutzwirksamkeit von
SH-haltigen Substanzen unter Versuchsbedingungen berichtet, bei denen die
Strahleneffekte durch Wasserradikale keine oder eine nur untergeordnete Rolle
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spielen (Tab. 9). Als Erklirung fiir diese auch als sog. Superschutz bezeichnete
Erscheinung sind verschiedene Mechanismen denkbar. Gray (1956) ging bei der
Deutung der Schutzwirksamkeit von SH-Substanzen in Systemen, bei denen
indirekie Wirkungen iiberwiegen, davon aus, daf} die allgemein und insbeson-
dere unter Bestrahlung auftretende Oxydation der SH-Substanzen zu einer Sen-
kung des Sauerstoffpartialdrucks fiihrt, die ihrerseits die Strahlenwirkungen
infolge verminderter Ausbeute von HO', bzw. H;0, herabsetzt. Diese Erklidrung
kann natiirlich auch fiir den Superschutz bei direkten Strahlenwirkungen iiber-
nommen werden, und zwar dann, wenn eine Verstirkung des direkten Schadens
durch Sauerstoff nachgewiesen ist. Eldjarn und Pikl (1956) konnten sowohl
in vitro als auch beim Sdugetier zeigen, dal SH-haltige Schutzstoffe mit freien
Sulthydrylgruppen des biologischen Objektes unter Bildung gemischter Disulfide
reagieren konnen. Es wurde postuliert, dall dies die endogene SH-Gruppe so-
wohl vor dem Angriff oxydierender Wasserradikale als auch vor direkten Strah-
leneffekten schiitzt, und zwar sollte das nach Absorption von Strahlenenergie
im biologischen Molekiil selbst entstehende ungepaarte Elektron durch Energie-
wanderung an der Disulfidbindung lokalisiert werden. Nach Auflésen der S-S-
Bindung wiirde ein intaktes Biomolekiil zuriickbleiben, wahrend das Schutz-
stoffmolekiil Radikalcharakter erhilt. Es ist ohne weiteres klar, daf} ein solcher
Wirkungsmechanismus der Schutzstoffe nur dann in Betracht gezogen werden
darf, wenn die biologische Einheit SH-Gruppen besitzt.

Fiir die Fille, bei denen die obigen Voraussetzungen nicht gegeben sind und
trotzdem ein Superschutz auftritt (z. B. bei Bakterien-DNS, s. Tab. 9), schlugen
Alexander und Charlesby (1954) und Howard-Flanders (1960) den sog.
H-Donatoren-Mechanismus vor. Es wird dabei angenommen, daf} im bestrahlten
Substrat folgende Reaktionen ablaufen:

I. RH— R° + H;

2. R® + R*" = R—R (in Abwesenheit von O,);

R* + 0, — RO's (in Anwesenheit von O,);

. R+ SH— RH -+ S° (SH anwesend. O, abwesend) ;

. Konkurrenz zwischen Reaktion 3 und 4. wenn SH und O, anwesend.

(LI SN

Hinweise fiir die Reaktion 1 geben Elektronen-Spin-Resonanz-lMessungen
(ESR) an Phagen-DNS (Miiller. 1962). Auch die Reaktionen 2 und 3 sind nach
in-vitro-Untersuchungen von Alexander u.a. (1961) sowie Left. Stacey und
Alexander (1961) verifiziert, und es erscheint plausibel, dal die Bildung von
R—R (z. B. Vernetzung von DNS) und Peroxyradikalen zu schweren Schiden
biologischer Systeme fithren kann. Fiir die Existenz der Reaktion 4 schlieflich
sprechen Untersuchungen von Alexander und Ormerod (1962) sowie Ormerod
und Alerander (1963). Eine ausfiihrliche Diskussion des l-Donator-Modells
findet sich bei Hotz und Zimimer (1963).

Auch im Falle des Rezeptors ist ein Superschutz des Cysteamin nachweisbar,
jedoch zeigt ein Vergleich mit T1-Bakteriophagen, dem bisher in dieser Hinsicht
am eingehendsten untersuchten Objekt, eine Reihe wesentlicher Unterschiede
(Tab. 10), und es ist zweckmiBlig, bei der Diskussion unserer Ergebnisse von
diesen Unterschieden auszugehen. Zundchst ist festzustellen, dafl die Wirksam-
keit des Cysteamin beim Rezeptor durchgehend schwiicher als beim Bakterio-
phagen ausgeprigt ist. Da einerseits zur Inaktivierung des Rezeptors erheblich
hohere Strahlendosen als beim Bakteriophagen erforderlich sind, auf der an-
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Tabelle 10. Vergleich der Schutzwirkung von Cysteamin unter aeroben und anaeroben
Bedingungen auf T5-Rezeptor und T1-Phagen.

DRF
Bedingungen T1-Pha
5. ge
T5-Rezeptor (Hotz 1964)*

4%01ge Bouillon Ny 1,0 1.0
49%gige Bouillon 0, 1,02 1,17
1% 01ze Bouillon
+ 0,001 molar Cysteamin N, 1,17 2.40
4% 0n1ge Bouillon
+ 0,001 molar Cysteamin O, 1.14 1,50
1%g1ge Bomllon
+ 0.15 molar Cysteamin N, 1.18 3,0
19%/ige Bouillon
+ 0,15 molar Cysteamin O, 1,43 2.5

* Hotz, pers Mtt

deren Seite aber bekannt ist, dall SH-Substanzen durch ionisierende Strahlen
zerstort werden (Shapiro u. Eldjarn. 1955), liegt die Annahme nahe, den gerin-
geren Schutz des Cysteamin beim Rezeptor auf eine Abnahme der Konzentration
widhrend der Bestrahlung zurtuckzufithren. Auch wir konnten eine eindeutige
Abnahme der Konzentration freier Sl1I-Gruppen bei Bestrahlung von Cysteamin
(Abb. 4) nachweisen; der Umsatz ist zwar kleiner als in den Versuchen von
Shapiro und Eldjarn. die jedoch unter anderen Bedingungen (niedrigere Kon-
zentration, Bestrahlung in Phosphatpuffer) durchgefithrt wurden. Die oben in
Betracht gezogene Erklarungsmdoglichkeit kann jedoch auf Grund folgender Be-
funde und Uberlegungen ausgeschlossen werden: Sowoh! die Inaktivierung des
Rezeptors als auch die Abnahme der SH-Konzentration zeigen eine exponentielle
Dosisabhiingigkeit und kaum voneinander verschiedene D 37%-Werte. Da wei-
terhin Cysteaminkonzentrationen im Bereich von 0,01 bis 0,15 molar gleich
wirksam sind, besteht kein Grund. den geringen Schutz des Cysteamin auf eine
strahlenbedingte Konzentrationsabnahme zuriickzufithren. In die gleiche Rich-
tung weist auch die Tatsache, daf§ die Wirksamkeit von 11,5, dessen Konzentra-
tion ja wdhrend der gesamten Bestrahlungsdauer konstant bleibt, die von
Cysteamin nicht iibertriffc. Wir konnen somit annehmen, dafl die im Vergleich
zu Bakteriophagen geringere Schiitzbarkeit des Rezeptors unter den gegebenen
Versuchsbedingungen eine inhéirente Besonderheit des Rezeptors ist.

Stellt man sich die Frage nach dem Mechanismus des Cysteaminsuperschutzes,
so kann die von Eldjarn und Pihl (1956) vorgeschlagene Hypothese der ge-
mischten Disulfide sofort ausgeschlossen werden, weil weder die Protein- noch
die Lipopolysaccharidkomponente des Rezeptors SH-Gruppen aufweist. Eben-
falls auszuschlieBen ist die Erklirung, die von der Senkung des Sauerstoff-
partialdrucks (infolge der Oxydation der SH-Gruppen) ausgeht, da in diesem
Falle gefordert werden miifite, dafl die Anwesenheit von Sauerstoff die Strah-
lenwirkung verstirkt, was aber beim Rezeptor nicht der Fall ist. Es kann somit
zur Erkldrung des Superschutzes nach Ausschlufl der anderen Deutungsmoglich-
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keiten nur der sog. H-Donatoren-Mechanismus herangezogen werden. Der starke
Unterschied in der Schiitzbarkeit des Rezeptors und des T'1-Bakteriophagen, fir
den aus prinzipiell den gleichen Uberlegungen ebenfalls das Wirksamwerden
des H-Donatoren-Mechanismus wahrscheinlich gemacht werden konnte (Hotz
u. Zimmer, 1963), kann befriedigend nur durch die Annahme erklart werden,
daB die Uberfithrung der hiologischen Molekiile in einen Radikalzustand im
Falle des Rezeptors fiir einen nur verhaltnismifig kleinen Bruchteil der Schiidi-
gung verantwortlich zu machen ist, d. h. anders ausgedruickt, dafl die primare
Energicabsorption haufiger zu anderen Sekundarreaktionen fuhrt. Die andere
Denkmoglichkeit, daBl ndmlich in beiden Objekten die Radikalausbeute identisch
ist, daf} aber dic im Rezeptor ausgelosten Radikale eine wesentlich geringere
Reaktionsfahigkeit mit 11-Donatoren zeigen, erscheint weniger wahrscheinlich.

Ein weiterer Unterschied im Verhalten von Rezeptor und Bakteriophagen ist
der, dafl in dem untersuchten Konzentrationsbereich von 0,01 bis 0,15 molar
Cysteamin beim Rezeptor gleich wirksam ist. wihrend im Falle des Bakterio-
phagen die Wirksamkeit in diesem Konzentrationsbereich stark zunimmt und
das Plateau erst bei Konzentrationen von >> 0.15 molar erreicht wird. Da aber
der Bruchteil des durch SH-Substanzen grundsatzlich schiitzbaren Rezeptors
nach dem oben Gesagten wesentlich kleiner als beim Bakteriophagen zu sein
scheint, war ein solcher Unterschied auch zu erwarten. Ein letzter und sehr
wesentlicher Unterschied betrifft den Emflufl von Sauerstoff auf die Schutzwir-
kung des Cysteamin. Wie der Zusammenstellung in Tabelle 10 zu entnehmen
15t. reduziert Sauverstoff beim Bakteriophagen die Effektivitit des ('vsteamin.
wahrend beim Rezeptor eine entgegengesetzte Abhdngigkert besteht. indem die
Anwesenheit von Saucerstoft die Cysteaminwirkung. zumindest bei der hoheren
Konzentration, deutlich erhoht. Das von Herander und Charlesby (1934} vor-
geschlagene Modell des H-Donatoren-Mechanismus postuliert. dafl Sauerstoff
durch Reaktion mit dem Bioradikal den Strahlenschaden irreversibel macht. und
zwar unter Uberfilhrung des letzteren in ein Peroxyvradikal Die Herabsetzung
des SH-Schutzes durch Sauerstoff ware demzufolge auf eine Konkurrenz de
Yeaktionen 3 und 4 zuriickzufithren. Aus dem Felilen eines Sauerstoffeffektes
heun Rezeptor hatten wir geschlossen. dafl die Reaktion des Bioradikals mit
Sauerstoff im Vergleich zu anderen Reaktionen eine nur untergeordnete Rolle
spielt. Dies wurde zwar das Fehlen emes antagonisuschen Sauerstofteffektes
bei Bestrahlung mit Cysteamin erklaren. jedoch nicht die von uns beobachtete
erhohte Schutzw i kung des Cysteamin.

Liimen Ansatzpunkt tur eine Deutung des zuletzt erwahnten Befundes glauben
wir m den Irgebnissen des Versuchs zu sehen. in dem die Strahlenumsetzung
des Cysteann unter acroben und anaeroben Bedingungen untersucht wird. Wir
hatten gesehen. dafl eme echte Zerstorung von SH-Gruppen — eine Diskussion
der hierhir verantworthchen Reaktionen liegt aulierhalb des Rahmens der vor-
hegenden Untersuchung — von der Art des Gases unabhangig 1st: wohl abel
liegt insofern cin ausgepragter Unterschied vor. als bel Anwesenheit von Sauer-
stoft emn gewisser und nicht unerhebhicher Bruchteil der SH-Gruppen oxvdiert
wird, so dafl sich 1m untersuchten Strahlendosishereich cine anndhernd kon-
stante Konzentration des Oxvdationsprodukts. des Cvstamin. einstellt. Bei
Bestrahlung unter anaeroben Bedingungen dagegen konnten wir bei keiner
Strahlendosis Disulfidgruppen nachweisen. Im Lachte dieser Ergebnisse und.
nachdem gezeigt werden konnte. dafi Cyvstamin wesentlich strahlenresistenter
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als Cysteamin ist, erschien es uns auch angezeigt zu priifen, ob Cystamin selbst
eine Schutzwirkung zeigt. Diese Vermutung konnte nicht nur bestatigt werden,
sondern es zeigte sich iiberraschenderweise eine wesentlich héhere Wirksamkeit
des Cystamin. Es liegt somit nahe, die Steigerung des Cysteaminschutzes durch
Sauerstoff auf das bei der Bestrahlung entstehende Cystamin zuriidkzufuhren.
Der Vergleich der niedrigsten noch wirksamen Cystaminkonzentration (Tab. 6)
mit der Cystaminausbeute bei Bestrahlung von Cysteamin (vgl. Abb. 4) zeigt,
daB fiir eine solche Annahme in quantitativer Hinsicht keine Schwierigkeiten
bestchen. Der Nachweis einer Schutzwirksamkeit des Cystamin konnte weiter-
hin auch zur Erklirung der auffallend hohen Inaktivierungsdosen herangezo-
gen werden, die bei Bestrahlung des Rezeptors in lefeextrakt erforderlich sind
(Tab. 2); ein moglicher Zusammenhang ergibt sich hier insofern, als wir im
Hefeextrakt, nicht aber in der Bouillon, eine verhiltnismaBig hohe Konzentra-
tion an reduzierbaren Disulfidgruppen nachweisen konnten.

Eine Schutzwirksamkeit des Cystamin ist an sich nach den Vorstellungen
von Eldjarn und Pihl (1960) durchaus plausibel und konnte auch bei Be-
strahlung von Siugetieren nachgewiesen werden (Bacq, 1954). Desgleichen liegt
eine neuere Untersuchung von Quintiliani und Boccacci (1963) vor, die unter
dem Einfluff von Cystamin eine Herabsetzung der Strahlenempfindlichkeit der
Aldolase bei Bestrahlung in Puffer feststellten. Unabhéngig davon, ob man vom
Modell der gemischten Disulfide ausgeht oder den Vorstellungen von Bacg
(1954) folgt, denen zufolge Cystamin durch eine Reduktase in das wirksame
Cysteamin iiberfiihrt wird, sind die bisher angefiihrten Tatsachen und Uber-
legungen fiir unsere Fragestellung irrelevant, da sie bestenfalls eine dem
Cysteamin vergleichbare Wirksamkeit des Disulfids, nicht aber eine Steigerung
der Wirksamkeit, wie sie beim Rezeptor vorliegt, zu erkldren imstande sind.

Um die hohere Schutzwirksamkeit des Cystamin befriedigend zu erklaren.
miilte folglich ein grundsitzlich anderer Wirkungsmechanismus des Cystamin
angenommen werden, jedoch liegen zum gegenwartigen Zeitpunkt noch keine
experimentell oder theoretisch ausreichend begriindeten lHinweise in dieser Rich-
tung vor. Von Pryor und Guard (1964) konnte zwar gezeigt werden, dall be-
stimmte Phenylradikale mit verschiedenen aliphatischen Disulfiden unter Auf-
hebung des Radikalzustandes reagieren konnen, entweder durch Ubertragung
des (in bezug zum Schwefel) in a-Stellung befindlichen Wasserstoffatoms oder
durch Bildung eines Phenylthioathers. Unabhangig davon. ob solche Reaktionen
in dem uns interessierenden Fall iberhaupt stattfinden konnen. miifite, hevor
ein dhnlicher Mechanismus postuliert wird, auch der Nachweis gefithrt werden.
dal} in dem speziellen Fall der Phenylradikale sulthydrylhaltige Substanzen
weniger wirksam als Disulfide sind. Wir sind bisher auch nicht imstande, eine
befriedigende Erklirung fiir die Tatsache zu geben. dab die Wirksamkeit des
Cystamin in Anwesenheit von Sauerstoff erhoht zu sein scheint. da in diesem
Fall die fiir Cysteamin vorgeschlagene Deutung natiirlich nicht in Frage kommt.
Betrachten wir die Ergebnisse des Versuchs, in dem die Strahlenumsetzung des
Cystamin bestimmt wurde, so ist bei Bestrahlung unter aeroben Bedingungen
die Abnahme der Disulfidkonzentration zwar etwas geringer als bei Bestrah-
lung unter Stickstoff; doch ist der Unterschied nur geringfiigig und kann im
Hinblick auf die von uns festgestellte Wirksamkeit sehr kleiner Cystaminkonzen-
trationen nicht zur Erklirung herangezogen werden. Eine andere Denkmoglich-
keit, deren experimentelle Priifung den Rahmen der vorliegenden Untersuchung
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allerdings iibersteigt, kénnte von der Annahme ausgehen, da8 unter dem Ein-
fluBl der Strahlung Umsetzungsprodukte des Cystamin entstehen, die in hoherer
Konzentration auf den Rezeptor toxisch wirken. Der beobachtete Sauerstoff-
effekt wiirde dann bedeuten, dafl die hypothetischen toxischen Agentien durch
Reaktion mit Sauerstoff unwirksam gemacht werden.

Zusammenfassung

Es wurden die Inaktivierung des T5-Rezeptors durch weiche Rontgen- und Gamma-
strahlen sowie deren Abhingigkeit von der Art des Suspensionsmediums, der Sauer-
stoffkonzentration und der Anwesenheir S-haltiger Substanzen untersucht. Bei Bestrah-
lung in reinem Puffer wurde festgestellt, dal} die Inaktivierung im wesentlichen indirekt.
d h durch Produkte der Radiolyse des Wassers, erfolgt. Die Abnahme der Inaktivie-
rungsrate bei Strahlung mit hohem linearem Energietransfer und der fehlende Emflul
von Sauerstoff machen es wahrscheinlich, dafl die Primarradikale I1°, OH' sowie H,0"
die maktivierenden Agentien sind. Ber Bestrahlung in Bouillon (und ahnlichen Medien)
liberwiegen direkte Strahlenwirkungen.

Die Anwesenheit von Cysteamin bzw. Schwefelwasserstoff bei Bestrahlung in Puffer
erhoht die Inaktivierungsdosen auf rund das 10fache; die Schutzwirkung der SII-
Substanzen wird in diesem Fall auf ihre Eigenschaften als Radikalfinger zurtickgefiihrt.
Die Schutzwirkung des Cysteamin ber iiberwiegender direkter Strahlenwirkung ist
erheblich schwacher und wird auf die Eigenschaften der SH-Substanzen als II-Donatoren
zuriickgefuhrt. Erstmalig wurde fur Cystamin eine Schutzwirkung gefunden. welche die
von Cysteamin erhebhich itbertrifft.

Summary

The inactivation of the T3-receptors was investigated by means of soft X-ravs and
y-rays, and its dependence upon the kind of medium of suspension, the oxygen concen-
tration, and the presence of sulfur-containing substances It was observed that under
irradiation 1n buffer the mactivation is primanly due to mdirect effects. 1. e. through
products of water radiolysis. A decrease of the nactivation rate under irradiation with
high lincar energy transfer. and the absence of the influence of oxygen points to the
probability that the primary radicals I{". OH' and H,0  are the inactivating agents.

During irradiation in broth (and i similar media) damage is maimnly due to direct
radiation effects.

If cvsteammme or hvdrogensulfide are present during irradianion in buffer, the
mactivation-dose is increased approximately 10 fold; in this case the protecuve effect
of the SH-substances is attributed to their capacity as radical scavenger. The protective
effect of cysteamine in the case of primarily direct action of radiation is considerably
weaker and 1s attributed to the properties of the SH-substances as II-donators. It has

been found for the first ume that cystamine gives far stronger protection than
cysteamine.

Resumeé

L'mactivation des récepteurs du phage T3 par les rayons X-mous et ;, ainsi que
I'influence du mihieu de suspension. de la concentration en oxygene et de la présence de
substances soufrées sur cette inactivation, ont fait 1'objet des recherches relatées ici.
On a constaté que, pour l'irradiation en tampon pur. I'inactivation a heu essentiellement
par un processus indirect, ¢'est-d-dire par I'intermédiaire des produits de radiolyse de
leau. La décroissance du pourcentage de radioinactivation avee l'accroissement du
“LET” d'une part, et I'absence d'mfluence de oxygene d'autre part, conduisent a
penser que les radicaux primaires H" et OIH'. ains1 que H,O . sont les agents inactivants.

Lorsque lirradiation a lieu en bouillon (ou en milicux semblables) I'action directe des
radiations est prépondérante.
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La présence de cystéamine ou de 11,8 dans le tampon au cours de l'irradiation éléve
les doses inactivantes d'environ 10 fois; 'action pratectrice des substances & groupe-
ments-SIl est dans ce cas attribuée a leur affinit¢ pour les radicaux. La protection par
la cystéamine est nettement affaiblie lorsque Veffet des radiations est direct. et est
exphiquée par la propriété qu'ont les substances & groupements-SII de donner des atomes
d hydrogeéne. Pour la premére fois la cystamine a été trouvée exercer une action pro-
tectrice. qui, de plus, est irés supéricure a celle de la cystéamine
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