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Zum Nachweis mitogenetischer Strahlung durch beschleunigtes
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Mit 1 Textabbildung.
(Eingegangen am 22. Juli 1933.)

" Der Nachweis mitogenetischer Strahlung durch Bakterien ist im
allgemeinen erfolgreicher gewesen als der durch Hefesprossung. Immer-
hin liegt eine Anzahl negativer Ergebnisse vor, deren Ursache durch
die folgende Untersuchung geklirt werden sollte. Inzwischen ist durch
Wolff und Ras (1932) bereits die Ursache mancher MiBerfolge erkannt
worden, die in den folgenden Sitzen dieser Verfasser zusammengefaBt
werden kénnen:

,, Ein positiver Effekt entsteht nur wihrend der pralogarithmischen
Phase und nicht in der logarithmischen Phase‘*; ferner: ,,Hieraus miissen
wir schlieBen, daB unsere Strahlen nur sehr wenig in die Bouillon eindringen,
und daher nur diejenigen Bakterien von den Strahlen getroffen werden
konnen, die sich in der Oberflichenschicht befinden®*.

Wir konnten beide Fehlerquellen bestitigen und erweitern. Im
folgenden sollen nur Versuche mit Bacterium coli angefiihrt werden,
die mit einer Agarkultur des gleichen Bakteriums bestrablt wurden.
Der Sender war in allen Versuchen genau der gleiche ; nur die Detektor-
kultur wurde geindert, um den Einflu wechselnder Versuchs-
bedingungen festzustellen.

1 Der Heckscher Research Foundation, durch deren finanzielle Unter-
stiitzung diese Arbeit ermdoglicht wurde, sei auch an dieser Stelle bestens
gedankt.
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Versuchsanordnung,

Als fester Nahrboden diente Nahragar mit 0,39, Fleischextrakt,
0,59, Pepton und 1,5 %, Agar. Als flizssiger Ndhrboden fiir die Detektor-
kultur diente eine sehr verdimnte Nahrbouillon mit 0,039, Fleisch-
extrakt und 0,059, Pepton, die also nur ein Zehntel der Nahrstoffe
der normalen N&hrbouillon enthielt.

Der Sender war stets eine Agarkultur von Bacterium coli. Die
sterile Agaroberfliche einer Petri-Schale wurde mit einer ein- bis vier-
tigigen Bouillonkultur tberflutet, die Fliissigkeit wurde dann ab-
gegossen, und die so beimpfte Platte 4 Stunden bei 37° gehalten. Bei
allen Versuchen war diese Kultur zu Beginn genau 4 Stunden alt.

Als Detektor dienten Bouillonkulturen desselben Bakteriums. Die
Bestrahlung erfolgte anfangs unmittelbar nach dem Ubertragen der
Bakterien in frische Nahrlésung. Alle zum Uberimpfen und zum Zihlen
nétigen Verdiinnungen wurden mit derselben Niahrlosung angelegt,
die auf 37° vorgewirmt war. Dieses Vorwirmen wurde auch mit alien
anderen Losungen und Apparaten vorgenommen, um Kilteschock zu
vermeiden.

Zum Versuch wurde iiber die offene Pefri-Schale mit der vier-
stiindigen Agarkultur von Bacterium coli ein Blechdeckel gelegt, der
einen kreisrunden Ausschnitt von 45 mm Durchmesser besaB. Uber
diesem lagen zwei ditnne Drahte, auf denen eine Quarzschale von
45 mm Durchmesser ruhte. In diese Schale wurde 1 cem der frisch
beimpften Bouillon getan (Abb. 1). Das Schalchen wurde durch einen
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Kontrolle, Bestrahlungsversuch.
Abb. 1.
Versuchsanordnung bei Bestrahlung der Bakterienkultur durch den Boden einer Quarzschale.

Glasdeckel verschlossen, um chemische Einfliisse auszuschalten: die
Bestrahlung erfolgte durch den etwa 1 mm dicken Boden des Quarz-
schilchens. Als Kontrolle diente eine ganz #hnliche Kultur, bei der
aber zur Absorption der ultravioletten Strahlung eine Glasplatte
zwischen Quarzschale und Sender sich befand. Die gesamte Apparatur
wurde in einer groBen feuchten Kammer bei 37° gehalten.

Die Bakterien wurden mittels Agarplatten gezidhlt. Da zur Ver-
meidung tiefer Schichten nur sehr kleine Flussigkeitsmengen verwandt
wurden, erfolgte die Probenahme mit Pipetten, wie sie zur mikro-
skopischen Bakterienzihlung in Mileh benutzt werden; sie enthalten
0,01 ccm.
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Alle Angaben iiber Bakterienzahlen sind auf Zellenzahl je 1 cecm
umgerechnet, um ein fiir allemal ein gleiches MaB zu haben, und um
auch einen genauen Begriff von der Bakterienkonzentration zu geben,
da diese Konzentration in Anbetracht der gegenseitigen Bestrahlung
der Bakterien von Wichtigkeit ist.

Einfluf des Alters der Stammkultur.

In der nihrstoffarmen Losung wuchsen die Bakterien etwas lang-
samer als in der iiblichen, zehnmal so konzentrierten Nahrbouillon.
Nach 24 Stunden war die Hochstzahl bei 37° noch nicht ganz erreicht;
die Bakterien befanden sich noch im letzten Wachstumsstadium, und
nach Uberimpfung zeigten sie nur in der ersten Stunde eine Wachstums-
verzogerung. In der zweiten Stunde war die Wachstumsgeschwindigkeit
schon normal. .

Die 2 Tage alten Kulturen haben bereits den Endpunkt der Ver-
mehrung erreicht, und miissen als alte Kulturen bezeichnet werden.
Bei ihnen dauerte es 3 bis 4 Stunden, ehe ein deutliches Wachstum
einsetzte. Die 3 und 4 Tage alten Kulturen sind von den 2 Tage alten
hierin wenig verschieden.

Unsere Versuche mit dauernder Bestrahlung (Tabelle I) zeigen
bei den 24 Stunden alten, noch nicht ganz ausgewachsenen Kulturen
keinen deutlichen mitogenetischen Effekt. Bei einigen Versuchen wird
sogar bei langer Dauer der Bestrahlung eine Verzigerung deutlich
sichtbar. Bei allen 2 und mehr Tage alten Kulturen ist eine Beschleuni-
gung recht deutlich.

Einige Versuche mit kiirzerer Bestrahlungsdauer ergaben, daB
30 und selbst 15 Minuten bereits zur Auslosung des mitogenetischen
Effektes geniigen (Tabelle IT), aber nur bei alten Kulturen.

Nun ergab sich die Frage, ob es notwendig ist, die Bakterien erst
auf frischen Niahrboden zu iibertragen, ehe sie die Strahlung ausniitzen
koénnen, oder ob die giinstige Wirkung auch eintritt, wenn die alten
Kulturen als solche vor dem Uberimpfen bestrahlt werden. Der Versuch
mit einer 3 Tage alten Kultur zeigte (Tabelle I1I1), daBl dies Verfahren
zulissig ist, wenn die Zellen gleich nach der Bestrahlung auf frische
Nahrlosung iibertragen werden. Die jungen Kulturen zeigen wiederum
schwankende Werte (bei diesem Verfahren ist natiirlich keine dauernde
Bestrahlung méglich), wihrend die dlteren Kulturen regelmiafig Wachs-
tumsbeschleunigung zeigen. Selbst wenn die Bakterien nach der Be-
strablung noch 2 Stunden in der alten Nahrlosung bleiben, ist die
Wachstumsbeschleunigung noch merkbar (siehe den letzten Versuch von
Tabelle TV).

Dies Verfahren hat den Vorteil, daB man in 1ccm einer alten
Kultur 10 bis 100 Millionen Zellen gleichzeitig bestrahlt, die nachher
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Tabelle 1.

Kulturen verschiedenen Alters, in verdiinnte Néahrbouilion
iibertragen und sofort in diinner Schicht in Quarzschéilchen
dauernd bestrahlt.

Zellenzahl je ecm
Alter der Kultur: 23,5 Std. 1 23,1 Std.
Kontrolle | bestrahlt || Kontrolle | bestrahit
Zu Beginn . . . . . 8 050 8050 | 7520 7520
Nach 1 8td. . . . . . 10960 14 130 9 500 8 266
y 2 5 e 42 000 34700 23 966 11 830
LB .. — — 81 533 96 450
s 4 . ... — — 264 850 61 500
Alter der Kultur: 48 Std. 48 Std,
Zu Beginn . . . . . 4 822 4822 5800 | 5 800
Nach 18td. . . . . . 4200 5833 — —
A 4075 6 466 5 560 5500
O S 4555 9300 10933 12 866
s 4 . ... .. 4 650 22 350 26 500 32 800
Alter der Kultur: 72 Std. 96 Std.
Zu Beginn . . . . . 8375 8375 19160 | 19160
Nach 1Std. . . . . . 5700 6 900 12 850 14 560
. T | 8033 7 600 15 360 14 233
s B s .. [ 11366 26 300 26 500 75 700
Tabelle 1I.

Kulturen verschiedenen Alters, sofort nach Ubertragung in
frische Nahrlosung kurze Zeit bestrahlt.

Bakterien je cem
Alter der Kultur: 23,5 Std. E 96 Std.
Bestrahlungsdaner: 30 Min. 156 Min.
Kontrolle bestrahlt || Kontrolle | bestrahlt
Zu Begion . . . . . 7 520 7520 19 160 19 160
Nach 1 Std. . . . . . 9 500 14 766 12 350 17 133
y 2 93 966 27833 15 360 18 766
O S 81 533 50 557 26 500 53 850
oA 264 850 281 500 — —

in einer groBen Nahrbodenmenge verteilt werden kénnen. Man kann
dann zum Zéhlen anstatt der 0,01 ccm-Pipetten die wesentlich genaueren
1 cem-Pipetten benutzen. Es ergab sich dabei, daBl die tatsichliche
Zellenzahl im Kubikzentimeter nicht ohne Einflufl ist. Zu diesem
Nachweis wurden von derselben Kultur nach Bestrahlung ver-
schiedene Verdimnungen in Nahrbouillon angelegt, und zwar 1: 100,

39+
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Wirkung einer
alter Kulturen

A. J. Ferguson und O. Rahn:

Tabelle ITT.

30 Minuten langen Bestrahlung junger und
vor der Ubertragung auf frische Nahrboden.

Bakferien im cem
Alter der Kultur: 21,2 Std. 24 5 Std. 25 Std.
Kontrolle ! bestrahlt Kontrolle{ bestrahlt || Kontrolle ] bestrahlt
Gleich nach Aussaat 12 2001 10 900 7 600 7 966 1 466 1700
Nach 1 Std. — — — — 2333 —
w 2 27433 21183 5400 14 300 4600 6733
» 8 65 433 58 360 || 11050 34 666 ;| 12650 21 150
s 4 4, 175500 | 167 500 || 31 000 89000 | 43850 76 250
s 6 5, 1355 000 | 1190 000 || 898 500 | 14183 500 | . — —_
Alter der Kultur: 71 Std. 72 Std. 94,5 Std.
Gleich nach Aussaat 9300 10000 4133 3366 | 11233 10 050
Nach 1 Std. 8 500 8200 —_ — — —
. 2 10 150 12 750 7 866 9233 || 22533 27 400
I 16 000 20 800 9900 11700 | 48700 57 960
s 4 4, 55 000 69300 || 19450 27 950 || 110500 | 180 000
s 6 — — 177000 | 425500 || 680 000 | 1150 000
Tabelle 1V.
3 Tage alte Kultur, nach halbstiindiger Bestrahlung
mit verschiedenen Nihrlosungsmengen verdinnt.
2 Std. nach
Sofort nach der Bestrahlung verdiinnt Bestrahlung
verdiinnt
1:100 1:10000 1:1000000 1:10000
Durchschnitt-
licher
Zellabstand : 140 u 650 1 3000 ¢ -
Kontrolle | bestrahlt ggﬁ; bestrahlt tlfé)ﬁl; Stg;fm ggﬁ; st?a?]ilt
==
Beginn 530 000] 460 000 4 950 5050 57 54 4350 3950
2 Std. 400 000 440000 4950 5750 48 494 3700 5900
3 , . 575 000, 530 000 5100 6 550 51 52 — —
4 .. 725 000{ 750000 5500 8700 54 60|l 8650 5200
6 . . .|l 78500007 9950000| 24500 83500| 157| 513/ 1050044 000
8 ., . . 1129100 000/23 500 000 || 284 2001 500000 |1 760 | 7 090| — —
1:10000 und 1:1000000. Das Ergebnis zeigt Tabelle IV. Die durch-

schnittliche Bestrahlung je Zelle war in allen Verdiinnungen die gleiche,
da ja alle von demselben 1 cem der bestrahlten Stammkultur angelegt
worden waren. War der Zellabstand grof3 (50 bis 5000 Zellen je Kubik-
zentimeter), so war die Strahlungswirkung grof ; wenn die Zellen dagegen
eng beieinander lagen (500000 Zellen je Kubikzentimeter), blieb die
Wirkung aus. Es ist hierbei zu beachten, dafi die normale Wachstums-
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verzogerung um so langer dauert, je grofer der Zellabstand ist; hierauf
hat schon Rahn (1907) hingewiesen; s. auch Rahn (1933).

Es sei daran erinnert, daBB Wolff und Ras ihre schénen mitogeneti-
schen Wirkungen ebenfalls mit Bakterienkonzentrationen der Groflen-
ordnung 10000 je Kubikzentimeter erhielten.

Einfluf der Bestrahlungsdauer,

Die mitogenetische Literatur enthidlt mehrere Angaben iiber
.. Brschopfung” des Detektors bei zu langer Bestrahlung. Dies konnte
von uns bestéitigt werden. Je 1 cem derselben 3 Tage alten Kultur
wurde in verschiedenen Quarzschilchen 60, 30, 15 und 7,5 Minuten
lang bestrahlt und alsdann, wie gewohnlich, in verdiinnte Nahrbouillon
iibertragen (Tabelle V). Die einstiindige Bestrahlung gab nur einen
schwachen Effekt, die 7,5 Minuten lange Bestrahlung wirkte itberhaupt
nicht, wihrend bei 15 und 30 Minuten die Zellenzahl das Dreifache der
Kontrollen erreichte.

Tabelle V.
Einfluf verschiedener Bestrahlungsdauer auf eine dreitagige
Kultur.
Rontrolle Dauer der Bestrahlang “ Kontrolle
Nr. 1 60 Min. | 80 Min. | 15 Min. | 7/ Min. | Nr. 2
|

Beginn . . 5050 5 650 6 800 7250 6 250 6 550
2 Std. . . . 5700 5800 7 950 7750 5 850 7000
3, ... - 11 000 14 350 14400 8 300 8500
4, ... 23 750 24 250 ,29 000 85 350 19150 19 550
6 ... 0 188000 || 223000 | 434000 | 457000 | 189000 | 137000

Fiir unsere Versuchsbedingungen liegt also die Optimaldauer der
Bestrahlung zwischen 15 und 30 Minuten; eine zu lange Exponierung
ist ebenso unwirksarn wie eine zu kurze. Die Dauer wird vermutlich
von der Intensitét der Strahlung abhingen und mufl von Fall zu Fall
ausprobiert werden.

Absorption der Strahlung durch den Nihrboden.

Wolff und Ras (1932) haben bereits spektrographisch die Absorption
der kurzwelligen ultravioletten Strahlung durech Nahrbouillon nach-
gewiesen. Demnach miifite der mitogenetische Effekt auf Kulturen in
normaler Nihrlosung viel geringer sein als in verdimnter Bouillon.
Zwei an verschiedenen Tagen angesetzte Versuche, bei denen der
einzige Unterschied in der Konzentration der Nahrlosung bestand,
bestitigten diese Annahme (Tabelle VI). Es handelt sich bei diesen
Versuchen um dauernde Bestrahlung nach der Uberimpfung auf frischen
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Nihrboden. In der normalen Bouillon war das Wachstum besser als
in der verdiinnten, aber bestrahlte und unbestrahlte Kulturen wuchsen
gleich schnell. In der verdiinnten Nihrlosung l6ste dagegen die Be-
strahlung derselben Bakterien einen deutlichen mitogenetischen
Effekt aus.

Tabelle VI.

Vergleich der Bestrahlungswirkung in normaler und 1:10 ver-
diinnter Bouillon.

Bestrahlung

Versuch in normaler Bouillon in verdiinnter Bouillon
_ N}' ] Kontrolle bestrahlt Kontrolle ! bestrahit
1 Zu Beginn . . . 8470 8470 8 375 8375

1 Std. spiter . . 4 800 7100 5700 6 900

2, s o« -l 10250 14700 8033 7 600

3 , » e e 74 330 78 000 11 366 26 300

2 Zu Beginn . . . 4715 4775 4822 4822

1 Std. spéter . . 6 500 4933 4200 5833

2, - 12 333 10 266 4075 6 466

3 w e . 70 766 67 700 4 550 9 300

4 w e e — — 4650 22 350

Es konnte nun angenommen werden, daB das Fehlen des Effektes
in der konzentrierteren Nahrlosung nicht in der Absorption der Strahlung,
sondern im groferen Niahrwert zu suchen sei. In der Literatur findet
man Andeutungen, dafl bei optimalem Wachstum die Bestrahlung
wirkungslos bleibt. In unserem Falle konnte dies nun nachgepriift
werden, indem die Bestrahlung vor der Ubertragung in die normale
bzw. verdiinnte Bouillon vorgenommen wird. Die Versuchsanordnung
ist dann folgende: Man laBt zwei Kulturen altern, eine in normaler,
die andere in verdiinnter Bouillon. Von jeder Kultur werden je 2 com
getrennt 30 Minuten lang bestrahlt, dann wird von jeder Kultur 1 ccm
in normale, 1 ccm in verdiinnte Nahrbouillon iibertragen.

Das Ergebnis ist in Tabelle VII wiedergegeben. Die Bestrahlung
der Bakterien in normaler Bouillon hat weder bei guter noch bei
schlechter Ernahrung eine Wachstumsbeschleunigung hervorgerufen.
Bei Bestrahlung in verdiinnter Bouillon ist dagegen das Wachstum
sowohl bei guter als bei schlechter Erndhrung beschleunigt worden.
In der verdiinnten Bouillon ist allerdings die Zunahme diesmal innerhalb
der Fehlergrenzen, doch kommt es ja bei diesem Versuch gerade auf
das Wachstum in der normalen Bouillon an.

Die Versuche mit mitogenetischer Strahlung sind 6fters von
Kritikern abgelehnt worden mit der Begrindung, daB es sich wahr-
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Tabelle VII.

Wirkung der Bestrahlung in normaler N&hrbouillon und in

1:10 verdiinnter Bouillon (lcem einer 72stiindigen Kultur wurde

30 Minuten bestrahlt, alsdann in normaler und auch in verdiinnter Bouillon
ausgesat, und die Zellenzahl stiindlich gezahlt).

Nach Bestrahlung kultiviert

Detektor- i
kultur in normaler Bouillon | in verdiinnter Bouillon
| Kontrolle | bestrahlt Kontrolle | bestrahlt
In normaler ¢| Gleich nach der Aussat 4 000 3 650 7 050 6 050
Bouillon 1 Std. spater . . . . . 4000 4 800 4300 5 650
gewachsen [}{ 2 B e e e 10 500 9 350 6 800 5000
und 3, o e e e .. 47300 | 42750 9 150 7 350
bestrahlt 4 e e e 274 000 | 250000 | 25800 | 24 700
In verdiiont. (|| Gleich nach der Aussaat 8 800 8 000 9300 | 10000
Bouillon { 1 Std. spéter . . . . . 10 760 10 200 8 500 8 200
gewachsen /[l 2 e e e 15250 | 20400 10150 | 12750
und 3 P 62400 | 60145 16 000 | 20800
bestrahlt 4 e e e 293000 | 394500 | 55000 | 69000

scheinlich um chemische Einwirkung der von dem ,,Sender® ver-
dampfenden Stoffe handelt. Um diesen Einwand von vornherein zu
begegnen, wurden auch Versuche mit Erlenmeyer-Kolben aus Quarz
angesetzt. Jeder Kolben erhielt 1 ccm der alten Kultur, wurde dann
mit einem Gummistopfen fest verschlossen und 1/, Stunde bestrahlt.
Darauf folgte die iibliche Ubertragung auf frische Bouillon und stiindliche
Zahlung der Zellen. Das Ergebnis war durchaus in Ubereinstimmung
mit dem obigen. Eine chemische Erklarung der Wachstumsbeschleuni-
gung ist also ausgeschlossen.

Zusammenfassung.

Diese Untersuchung betrifft hauptsidchlich das Verfahren zum
Nachweis mitogenetischer Strahlung durch Bakterien. Die Quelle
der Strahlung war stets eine vierstindige Oberflichenkultur von
Bactervum coli auf Nahragar bei 37°. Als Detektor diente eine Kultur
desselben Bakteriums in Nahrbouillon.

Wenn eine eintigige Kultur dieses Bakteriums im Quarzgefsf
bestrahlt wurde, vermehrte sie sich gewthnlich gerade so schnell wie
die Kontrellkultur. Zwei- bis finftigige Kulturen dagegen wuchsen
nach Bestrahlung wesentlich schneller als die Kontrollen. ¥s machte
keinen Unterschiea, ob die alten Bakterienzellen noch in der alten
Nahrlésung oder erst nach Ubertragung in frische Nahrlosung bestrahlt
wurden.

Die Nahrlosung, in der die Bestrahlung stattfand, war stets stark
verdiinnt (1 Teil Normalbouillon -+ 9 Teile Wasser). Normale Bouillon
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absorbiert die mitogenetische Strahlung so stark, daB kein deutlicher
Effekt eintritt.

Die besten Wirkungen wurden mit 100 bis 10000 Zellen je 1 ccm
erzielt.

Zu lange Bestrahlung (1 Stunde) und zu kurze Bestrahlung (7,5 Mi-
nuten) verursachen keine Wachstumsbeschleunigung.

Bei Benutzung von Bakterien als Detektoren der mitogenetischen
Strahlung ist vor allem zu beachten:

1. daB nur alte Zellen, deren Vermehrung bereits aufgehort hat,
auf diese Strahlung reagieren;

2. daf die Strahlung durch den Nihrboden stark absorbiert wird;

3. daB bei zu groBer Zellkonzentration die Wirkung ausbleibt;

4. daB die Bestrahlungsdauer weder zu lang noch zu kurz sein
darf;

5. daB es sich empfiehlt, sich nicht auf eine einzige Zahlung zu
verlassen, sondern die ganze Wachstumskurve der ersten 6 Stunden
aufzunehmen.
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