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FUR STRAHLENBIOPHYSIKALISCHE UNTERSUCHUNGEN

K. Brandenburg und J. MeiBner
Forschungsinstitut Borstel, Abteilung Biophysik
Bundesrepublik Deutschland

Abstract

A microcalorimetric device - a laboratory development -
being appropilate for absolute radiation dosimetry and for radi-
ation-biophysical and -biological investigations is presented.
Design and thermal properties of the device are specified. As
example of application the recording of growth of bacterial
cultures and the inactivation of bacterial cells exposed to
ionizing radiation are discussed.

Zusammenfassung

Es wird eine mikrokalorimetrische Versuchsanordnung vorge-
stellt, die fiir absolute Strahlendosimetrie, aber auch fiir strah-
lenbiologische und -biophysikalische Untersuchungen geeignet
ist. Die konstruktiven Merkmale, das thermische Verhalten und
die elektronische MefB- und Registriervorrichtung werden vorge-
stellt.

Als Anwendungsbeispiele fiir die mikrokalorimetrische MeBtechnik
werden das Wachstum einer Bakterienkultur (Thermogramm) sowie
die Inaktivierung radioaktiver Strahlung ausgesetzter Bakterien
diskutiert.

1. AUFGABEN UND AUSSAGEN DER MIKROKALORIMETRIE

Fur eine Anwendung mikrokalorimetrischer Versuchstech-
niken zur Absolutbestimmung der Energiedosis in radioaktivi-
tdtshaltigen Substraten [1, 9- 11, 16- 17] ist Voraussetzung,
daB die in diesem primir ausgeldsten Anregungs- und Ionisa-
tionsprozess2 ausschlieBlich eine Temperaturerhhung AT des
Materials bewirken. Handelt es sich um wdfrige Ldsungen und
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Suspensionen und ist die Strahlung geniigend kurzrechweitig
wie die der a- und der meisten B-Strahler, dann wird die ge-
samte Strahlungsenergie auf das Probevolumen iibertragen und
letztendlich in WirmeenergieAE = cmAT umgesetzt. Die Ener-
gldosisleistung ergibt sich dann aus

(1) AD/At =AE/Anit und

(2) _AD/At(Gy/h) = 5,76-10"7 (&/Bq g~ 1) - E/ MeV

(c = Aktivitdtskonzentration)

Mit der Messung der Energiedosis lassen sich damit Radio-
aktivitdtsbestimmungen vollziehen oder aber die mittleren EZner-

gien E eines Teilchenspektrums bestimmen. Auch zur Messung
der Halbwertszeit -14B8t sich das Verfahren heranziehen gemis

m.N -
(3) Ty /o =—231 12 E
AL P

(Nl = Avogadro-Konstante, A, = Relative itommasse,

P= Wiarmeleistung der Probe )

it der kommerziellen Verfligbarkeit von Mikrokzlorimetern
seit Beginn der €0er Jahre haben eine Reihe mikrobiologischer
Untersuchungen die Wiarmeenergiefreisetzung teim Waechsium von
Bakterien- und Hefekulturen verfolgt [2,8,15] . ~us den ermit-
telten Thermogrammen konnten Aussagen Uber die zelluldre Akti-
vitdt und die Umsetzung ces jewelligen YM&dhrsubcstirates, zumcist
Glucose, gewonrnen werden[ﬁ-é] . Unter =standzsrdéisierten Ver-
Suchsbedingungen Kann die mikrokalorimetrizche Untersuchungs-
technik auch zur Bakteriendifferenzierung dicnen L6, 1!

i

it unserer Konstruktion haben wir cin sirzhlendosimetrischen
und mikrobiologischen Zwecken gleichermzfBer geeignetes ¥elori-
meter angestrebt. Sie erizubt es zudem, Dosic-Wirrungchezliohun-
gen an YMikrocrgenicmen, die redioaktiver Tirshlu
sind, direkt zu bestimmer durch den Vergleich un

np ausgesetzl
e
[%
warmeentwicklung der Kulturer zlis Mef Iir dis¢ Znt
u

L
ercchizsdiicher
h

AT ., SchlieBlich versucher wir, mit der ipparstur auch Verdn-
derungen im Registerzverhezlten der Mirroorgenismer gzzorn Strah-

lung oder 4ntiviotike zu erflassen.
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MIKRCKLCRIMZETER

221 dem von wis entwickelten Mikrokzlorimeter (abb. 1)

hzuidsli €z sich uam ein edizbatisch oder isoperibol zu betrei-
Lenden FUliungn-{"baich™) Differzntiwlkelorimeier. Jedes der
el Foloriuwciergefids Uesstahit zus Z ineinandergestellten

wchvakuun-Lzolicitern: Messingzylinderr, deren innerer den
wadrpczklsorter fir die zu messends WiHrmequelle cdarstellt. In

Gen svsorber kdnnen wehlweise Froberneinsdtze mit radioaktivi-
tédtshaltigen Losungen oder Bakterienkulturen eingebracht wer-

den. Diese sind mitiels eines das Hochvzkuum iiberbriickenden
Schleusensystems aeroben oder anzercoben Wachstumsbedingungen

aussetzivar. Die Temperaturmefieinheit besteht aus 2 Thermisto-

ren (NTC-Widerstinde), die in einer Wheatsone'schen Briicken-
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Abb. 1
Schematischer Aufbau des Mikrokaloriemeters

schaltung (Abb. 2) angeordnet sind. Bei der auf diese Weise ga-
rantierten Identitidt beider Absorber 1d8t sich eine Differenz-
messung zwischen beiden (MeBteil und Referenzteil) realisieren,

auf die zufdllige &AuBere Temperaturschwankungen ohne Einfluf

bleiben. Die der Temperatur proportionalen Spannungssignale ge-

langen iiber eine hochohmige Eingangsstufe aus MOS-FET (He>‘l0‘I

und hochwertigem Operationsverstidrker (AM 316 A) auf einen
Schreiber, wobei sie einzeln oder als Differenz gegeneinander

“0)
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registriert werden konnen.

Die nachfolgende Verstirkerstufe (Abb. 2) fiir quasi-adia-
batischen Betrieb ist so ausgelegt, daf die infolge Behei-
zung der die Absorber umgebenden Hillen eintretende Tempera-
turerhshung derjenigen im Absorber proportional ist.
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Abb.2
Temperaturmell - und registriervorrichtung

Die folgenden Daten charakterisieren die Eigenschaften des
Gerdites: Jede Temperatur zwischen 25 und 70° C ist fest ein-
stellbar bei einer Temperaturkonstanz von langfristig besser
als 1 - 10~% K, xurzfristig 1 - 10”2 K. Die Wirmekapazitit der
Absorber betrigt C = 13 vJ'-K_1, die Leckrate - ausschlie3-
lich bedingt durch mechanische Aufhingung (Plexi) und elektri-
sche Durchfiihrungen (Pt-Rh) - ergibt sich rechnerisch zu k =
2,40 m¥%/K, in guter Ubereinstimmung dazu stehen MeBergebnisse
mit der elektrischen Eichheizleistung von k = 3,27 mW/K.
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VERSUCHSMETHODEN

KAT.ORIMETRISCHE ANSATZE ZUR ENERGIEDOSISBESTIMMUNG

Die Messung der Energiedosis erfolgt in wiBriger L&-
sung von Radionukliden. Wir verwendeten dazu u.a. den
harten B-Strahler 2P (E = 0,69 MeV) in 1 %iger Natrium-
phosphatlosung (Fa. Amersham Buchler). Die radioaktivi-
tdtshaltige Probe wurde im Mikrokalorimeter gegeniiber ra-
dioaktivitiatsfreier Lisung gemessen. Die Temperaturdiffe-
renz wurde bei den Ansdtzen bis zu 8 Stunden verfolgt.

MIKROBIOLOGISCHER VERSUCHSANSATZ ZUR STRAHLENBEEINFLUSSUNG
DES KULTURWACHSTUMS

Flir die bisherigen Versuche wurden Kulturansidtze vom
Mykobakterium smegmatis (Stamm SN 2, Bakteriensammlung
des Forschungsinstitutes Borstel) verwendet. Die Kultivie-
rung erfolgte in Dubos-Tween-Albumin-Ldsung [12]1 mit 0,01 %-
igem NaNO3-Zusatz. Die Bakteriensuspension wurde folgender-
maflen angesetzt: LEinige mg SN 2-Bakterien wurden von einer
auf Liwenstein-Jensen-Mihrboden gewachsenen Vorkultur abge-
erntet, griindlich gemdrsert, mit Nahrldsung aufgeschiit-
telt, abzentrifugiert zur Bestimmung des Bakterienfeuchtge-
wichts und nach homogener Vermischung in einer definierten
Menge &n Nahrldsung im Mikrokalorimeter inkubiert. Die An-
fangskonzentration lag zumeist bei ca. 0,05 mg Bakterien-
feucntgewicht/ml Ndhrldsung.

Aals radioaktiver Strahler diente tritiiertes Wasser
(4TC) mit einer spezifischen Aktivitdt von 3,7 - 1070 Bq/ml
(= 120C mCi/ml). 10 ul (10 mCi) wurden fir die Bestrah-
lungsversuche entnommen und der Bakteriensuspension zuge-
Zebar,. Die Differenzmessung der tritiumhaltigen Kultur ge-
geniiber einer tritiumfreien im Mikrokalorimeter liefert
einen Parameter fur den Zinflufl der Tritium-B-Strahlung auf
Bakterienwachstum.
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4, ERGEBNISSE

4,1. ENERGIEDOSIS-KALORIMETRIE

Abb. 3 zeigt die Ergebnisse der Versuchsansdtze zur

BEnergiedosismessung filir das B-strahlende Radioisotop 3‘2P.
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Abb. 3

Energiedosis von 32F} der Fehlerbalken gibt die Standard -
abweichung aus 4 Versuchen wieder.

Die Kurven nidhern sich nach einer charakteristischen Zeit
asymptotisch Horizontalen. Filir diese besteht thermisches
Gleichgewicht, d.h. die Wirmeerzeugung im Probenvolumen ist
gleich der Wirmeabgabe nach auBen (isoperibeler Betrieb).
Aus der HBhe der Geraden 1#8t sich bei Kenntnis der Leckrate

k gemapn AT = P/C < (1 - e—kt)

(P = Wirmeleistung, C = Wirmekapazitit)

der TemperaturanstiegAT und damit die Energiedosis nach den
Gleichungen (1) und (2) bestimmen.
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Die hier dargestellten Ergebnisse (Abb. 3) sowie andere der
gleichen Art haoven zunichst auch unter Voraussetzung bekann-
ter Radioaktivitdtskonzentrationen und mittlerer Energien
zur empirischen Eichung gedient.

4,2. THERMOGRAMME VON ANSATZEN

Abb. 4 zeigt Thermogramme von M. smegmatis mit und ohne
Zusatz von Tritium.
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ADD. 4

Vergleich der Thermogramme von bestrahltem und
unbestrahlitemm Mykobakterium Smegmatis [in Dubos-
Tween - Albumin - Né&hriésung ].
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Der in den Thermogrammen zum Ausdruck kommende Verlauf der
Warmeproduktion der bestrahlten Suspension gegeniiber den un-
bestrahlten zeigt im wesentlichen zwei Effekte: zum einen
wird eine Reduzierung des Maximums, zum anderen dessen zeit-
liche Verzdgerung deutlich. Dies weist auf die Abnahme der
Zellzahl und der Verminderung der Zellteilungsgeschwindig-
keit ("division delay") als Folge der Bestrahlung hin. In-
wiewelt sich ein guantitativer Zusammenhang zur Zellzahl der
Bzkterienkultur ergibt, ist ohne weiteres [2-4,6,8,14-15]
noch nicht zu enischeiden, zumal sich die Warmeproduktion in
der Probenvolumer: als Summe ces Einflusses von Strahlendosis
und vachstumsdepressior darstellt. Diese Vorgidnge zu diffe-
renzieren, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

METHCDISCHE DISKUSSION

Die bisher erhobenen Befunde dokumentieren iberzeugend,
dafl die mikrokalorimetrische MefBmethodik flir die strahlen-
biophysikalische Forschung bei relativ geringem experimen-
tellen Aufwand von beachtlicher Bedeutung zu werden ver-
spricht. Neben der Direktbestimmung der Energiedosis radio-
aktiver Strahlungen 1aB8t sich das Wachstum von Mikroorganis-
menkulturen unter variierten Bestrahlungsbedingungen ohne
Eingriff in das System - der mit der Gefahr einer Vachstums-
modifizierung verbunden ist - verfolgen. Im Vergleich zu her-
kémmlichen Methoden [7] ist vermutlich der Vorteil gréBerer
Prdzision zu erreichen. In analoger Weise wie die Wachstums-
hemmung durch ionisierende Strahlung 148t sich die Wirkung
von Antibiotika und Chemotherapeutika [5,7,13] auf verschie-
dene Bakterienspezies verfolgen. Entsprechende Untersuchungen
sind von uns in Angriff genommen.

SchlieBlich lassen sich auch Mutante gleicher Spezies, die
z.B. durch die Bestrehlung von Kulturen provozierbar sind
(vgl. Abb. 5), auf diese Weise in ihrem Wachstumsverhalten
uné in der oft damit verbundenen Resistenzinduzierung gegen-
iber Antibiotika untersuchen. Auch in dieser Richtung sind
von uns unter Beriicksichtigung der in Abb. 5 dargestellten
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Abb.5

Vergleich der 192 Ir - Strahlenempfindlichkeit von normalem
und vorbestrahltem [ Vordosis 2544Gy] M.Smegmatis.

Ergebnisse [7]und der von MeiBner und Staackmann [12] mitge-
teilten Eefunde Versuche eingeleitet worden.
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