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Die Anregung der Fluoreszenz wifiriger Farbstofflosungen durch Réntgen-Strahlen
und ihre Abhingigkeit von der LET *
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Professor Dr. W. Gentner zum 60. Geburtstag gewidmet

Die durch Ro~tcen-Strahlen erregte Fluoreszenz wilriger Farbstofflosungen zeigt bei Zusatz von
l6schenden, selbst nicht fluoreszierenden Substanzen ein ginzlich anderes Verhalten als ihre durch
UV erregte Fluoreszenz. Es ist wahrscheinlich, daB ein wesentlicher Teil der Fluoreszenz durch
Vereinigung von hydratisierten Elektronen und positiven Farbstoffionen zustande kommt.

Die durch Rontcen-Strahlen erregte Fluoreszenz
(,,RonTGEN-Fluoreszenz*“) von hochverdiinnten waB-
rigen Farbstofflésungen zeigt bei Zusatz von loschen-
den selbst nicht fluoreszierenden Substanzen ein
génzlich anderes Verhalten als ihre durch UV-Strah-
len erregte Fluoreszenz (,,UV-Fluoreszenz“). Unsere
Untersuchungen hieriiber, iiber die vor einiger Zeit
berichtet wurde?!, haben wir fortgesetzt. Insbeson-
dere haben wir die LET der Ronrtces-Strahlung
variiert. Es wurden RonTGEN-Strahlen zwischen 8,5
und 24 keV.; angewandt, d.h. die mittlere LET
variierte dabei von 6 keV x™! bis 2 keV ux1. In-
zwischen hat aulerdem die Strahlenchemie wéBriger
Lésungen betrichtliche Fortschritte gemacht 2. Es ist
daher heute moglich, genauere Angaben iiber die
Elementarprozesse bei der Anregung der RONTGEN-
Fluoreszenz zu machen, oder wenigstens die in
Frage kommenden Prozesse zu diskutieren.

Ausfiihrliche Messungen haben wir vor allem mit
Trypaflavin ausgefiihrt, jedoch auch Rhodamin B,
Fluorescein und f-Naphthylamin in die Untersuchun-
gen einbezogen. Zur Bestrahlung gelangten die Farb-
stofflésungen mit Schichtdicken von 2 mm in einer
Spectrosilkiivette, das Fluoreszenzlicht wurde durch
einen geeigneten Lichtleiter dem Multiplier zuge-
fithrt. Die Farbstoffkonzentrationen variierten zwi-
schen 107 5-m. und 3-1073-m., die meisten Messun-
gen wurden mit einer Farbstoffkonzentration [F]
=10"%*m. und luftgesattigten Losungen ausgefiihrt.
Die Ermittlung der Dosen geschah mit Hilfe von
an die Stelle der Farbstofflosungen tretenden Fricke-
Losungen (Fe?*-Dosimetrie).

Die Fluoreszenzausbeute ist sehr klein: bei [F]

* LET = Linear Energy Transfer.
** Dieses wird mit g=2,8 Mol/100 eV gebildet, so daB bei
8,5 keV Rontcen-Strahlen auf der Spur des Photoelektrons
etwa 170 eaq/u und bei 24 keV rund 56 eaq/u entstehen.

=10"%m. und 8,5 keV.4 etwa von der GroBen-
ordnung 1 Lichtquant pro 300 in der Losung er-
zeugter Photoelektronen. Filteranalysen des Fluores-
zenzlichtes ergaben bisher keinen Hinweis auf
Unterschiede der spektralen Zusammensetzung zwi-
schen RontceN-Fluoreszenz und UV-Fluoreszenz. Be-
merkenswert ist vor allem, daBl durch Anwendung
von sehr wirksamen Fangern fiir das hydratisierte
Elektron ** als Loschsubstanz auch die Fluoreszenz
sehr wirksam geloscht wird, und daf} allgemein ein
Anstieg der Fluoreszenzausbeute mit steigender LET
nachgewiesen werden kann (Ausnahme Fluorescein).

Nach unseren Untersuchungen kann angenommen
werden, daB bei Losungen mit [F]= 10"*m. der
groBere Anteil der Fluoreszenz niamlich die ,,leicht
loschbare® Fluoreszenz unter Mitwirkung des hydrati-
sierten Elektrons e,, entsteht und andererseits durch
das Radikal OH beeintrachtigt wird. Wir halten bei
dem heutigen Stand als Deutung fiir die ,leicht
16schbare“ Fluoreszenz am wahrscheinlichsten, daf
F durch ein auf der Spur des Photoelektrons in
seiner unmittelbaren Nihe entstehendes H,O" 3 joni-
siert wird und anschlieflend ein e,, einfangt nach

H,0t +F—F* +H,0
F* +e,—F* +H,0
OH l16scht die ,leicht 16schbare® Fluoreszenz durch
Reaktion mit F*, e, und auch F*.

Durch die Loschsubstanzen wird im allgemeinen
der ,,schwer®“ oder ,nicht loschbare“ Fluoreszenz-
anteil in dem selben Ausmaf} geloscht wie die UV-
Fluoreszenz. Er wird entweder direkt durch Elek-
tronenstof} angeregt oder rithrt von einem F* her,
das durch Initialrekombination eines F™ mit dem

1 K. SommermEYER, W. PriiTz u. V. BirkwaLp, Atomkernener-
gie 11, 445 [1961]. — K. SoMmMERMEYER, V. Birkwarp u. W.
Priitz, Strahlentherapie 116, 354 [1961].

2 Rad. Res. Suppl. 4 [1964].

3 H,O" ist instabil und zerfillt nach kurzer Zeit in H*+OH.
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von ihm selbst oder vom H,O" stammenden Elektron
entsteht. Der ,,schwer loschbare“ Anteil ist schwer
l6schbar, weil seine Anregung praktisch unmittelbar
durch die von den RONTGEN-Strahlen erzeugten
Photoelektronen oder o-Teilchen ohne Mitwirkung
iber eine grofle Entfernung herandiffundierender
Radikale erfolgt.

Abb. 1 zeigt die Loschkurve von Trypaflavin mit
H,0, als Loschsubstanz fiir 8,5 keV und 24 keV
Ronrcex-Strahlung. Durch H,0, sind, wie aus der
Abb. 1 herausgeht, nur 80% bzw. 70% der Fluores-
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Abb. 1. Trypaflavin 10~%m.4H,0,. Ordinate: Fluoreszenz
/Dosisleistung bezogen auf I/D fiir 24 keV und ¢=0.

zenz 16schbar, der Rest ist ebenso wenig durch H,0,
l6schbar wie die durch UV angeregte Fluoreszenz.
Die Halbwertsloschkonzentration fiir die loschbare
Fluoreszenz ist c¢i,=1:1073-m. Genau das gleiche
Bild ergibt sich mit UO,™* als Léschsubstanz, nur
ist hier ¢y, noch kleiner, nimlich 2-1074-m. Beide
Substanzen sind wirksame Elektronenfanger mit den
Geschwindigkeitskonstanten der Einfangreaktion von
1,4-10!° und 7,3-101° m™! sec™l. Man stellt fest,
daB die Halbwertskonzentrationen ¢y, sich genau
umgekehrt verhalten wie die Reaktionskonstanten.
Aus der daraus folgenden Erkenntnis, daB} e,
Reaktionspartner des Anregungsvorganges ist, er-
folgt sofort eine Abschdtzung der mittleren Dauer
des Anregungsvorganges zu

1 10-7
ﬁ‘-_ﬁlbiTO_;a :0,7 10 secC.

T =
Sie ist wesentlich ldnger als die Lebensdauer von F*
(21079 sec).

Ein sehr wirksamer Elektronenfinger ist auch O,
(k=210 m~1 sec™!). Die Messung der Fluores-
zenz in O,-freien Losungen ist technisch sehr schwie-
rig und wurde von uns nur mit Trypaflavin bei
107*m. und 8,5 KeV; ausgefiihrt. Etwa entspre-

4 Wahrscheinlich entsteht mit F* ein nicht fluoreszenzfihiger
Komplex.
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chend der Erwartung ergab sich durch volligen Ent-
zug des O, eine Erhohung der Fluoreszenzausbeute
um 80%.

Den durch H,0, ,,nicht loschbaren Teil*“ der Fluo-
reszenz scheiben wir nach unseren einfithrenden Dar-
legungen den direkt entstehenden F* zu. Es ist be-
merkenswert, daBl die Ausbeute an ,nicht 16sch-
barer” Fluoreszenz in Abb.1 von der LET abhéngt,
und zwar bei 24KeV um 40% hoher ist als bei
8,5 keV. Wir erklaren diese Abnahme der Ausbeute
an ,,nicht loschbarer® Fluoreszenz mit wachsender
LET durch Loschung von F* durch OH (wahrend
der Lebensdauer des F* von 2:107? s reagiert OH
praktisch nicht mit H,0,, da die entsprechende
Reaktionskonstante nur 4-107 m™! sec™! ist).

Beim Trypaflavin erhédlt man mit Ribose und
Methylalkohol als Léschsubstanzen Loschkurven von
der gleichen Form wie mit HyO, oder UO,2". Die
Halbwertsloschkonzentrationen ¢y, fiir den ,losch-
baren®“ Anteil sind fast 2 Grofenordnungen hoher
als beim H,0,, ndmlich 2:1072m. und 4-1072-m.
Auf die Natur des Loschprozesses sei hier nicht
naher eingegangen %, jedenfalls handelt es sich nicht
um Wegfangen von e, , denn hierfiir ist £ <10'm™1
sec”!, Jedoch fangen die Substanzen OH weg mit
einer Reaktionskonstanten von der Groflenordnung
108m~!sec™!. Aus diesem Grund ist die Ausbeute
an ,nicht loschbarer Fluoreszenz bei Ribose und
Methylalkohol vollig unabhéngig von der LET und
betrégt bei 24 keV 40% oder Gesamtausbeute.

Die Fluoreszenzausbeute bei sonst gleichen Be-
dingungen steigt bei Trypaflavin &hnlich wie auch
bei allen anderen Farbstoffen linear mit der Farb-
stoffkonzentration bis etwa 1073m an, der weitere
Anstieg wird dann immer langsamer. Das Abbiegen
vom linearen Verlauf kann ausschlieflich durch das
Wegfangen des e, durch den Farbstoff selbst (d.h.
F) erklart werden, zugleich wird auch der Anteil
der ,leicht 16schbaren® Fluoreszenz an der Gesamt-
fluoreszenz reduziert.

Abb. 2 zeigt die Fluoreszenz des Trypaflavins als
Funktion von [J™] bei verschiedenen Konzentra-
tionen des Trypaflavins. Bei etwa 1073 m J~ erfolgt
ein Anstieg der Fluoreszenz um 70%. Diese Sensibili-
sierung der Fluoreszenz wird durch Wegfangen des
OH nach OH+J~—J+OH~ (nach® ist k=1,2
-1019m~1sec™1) erklirt. Mit hoherer [F] ver-
schwindet das Maximum der J~-Abhéangigkeit in

5 C.B.Sexvar u. E.J. Harr, Sec. Int. Conf. Peaceful Uses
A. E. Genf, Bd. 29, S. 19 [1958].
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Abb. 2. Trypaflavin in verschiedenen Konzentrationen+KJ
R6(8,5 keVesf) - und UV-Messung.

dem MaB, in dem auch der Anteil der loschbaren
Fluoreszenz reduziert wird.

Abb. 3 zeigt fiir Trypaflavin die Fluoreszenzaus-
beute (Fluoreszenz bezogen auf die abs. Dosis) als
Funktion der LET. In dem MeBbereich steigt die
Ausbeute mit der LET um rund 30% an. Extra-
poliert man die Ausbeute zu extrem kleiner LET,
und nimmt man dabei an, daB die Ausbeute linear
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Abb. 3. Trypaflavin 10~%m. Ordinate: Fluoreszenz/Dosis-

leistung bezogen auf I/D fiir 8,5 keV.

mit der LET ansteigt, so kommt man zu dem Resul-
tat, daBl die ,loschbare“ Fluoreszenz ungefihr zu
gleichen Teilen von den d-Strahlen und von durch
F* eingefangenen e,q aus benachbarten primiren
Ionisationen herriihrt.
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Abb. 4. Fluorescein 10— 4m. mit 3-10—3-m. KJ+

Fruktose in 10~1-m. NaOH. — — — Fluorescein 10—%m

ohne KJ+Fruktose in 10~ !-m. NaOH. Ordinate: Fluores-

zenz/Dosisleistung bezogen auf I/D fiir 8,5 keV und ¢=0
ohne J*.
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Abb. 4 zeigt die Fluoreszenz des Fluorescein
(pr13) in Abhingigkeit von der Fruktosekonzen-
tration wiederum bei 8,5 und 24 KeV, und zwar ein-
mal in Abwesenheit von J~ und zum anderen bei
einer ] -Konzentration von 3-107% m. Das Ergebnis
dieser Messung halten wir fiir besonders wichtig,
weil er indirekt eine Bestitigung dafiir darstellt, dafl
die von uns vorgenommene Dosismessung bei Be-
stimmung der Fluoreszenzausbeute als Funktion der
LET im wesentlichen richtig ist.

Grundsatzlich konkurriert in ihrer Wirkung auf
die Fluoreszenzausbeute bei der Erhohung der LET
die Steigerung der OH-Konzentration mit der Stei-
gerung der e,,-Konzentration auf der Spur des
Photoelektrons. Beim Fluorescein iiberwiegt in Ab-
wesenheit von J~ die Erhohung der Loschwirkung
durch OH offenbar die Erhéhung der Fluoreszenz-
anregung durch e,q. Infolgedessen ist bei 24 keV
die Ausbeute um 30% hoher als bei 8,5 keV. Bei
Zugabe von 3:1073m ]~ steigt (vgl. Fig.4) bei
8,5 keV die Ausbeute um 80% und bei 24 keV nur
um 45 %, mithin ist bei 3:1073m J~ die Ausbeute
bei 8,5 keV hoher als bei 24 keV, namlich um
~8%. Bei Zugabe von Fruktose verschwinden die
ganz betrachtlichen Unterschiede zwischen den Kur-
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ven mit J~ und ohne J~ innerhalb der Grenzen
der Meffehler und die Anwesenheit des J~ macht
sich iiberhaupt nicht mehr bemerkbar. Dies ist leicht
zu verstehen und zu erwarten. Die Funktion des J~
besteht im Wegfangen des OH, dies geschieht beim
J~ mit einer Reaktionskonstanten k~1,2-10710m™1
sec™! und bei der Fruktose mit einer Reaktions-
konstanten, die etwa 2 Groflenordnungen kleiner
sein diirfte. Dem entspricht, dal bei einer Fruktose-
konzentration, die 100-mal grofler ist als die [J7],
die Fruktose die Funktion des J~ als OH-Fanger
vollig iibernommen hat.

Beim Fluorescein kommt zur Durchfithrung von
Loschversuchen nur NO,™ in Betracht. Die Messun-
gen konnen nur in Abwesenheit von J~ ausgefiithrt
werden. Es ergeben sich Loschkurven (Abb. 5), die
denen beim Trypaflavin mit H,0, véllig analog
sind, und zwar mit einer Halbwertsloschkonzen-
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Abb. 5. Fluorescein 10~ %m.+NaNO, in 10—!-m. NaOH.
Ordinate: Fluoreszenz/Dosisleistung bezogen auf I/D fiir
8,5 keV und ¢=0.

mNaNO, o’

tration fiir den ,,l6schbaren® Anteil von 3:10 3 m
(die Reaktionskonstante des NO,~ fiir die Reaktion
mit e,q wird in der Literatur mit 1,5 bis 5-10°m™!
sec”! angegeben). Der Anteil der ,,nicht 16schbaren®
Fluoreszenz ist bei 24 keV 60% und bei 8,5 keV
50%. Die auf die Dosiseinheit bezogenen Fluores-
zenzausbeuten der ,nicht loschbaren* Fluoreszenz
sind bei 24 keV 60% hoher als bei 8,5 keV.

Aus allem geht hervor, dal die Empfindlichkeit
des angeregten Fluorescein gegen Radikale (Loschung
des direkt angeregten F*) grofler ist als des an-
geregten Trypaflavins, und zwar geschieht die
Loschung des F* sehr wahrscheinlich im Falle des
NO,™ auch durch die von NO,™ nicht weggefangenen
OH-Radikale und im Falle der Fruktose durch
Fruktose-Radikale. (Beim Trypaflavin wird im Unter-
schied zum Fluorescein, das direkt angeregte F*
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durch Fruktose, wie schon oben erwihnt, nicht ge-
16scht, die beim Fluorescein angenommenen Fruk-
toseradikale machen sich nicht bemerkbar.)

Die Loschung der ,,l6schbaren® Fluoreszenz durch
die wirksamen Elektronenfanger kann man im An-
schlul an SamueL und Macee sowie Fricke® dar-
stellen, indem man von einer zylindrischen, GauB}-
schen Anfangsverteilung von e,, ausgeht, die sich
durch Diffusion verbreitert und mit der Konzen-
tration ¢, der Loschsubstanz nach einer Reaktion
erster Ordnung also nach e %:°? und bei ¢s=0 in
Folge der Anwesenheit des O, und anderer Elek-
tronenfinger nach e %0? abnimmt

N, r

aL@re+aDy P lfr:?’—i-?i Dt |
exp { — (kscs +koco)t} .

Dabei bedeutet No/L die Zahl der e, pro Zylinder-

lange, D den Diffusionskoeffizienten der e,, und r

den Abstand von der Zylinderachse. Integriert man

d[FT(r,t)] =kgtc(r,t) - [F (r,2) ]drde

iiber Raum und Zeit, so ergibt sich je nach Annahme
iiber die Verteilung von F*(r,z) und Wahl der
tibrigen Parameter (wir nehmen an, da ky+ zwischen
1 und 5-10m™1sec™?! liegt), eine Wahrscheinlich-
keit fiir das Einfangen von e,, durch F* zwischen
1 und 1/10, also ein durchaus befriedigendes Ergeb-
nis. Die experimentelle Form der Loschkurven ergibt
sich mit
No?/ep=2-10"8sec und kycy=3:10%sec™?,

d. h. durchaus im Bereich der Erwartung liegenden
Zahlenwerte.

Unter Benutzung oben angegebener GroBenord-
nung fiir die absolute Fluoreszenzausbeute (1 Fluo-
reszenzquant je 300 Photoelektronen bei 8,5 keV)
errechnet man fiir das sogenannte ,,formale strahlen-
empfindliche Volumen® des Anregungsvorganges,
welches jedes F mit sich tragt, 2-10722 g, also etwa
die halbe Masse der Farbstoffmolekile. 7 wird
unter der Annahme berechnet, da} jede mit einem
Energieaufwand von 30¢€V in ihm erfolgende Ioni-
sation zur Emission eines Lichtquantes fithrt. Da
offenbar nicht jedes F* ein e,, einfidngt und nicht
jedem Einfang eines e,; die Emission eines Licht-
quantes folgt, ist die Annahme naheliegend, daB
auch die in der unmittelbaren Umgebung gebildeten
H,0% zur Ionisation des F beitragen.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir
fiir Unterstiitzung der Arbeit.

6 H. Fricke, Ann. Acad. Sci. N. Y. 59, 567 [1955].

c(r,t)= :



