KARLSRUHE

h

om0
Mai 1967 : B KFK 590
Institut fir Strahlenbiologie

N Die Wasserstoffabspaltung aus y-bestrahltem 3H- Thymin und 3H—Uracil

| O. Merwitz




Als Manuskript vervielfiltigt,

Fir diesen Bericht behalten wir uns alle Rechte vor.

Gesellschaft fuir Kernforschung m.b. H.

Karlsruhe




Kernférséﬁﬁngsééﬁtrhh Karlsruhe

Mai 1967 XFK 5%0

Institut fir Strahlenbiologie

Die Wasserstoffabspaltung aus y-bestrahltem 3H-Thymin

und 3H—Uracil

Otto Merwitz

Gesellschaft fiir Kernforschung m.b.H., Karlsruhe







2.

Inhaltsverzeichnils

ALLGEMEINER TEIL

1.1,

1.2.

1'30
1.4,

1.5.

Strahlenchemisches Verhalten der Desoxyribonuklein-

sdure (DNS) und ihrer Komponenten

Ergebnisse der ESR-Spektroskopie

Problemstellung

3H-markierte DNS-Komponenten und ihre Darstellung
1.4.1. Basen

1.4.2. Nukleoside

1.4.3. 2-Desoxy-D-ribose

lAC-markierte DNS-~-Komponenten

EXPERIMENTELLER TEIL

2.1.

2.2.
2.3.
2.4,
2.5.

2.6.

Die Aktivitdisbestimmung der geldsten 3H-Thymine
und 3H-Uracile

PréEparation der festen 3H-Thymine und Uracile
Thermische Stabilitdt von Thymin und Uracil
RBestrahlung der markierten Substanzen

Berechnung der nach der Bestrahlung in der Gas-

phase zu erwartenden Tritiumaktivitdt
MeBergebnisse

2.6.1. Durchfilhrung der Versuche

2.6.2. Zusammensetzung der Zihlraten

2.6.3. Verhalten von Thymin-1,3-T und Uracil-1,3-T
2.6.4. Genauigkeit der Gaszihlung

2.6.5. Dosiseffektkurven nach Sublimation

2.6.6. Dosiseffektkurven chne Sublimation

Seite

n

VoW =

10

10
13
13
14
17
18
20

22




DISKUSSION

3il. Deutung der Dosiseffektkurven

3 i GiWerte
ZUSAMMENFASSUNG

LITERATURVERZEICHNIS

25
28

32

34




1. ALLGEMEINER TEIL

1.1.  Strahlenchemisches Verhalten der Desoxyribohukieinsiure (DNS)

und ihrer Komponefritén

In Anbetracht der wichtigen biologischen Rolle der DNS ist ihr Ver-
halten unter der Einwirkung lonisierender Strahlung zum Gegenstand
zehlreicher Untersuchungen geworden. Die Bestrahlungsexperimente
wurden anfidnglich in wdBrigem Medium durchgefiihrt, teils mit der INS
als solcher (1-7), teils mit ihren Basenbestandteilen (8-13). Pie
hierbel auftretenden Reaktionen sind jedoch wegen der Beteiligung der
Wasserradikale komplexer Art. In den letzten Jahren hat man daher ver-
sucht, durch Bestrahlung der DNS und ihrer Komponenten im festen Zu-
stand Aufschlufl iiber den Strahlenschaden an diesen Molekiilen zu ge~

winnen.

1.2. Ergebnisse der ESR-Spektroskopie

Mit Hilfe der Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie konnte 1957 die
Bildung von langlebigen frelen Radikalen im bestrahlten bilologischen
Material nachgewiesen werden (14). Vielfdltige ESR-Studien haben selt-
her die Kenntnis der in der DNS (15-26) und/oder ihren Komponenten
(27-40) ablaufenden strahleninduzierten Reaktionen vermehrt. Diese

Untersuchungen konzentrierten sich auf die Kldrung folgender Punkte:

a) Ermittlung der Dosiseffektkurven (Zahl der ge9ildeten freien
Radikale in Abhfngigkeit von der Strahlendosis),

b) Bestimmung des G-Wertes (Zahl der gebildeten freien Radikale pro
100 eV absorbierter Strahlungsenergie),

¢) Zuordnung der Spektren zu bestimmten Molekiilkonfigurationen.

1959 entdeckten Shields und Gordy (15) mit Hilfe der ESR-Spektroskopie
das bel der y-Bestrahlung von DNS, Thymidin und Thymin auftretende
Hydrothymylradikal:
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Die Entstehung dieses Radikals wird auf die Anlagerung strahlener-
zeugter H-Atome in der 6-Pesition des Thymins zurlickgefiihrt (22,34,

35936: 38) .

1.35. Problemstellung

Der Wasserstoffanlagerung an ein Thyminmelekiil geht eine straheln-
induzierte Wasserstoffabspaltung aus den wasserstofftragenden
Positionen anderer Thyminmoleklile voraus. Da die Gesamtmenge der ab-
gespaltenen H-Ateme sicher nicht zur Bildung der Hydrothymylradikale
verbraucht wird, miBte nach der Bestrahlung von festem Thymin im

Vakuum Wasserstoff in der Gasphase nachzuwelsen sein.

Um diesen Nachwels zu erbringen und um die Frage zu kliren, in welchem
AusmaB die einzelnen H-Positionen des Thymins an der Wasserstoffab-
spaltung beteiligt sind, war es naheliegend, unterschiedlich markierte
3H-Thymine zu bestrahlen.

1.4. 3H-markierte DNS-Komponenten und ihre Darstellung

.- . " - - - - " - -

Die vier DNS-Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin sind bisher in

folgenden Positionsmarkierungen dargestellt wordent

Adenin-2,8-T

Cytosin-5,6-T

Guanin-8-T

Thymin-6-T

Thymin- (methyl-T)

Thymin-1,3-T {(nur in festem Zustand).



Die Existenz von drei verschiedenen positionsmarkierten 3H-Thyminen
- im Gegensatz zu je einer Positionsmarkierung der ibrigen DNS-Basen -

eroffnet flir unsere Fragestellung interessante Aspekte.

Hinzu kommt die Moglichkeilt, den StammkOrper des Thymins, die RNS-Base
Uracil, in die Untersuchungen einzubeziehen, von dem ebenfalls drei

Positionsmarkierungen bekannt sind:

Uracil-6-T
Uracil-5,6-T
Uracil-1,3-T (nur in festem Zustand).

Zur Ldsung des vorliegenden Problems sind die nach Wilzbach (41) mar-
kierten Verbindungen ungeeignet, da weder die Tritiumverteilung auf

die Wasserstoffpositionen des markierten Moleklils noch die Tritiumab-
spaltung wdhrend der Bestrahlung statistisch erfolgen. Das gesamt-
markierte 5H-Uracil verliert in widssriger LOsung einen Teil des Tritiums

aus den labilen N-Positicnen 1 und 3:

oc\N/

HX
HX = mit 3H markilerter Wasserstoff

Dieser Isotopenaustausch kann durch Kochen der verdinnten alkalischen
Losung vervollstindigt werden (42). Der Grad des Austauschs hingt
generell von der Konstitution der markierten Verbindung, der Tempe-
ratur, dem LOsungsmittel und der Anwesenheit protonenabspaltender
Steffe ab. Das an Kohlenstoff gebundene Tritium haftet in der Regel
sehr fest und wird in Ldsung nur in Anwesenheit von Katalysatoren

(Pd,Pt) ausgetauscht.

Wegen der Tritiumabspaltung aus den labilen Positionen sind nur solche
tritiummarkierte Uracile und Thymine im Handel erhZltlich, die das
Tritium in stabilen Positionen enthalten: Uracil-6-T, Uracil-5,6-T,

Thymin~-6-T und Thymin-(methyl-T).




Die Darstellung dieser positionsmarkierten Verbindungen geschieht durch
spezifische Reaktionen, an denen nur die zu markierenden Positionen be-
teiligt sind (43). So wird Thymin-{methyl-T) nach Angabe der Liefer-
firma durch Dehalogenierung von 5-Chlormethyluracil dargestellt,
Thymin-6-T vermutlich durch Decarboxylierung der in der Carboxylgruppe
markierten Thymin-6-carbonsiure, Uracil-6-T und Uracil-5,6-T durch
Reaktion der entsprechenden Bromuracile mit Tritiumgas in wiBrigem

Dioxan.

Uracil-1,3-T und Thymin-1,3-T konnen in Umkehrung der Austausch-
reaktion I durch Aufldsen von Uracil und Thymin in Tritiumwasser dar-
gestellt werden. Das Tritiumwasser wird in der unter 2.2. beschriebenen
Weise abdestilliert. Das zurlickbleibende markierte Uracil enth#lt das
Tritium nur an Stickstoff gebunden, wdhrend die Kohlenstoffpositionen
nicht markiert werden (4#1). Das Thymin verhdlt sich analog. Da der
Isotopenaustausch an den beiden N-Positionen des Uracils und des Thymins
gleichzeitig erfolgt, sind die nur an einer N-Position markierten Sub-
stanzen Uracil-1-T, Uracil-3-T, Thymin-1-T und Thymin-3-T nicht zu-
ganglich.

3H-Thymidin wurde durch Austauschreaktion von Thymidin mit Tritium-
wasser (44) oder mit tritierter Essigsdure (45) dargestellt. In dem
nach diesen beiden Methoden markierten Thymidin befand sich das stabil
gebundene Tritium im Thyminteil des Molekiils. Andere Autoren fanden
bei Wiederholung dieser Versuche nur 40 % des Tritiums im Thyminteil
(46) . Neuerdings wird zur Markierung von Nukleosiden eine Austausch-
regktion mit tritiummarkiertem Benzol und Katalysator empfohlen. Im
Falle eines Desoxyribofuranosylaminomercaptopurins fanden sich 80 %

des Tritiums im Purinteil (47).

Bei den nach diesen Methoden markierten Nukleosiden konnen keine An-
gaben iiber die Verteilung des Tritiums auf die wasserstofftragenden

Positionen des Basenteils gemacht werden.

Von den positionsmarkierten Nukleosiden - enzymatisch aus positions-

markierten Basen und 2-Desoxy-D-ribose dargestellt - sind folgende im



Handel erhdltlich:

Cytidin=5-T
Desoxyeytidin-5-T
Uridin«5-T
Uridin-5,6-T
Desoxyuridin—5-T
Desoxyuridin-5,6-T
Thymidin-6-T
Thymidin- (methyl-T).

Mit diesen Verbindungen kann ein moglicher EinfluB8 des Zuckers auf

die Tritiumabspaltung aus dem Basenteil untersucht werden.

Nach Jacobs (48) 18st sich kristalline 2-Desoxy-D-ribose wihrend der
y-Bestrahlung teilweise in dem aus ihr entstehenden Wasser auf. Bel

3

der Dosis 108 rad entsteht eine vollkommen klare Losung. “H-markierte
2-Besoxy-D-ribose konnte zur Kldrung der strahleninduzierten Reaktionen
dienen, doch liegen bezliglich der Markierung von 2-Desoxy-D-ribose bis-
her keine eindeutigen Angaben vor; so fand Simon (49) bei der Wilzbach-
Markierung von kristalliner D-Ribose eine stark unterschiedliche

Tritiumverteilung auf die einzelnen Positionen.

1.5. lAC—markierte DNS-~-Komponenten

Von diesen sind im Zusammenhang-mit dem vorliegenden Problem nur
Thymin—(methyl-l4c) und Thymidin-(methyl-l40) insofern von Interesse
(50), als die Abspaltung von Methylgruppen eine Konkurrenzreaktion

zur Wasserstoffabspaltung sein kOnnte.




2.1. Die Aktivititsbestimmung der gelSsten BH—Thymine und 3H—Uracile

Die tritiummarkierten Thymine und Uracile gelangen in wdBriger Losung
in den Handel. Die kleinste k#ufliche Gesamtaktivitat betrigt beim
Thymin- (methyl-T) 5 mCi, bei den iibrigen 3H-’I‘hyminen und “H-Uracilen
1 mCi. Aus den unter 2.5. angestellten Uberlegungen ergibt sich, daB8
diese Gesamtaktivitdten flir die Experimente ausreichend sind. In

Tab. 1 sind in Spalte 1 die positionsmarkierten Thymine und Uracile
aufgefiihrt, in Spalte 2 deren Lieferfirmen. Die Spalten 3 bis 5 ent~
halten Angaden der Hersteller. Wegen der hohen spezifischen AktivitHdt,
die mittels Flissigkeitsszintillation durch Vergleichsmessungen mit
einem Tritiumstandard bestimmt wurde, muB die Autoradiolyse der
markierten Substanzen wihrend der Lagerzeit berlicksichtigt werden (42,
50). In Spalte 6 ist die Zeit zwischen der Aktivitatsbestimmung der

p;

H-Uracile beim Erzeuger und der Priparation

3H-Uracile angegeben. Spalte 7 enthidlt die

geldsten 3H-Thymine— und
der festen 3H-—Thymine und
Ergebnisse der Aktivitdtsbestimmung der festen markierten Thymine und
Uracile; sie erfolgt ebenfalls durch Flissigkeitsszintillation nach

der Arbeitsvorschrift von Schieferdecker (52).

Uracil-1,3-T und Thymin-1,3-T wurden sofort nach ihrer Darstellung im
festen Zustand bestrahlt.
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2.2. PrHdparaticn der festen “H-Thymine und 5H—Uracile

Die Gewichtsmenge der markierten Verbindungen in den kzuflichen
Losungen liegt in der GroBenordnung von wenigen Mikrogrammen, so da8

inaktives Thymin /Uracil/ als Triger bendtigt wird.
Die Aufarbeitung der LOsungen geschieht folgendermaBens

Man iiberfiihrt die Losung der markierten Substanz (1 ml) mittels einer
Mikropipette aus der gelieferten Ampulle in einen Rundkolben von 1 1
Inhalt, figt 300 ccm destilliertes Wasser hinzu, 18st darin 10 g
Thymin /Uracil/ unter Kochen am RiickfluB und destilliert anschlieBend

etwa 100 ccm Wasser ab. Weder Thymin noch Uracil sind wasserdampf-



fliichtig. Die zurlickbleibende Losung 148t man erkalten, filtriert das
auskristallisierte  Thymin /Uracil/ durch eine Halnsche Nutsche und
Membranfilterpapier ab und trocknet es im Vakuumexsiccator {iber Phos-
phorpentoxid bis zur Gewichtskonstanz. Der TrocknuhgsprozeB dauert

beim Thymin mehrere Tage, da sich beim langsamen Auskristallisieren

aus wéBriger Ldsung das Thyminmonohydrat bildet (53), das sein Kristall-
wassér nur allmshlich abgibt.

Man erh#lt bei dieser Prozedur von den eingesetzten 10 g Thymin /Uracil/
etwa 9 g, die restliche Menge bleibt geldst. Die spezifische Aktivitat
der festen markierten Thymine /Uracile/ betrigt sodann ungefihr 0,1
mCi/g, beim Thymin-(methyl-T) 0,5 mCi/g. Die genauen Werte sind in Tab.
1, Spalte 7, aufgefihrt.

Zur Darstellung von Thymin-1,3-T und Uracil-1,3-T werden 0,25 mM Thymin
(= 31,5 mg) bzw. 0,25 mM Uracil (= 28 mg) in einen 25 ml-MeBkolben ein-
gewogen und mit Tritiumwasser der spezifischen Aktivitdt 5 mCi/ml bis
zur Marke aufgefiillt. Das Pipettieren geschieht mittels mechanischer
Pipettierhilfen. Nach ldngerem Schiitteln 18st sich das Thymin /Uracil/
vollstandig. Die LOsung wird in den Kolben 1 der in Abbildung 2 gé-
zelgten Destillierbricke eingeflillt, die an eine Vakuumapparatur ange-
schlossen ist. Vor dem Evakuieren wird die Ldsung mittels KohlensHure-
Aceton oder flilissigem Stickstoff eingefroren, nach dem Evakuleren der
Haln zum Vakuum geschlossen, die Kihlung von Kolben 1 entfernt und
unter Kolben 2 angebracht. Nach dem Auftauen des Wassers in Kolben 1
kann dieser mit einem Fohn zur Beschleunigung der Verdampfung erwidrmti
werden. Das Wasser soll hierbei nicht sieden, um ein Verspritzen der
Losung und Auskristallisieren der geldsten Substanz an der Kolbenwand
zu vermeiden. Nach Beendigung der "Vakuumdestillation" soll die feste
Substanz nur die untere Kolbenwand bedecken, da sie mechanisch ent-
fernt werden muf8. Hierzu wird der Kolbenhals abgesprengt und der
Destillationsriickstand mittels eines Spatels von der GefdfBwand ahge-
kratzt und gewogen. Man erhilt auf diese Weise etwa 2/3 der einge-
setzten Gewichtsmengen als Ausbeute (22 mg Thymin-1,3-T, 19 mg

Uracil-1,3-T). Die weitere Aufarbeitung ist unter 2.3. beschrieben.




2.3. Thermische Stabilitdt von Thymih und Uracil

Uber das Verhalten des Thymins beim Erhitzen finden sich in der

Literatur widerspriichliche Angaben:

D'Ans-Lax, 1964 Schmelzpunkt 336°C
unter Zers. u. Subl.

Handbook of Chem. and Physics, Schmelzpunkt 270°C

1963/64 unter Zers.

Biochem. Taschenbuch, 1964, I. Teil Schmelzpunkt 326°C
unter Zers.

Handbook of Chem. and Physics, Schmelzpunkt 226°C

1965/66 unter Subl.

Kossel und Neumann (54) machen folgende Angabe:

"Bei vorsichtigem Erhitzen kann die ganze Masse ohne Verkohlung

sublimiert werden".
Beim Uracll stoBt man ebenfalls auf unterschiedliche Paten.

Da die Sublimierbarkeit belder Substanzen fiir die vorliegenden Unter-
suchungen von groBer Bedeutung ist, wurde ihr thermisches Verhalten

5. 10'4 Torr sublimiert

eingehend untersucht. In einem Vakuum von 10
Thymin in der in Abb. 3 gezeigten Anordnung bei 220 - 28000 unzersetzt,

Uracil ebenfalls unzersetzt bei 260 - 32000.

Die thermische Stabilitdt beider Verbindungen wird durch folgende Be-

funde bewiesen:

a) Beil der Sublimation im Vakuum tritt keine Verfirbung oder Ver-

kohlung auf und es hinterbleibt kein Rlickstand.

b) Der Druck im Sublimationsgefd (mittels Kompressionsvekuummeter

gemessen) ist nach der Sublimation der gleiche wie vorher.

c) Das Gewicht des eingesetzten Thymins /Uracils/ verindert sich
durch die Sublimation nicht. Es kOnnen daher auch keine kondensier-

baren Gase entstehen.

d) Bei der Sublimation aller markierten, nicht bestrahlten Thymine



und ﬁracile tritt keine Tritiumaktivitdt in der Gasphase auf. Dies
beweist, daB keihe wasserstoffhaltigeh gasformigen Zersetzungspro-

dukte entstehen.

¢) Die UV-Spektren von nicht sublimiertem Thymin /Uracil/ und subli-

miertem Thymin /Uracil/ sind identisch (Abb. 4).

Infolge der Sublimierbarkeit der beiden Verbindungen ist es mdglich,
Thymin-1,3-T7 und Uracil-1,3-T von anhaftendem Tritiumwasser zu be-
freien. Da 0,1 mg HTO mit der niedrigen spezifischen Aktivitdt 1 uCi/ml
immer noch radiometrisch eindeutig nachweisbar ist (222 Zerfidlle pro
Minute), konnen bei Trocknung bis zur Gewichtskonstanz noch meBbare

HTO~-Aktivitdten zuriickbleiben.

Zur Vermeidung von Substanzverlusten ist es zweckmdBig, die kleine
Menge markierter Substanz in einem hinreichend langen Sublimationsge-
fd8 mit inaktivem Thymin /Uracil/ zu vermischen und die Sublimation
dreimal nacheinander durch allmdhliches Hochfahren des Ofens vorzu-
nehmen, Das Sublimat wird zusdtzlich gemSrsert und die Aktivitat
mehrerer Proben durch Fliissigkeitsszintillation bestimmt, um die
homogene Verteilung der markierten Molekiile zu kontrollieren. Nach-

stehende Zusammenstellung enthdlt die Ergebnisse <dieser Prozedur.

Thymin Uracil
Einwaage mark.
Substanz 0.022 g 0,019 g
Einwaage inakt.
Substangz 0.54%0 g 0.520 &
Gesamteinwaage 0,562 g 0,549 ¢
Gesamtakt. Mittel- . .
wert aus > Best. 25,0 uad 25,8 uei
% der Ausgangs-
akt. des HTO 0,018 0,020

(125 mCi)

Auch bei allen iibrigen 3H-’I‘hyminen und 3H—Uracilen ist die Sublimation
erforderlich; da wegen der Autoradiolyse der Ausgangsldsungen T-Atome

aus den markierten Moleklilen mit den H-Atomen des Wassers in geringem,
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aber doch merkbarem MaBe austauschen konnen. Die Sublimation muf abeb
nicht mehrfach vorgenommen werden, da beim Auskristallisieren aus
waBriger LOsung eine homogene Verteilung der markierten Molekiile ge-

wahrleistet ist.

2.4, Bestrahlung der markierten Substanzen

Die Bestrahlungen wurden in einer 6OCo-Quelle (Gammacell 220 der Atomic
Energy of Canada Ltd) durchgefihrt. Die Dosisleistung betrug 1,6 Mrad/h,
die Bestrahlungszeit 5 Minuten bis 14 Tage. Die Abnahme der Dosis-
leistung infolge radioaktiven Zerfalls wdhrend der gesamten Dauer der
Ekperimente wurde bel der Berechnung der Dosen berlicksichtigt. Die
Isodosenverteilung innerhalb der ausfahrbaren zylindrischen Bestrahlungs-

kammer wird mit einer Genauigkeit von + 5 % angegeben.

Pie Bestrahlungskammer faft mehrere BestrahlungsgefdBe. In jedes Re-
strahlungsgef&f konnen Gewichtsmengen von 0,1 - 0,5 g markierter
Substanz eingewogen werden (je nach GroBe der Zihlrate und CGrBe der
Dosis). Mit Hilfe eines "Glasrechens" (Abb. 6) konnen mehrere Be-
strahlungsgefidBe gleichzeitig evakulert werden. Das Abschmelzen der

Gef#Be erfolgt unter einem Vakuum von 10_4 Torr.

2.5. Berechnung der nach der Bestrahlung in der Gasphase zu er-

wartenden Tritiumaktivitit

In Abb. 5 sind die von Miiller (31) mittels ESR-Spektroskopie be-
stimmten Radikalkonzentrationen (Spins/g) in Abhingigkeit von der Dosis
aufgezeichnet. Aus dieser Darstellung sind die folgenden Werte fir die

Radikalkonzentrationen entnommens

105 106 107 (rad)
Thymin - 6.10%° 410t
Uracil 4. 1016 2. 10,17 -
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ﬁntef der Voraussetzung, daf die 3pins nur an den Stellen im Molekﬁi

entstehen, von denen Wasserstoff abgespalten wird, sind ohige Zaﬁleﬁ

mit der Zahl der abgespaltenen H-Atome identisch. Aus der Zahl der

in 1 g Substanz vorhandenen Wasserstoffatome und der Zahl der aus 1 g
bei Bestrahlung abgespaltenen H-Atome 188t sich der prozentuelle An-

teil der Wasserstoffabspaltung ermitteln. Beispielsweise gind in 1 g

Uracil 2,14-1022
stehen in 1 g Uracil 2-10l

H—Atdme vorhanden. Bei der Dosis von 106 rad ent-
7 Radikale, alsoc werden 0,94-10—3 % der

vorhandenen H-Atome abgespalten.

Wenn man annimmt, daf die Wasserstoffabspaltung nur aus éeiner H-
22 H-Atome/g be-

finden, dann erhdht sich bei der gleichen Dosis der Anteil der abge-

Position des Uracils erfolght, in der sich nur 0,54.1@

spaltenen H-Atome auf 357‘10‘3 %. Die flir die verschiedenen Strahlen-

dosen so berechneten Prozentzahlen sind:

105 106 107 (rad)
Thynin - ' 894-10‘4 5, 6.107°
Uracil 7, 5-10')‘L 3.7 1077 -

Die gleichen Uberlegungen gelten fiir die Tritiumaktivitit. Unter der
Voraussetzurg, daB die Wasserstoffabspaliung nur aus der Position er-
folgt, in der sich das Tritium befindet, und daB kein Isotepieeffekt
eintritt, wiirden 3,7-10.5 % der vorhandenen Tritiumatome in der Gas-
phase nachzuwelsen sein. Bei der Bestrahlung von 1 g Uracil-6-T (spez.
Akt. 0,1 mCi/g) mit einer Dosis von 106 rad wiirden also 337-10~3 %
dieser Aktivitd, (3,7 nCi = 8210 Zerfdlle pro Minute) in der Gasphase

erscheinen.

Auf die spezifische Aktivitdt 0,1 mCi/g bezogen, ergeben sich aus den
berechneten Progentzahlen folgende Zdihlraten pro Minute:
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10° 106 107 (rad)
Thymin - 1865 12430
Uracil 1670 8210 -

Die Methylgruppe des Thymins wird in dieser Berechnung als eine
Position angesehen, also die Gesamtzahl der H-Atome im Thymin (6)
willkiirlich auf 4 erniedrigt. Die Anlagerung eines Teils der abge-
spaltenen H-Atome bzw. T-Atome an die Doppelbindung des Thymins, die
zur Entstehung des langlebigen Hydrothymylradikals fihrt, kann nichi

beriicksichtigt werden.

Obwohl diese Berechnung nur sehr angenshert ist, fihrt sie doch zu

einer Abschdtzung der nach der Bestrahlung der markierten 3H-Thymine

und 3H-Uracile in der Gasphase zu erwartenden Tritiumektivitdt (2.6.5.).

Der im Bestrahlungsgefdf zu erwartende Druck 138t sich in #Zhnlicher
Weise berechnen. Rel der Bestrahlung des Thymins entstehen bel einer

7 rad\4~lOl7 H-Atome bzw. 2-1017H2—Molekﬁle, wenn man
wieder von der Voraussetzung ausgeht, daB die Radikalkonzentration im
17 q -

2
-Gas (NTP). In dem Bestrahlungsgefa8 (In-

Dosis von 10

FestkOrper der Zahl der abgespaltenen H-Atome entspricht. 2:10
Molekiile sind 7,5-10_3 cem H2
halt ~ 20 cem) sollte demnach ein Druck von NEZ,8~lO-l Torr herrschen,
wahrend der Druck vor dem Aufbrechen der Glasspitze des Bestrahlungs-
gefdBes 10-4 Torr betrigt. Der Wasserstoffdruck im Bestrahlungsgefas

ist also genligend groB, um ein Ausstromen des Gases zu gewdhrleisten.

Als Ergebnis dieser Uberlegungen 188t sich feststellen, dafl bei einer
spezifischen Aktivitdt von 0,1 mCi pro g markierter Substanz Zizhlraten
von lO3 - 105 Zerfillen pro Minute im Dosisbereich von 105 - 108 rad

resultieren wlirden.

Um ven der kduflichen Mindest-Gesamtaktivitat von 1 mCi zu der spezi-
fischen Aktivitdt von 0,1 mCi/g zu gelangen, wurden bei der Priparation
der festen markierten Thymine /Uracil/ jeweils 10 g inaktives Thymin

/Uracil/ eingesetzt.
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2.6. MeBergebniSSe

o h A e e L =

Auf der linken Seite des Vakuumstrangs der in Abb. 6 gezeigten Ver-
suchsapparatur befinden sich Ansatzstutzen zum Evakuieren der Be-
strahlungsbehdlter. Unterhalb der Hdhne 1 und 3 ist der eigentliche
MeBteil angebracht, bestehend aus Bestrahlungsgefif, "Zertriimmerungs-
strang" und Zdhlrohr. Das Blubbermanometer dient zur Vermeidung eines
{herdrucks in der Apparatur, das Quecksilbermanometer zur Messung des
Zihlgasdrucks (Methan) und das Olmanometer zur genauen Messung des
Wasserstoffdrucks bei der Relativeichung der Zihlapparatur (2.6.4.).
Die drei Rundkolben unterschiedlicher Grofe {geeicht durch Auswiegen
nit Wasser) werden sowohl zur Volumeneichung der nicht auswidgbaren
Teile der Apparatur als auch zur Reduktion zu hoher Zizhlraten bendtigt.
Iie bestrahlten Ampullen werden an Schliff S angeschlossen, die gesamte
MAwparatur bis auf ].O')+ Torr evakuiert, die Hdhne 1 und 3 geschlossen,
Bhn 2 gedffnet, und die Glasspitze der Ampulle durch Fallenlassen des
E.senkerns zerschlagen. Der in der Glasampulle befindliche Tritium-
waserstoff verteilt sich auf das Volumen unterhalb der Hihne 1 und 3.
En Teil des wihrend der Bestrahlung entstandenen Tritiumwasserstoffs
knn aber geldst im FestkOrper verbleiben [2.6.6.). Um diesen Teil zu
erfassen, ist die Sublimation unumginglich. Die bestrahlte Substanz
vird innerhalb der Bestrahlungsampulle bei den auf Seite 12 angegebenen
Temperaturen sublimiert, wobei der Ofen die Bestrahlungsampulle bis zur
F2lfte liberdeckt. Das Sublimat sammelt sich im oberen Tell des GefHBes,
md der geldste Tritiumwasserstoff verteilt sich auf das vorhandene
Volumen. Bel jeder Messung gelangt der gleiche Teill des insgesamt ent-
ghandenen Tritiumwasserstoifs in das Zshlrohr. Nach Beendigung der
Cublimation (Dauer ca. 1/2 Stunde) wird der Ofen entfernt, der Tempe-
raturaeusgielch abgewarist wal Haha O gesshlossen. Sodann 1#8t man das
Zéhlgas Methan in die Apparatur einstromen, $frnet wihrend dieses Vor-
gangs Hahn 1 langsam und wartet, bis der Druck 600 Torr erreicht hat
(Hg-Manometer) . Dann wird Hahn 1 geschlossen, und die Tritiumzihlrate

pro Minute unter ctets gleichen Bedingungen gemessen (2.6.4.).

Die narh dem MethanelnlaB gemessenen Zihlraten liegen zu hoch (bis
10 %), da beim Einstromen des Methans der im Zshlrohr befindliche

Tritiumwasserstoff in den unteren Teil des Zshlrohrs gedriickt wird und
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die anschlieBende Riickdiffusion eine gewisse Zeit bendtigt. Aus Abb. 7
ist zu ersehen, daB etwa 30 Minuten nach dem GaseinlaB die Zihlrate
konstant bleibt. Diese konstante Zihlrate ist mit einem Faktor zu
multiplizieren, der das gesamte Volumen beriicksichtigt, auf das sich
der Tritiumwasserstoff verteilt hat. Das Volumen des Gasfiillzidhlrohrs
FZ 50 P der Firms Friesecke und Hopfner betridgt 140 ccm, das Gesamt-
volumen des MeBteils einschlieBlich des BestrahlungsgefiBes 225 ccm.
In das Zdhlrohr gelangen also jeweils nur etwa 2/3 des gesamten
Tritiumwassersteffs. Die berechnete Aktivitdt ist dann auf die Ein-
waage zu beziehen und auf 1 g umzurechnen. Der Nulleffekt des Zihl-
rohrs liegt ohne Abschirmung bei etwa 200 Zerf./min. Winschenswert
sind deshalb um den Faktor 10 - 100 hbhere Tritiumzihlraten; als
niedrigste Zdhlrate soll das Doppelte des Nulleffekts zugelassen sein.

Die berechneten Zdhlraten (2.5.) liegen in dieser GroBenordnung.

- = - R e W0 A o A

Beim Sublimieren einer tritiummarkierten organischen Substanz muB
grundsdtzlich mit dem Auftreten weiterer Zihlratenanteile gerechnet
werden. Eine tritiummarkierte Verbindung ist ein Gemisch aus tritierten
und nicht tritierten Molekiilen. Aus jeder dieser beiden Molekiilsorten
konnen sowohl durch die Bestrahlung als auch durch die nachfolgende
Sublimation Zersetzungsprodukte entstehen, so daB sich die Gesamtzdhl-

rate Z aus folgenden Anteilen zusammensetzt:

S

= sublimiert
Z =2y (+) Zg + Zg (+) Zrys * 318 B8 = bestrahlt und
- B sublimiert
ZN = Nulleffekt
ZS = Zdhlrate, die als Folge der Entstehung gasfdrmiger Zersetzungs-

produkte bel der Sublimation der nicht tritierten Molekiile auf-
treten kann. Die Anwesenheit solcher gasformigen Stoffe kann
eine Loschung echter Tritiumimpulse oder Pseudoaktivitdt her-
vorrufen. Das wenig bekannte Phinomen der Pseudoaktivitit
diirfte auf der Instabillitdt mancher Gase im elekirischen Feld

des Zdhlrohrs beruhen. Wird eine Verbindung A-B im Zihlrohr-
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feld in die Ionen AY und B~ aufgespalten, so werden die B -
Ionen in glelcher Weise wie die Betateilchen des Tritiums zum
Zidhldraht hingerissen und rufen dort Impulse hervor. Auf diese
Weise kann im Zdhlrohr eine "Aktivitdt" auftreten, die nicht
auf das Vorhandensein radioaktiver Strahlung zuriickzufiihren
ist.

Im Falle einer LOschung erfdhrt die Gesamtzdhlrate Z eine Ver-
minderungs deshalb ist vor ZS und ZB ein Minuszeichen in

Klammern gesetzt.

Zg =  Zdhlrate, die die tritierten Molekiile - ohne bestrahlt worden
zu sein - infolge thermischer Zersetzung wdhrend der Sublimation

oder infolge Autoradiolyse verursachen konnen.

ZB+S = Zghlrate, die auf Zersetzungsprodukte zurlickzufiihren ist, die
wahrend der Bestrahlung der nicht tritierten Molekiile ent-

stehen.

Zg+s = Zdhlrate des bel der Bestrahlung aus den tritierten Molekiilen

abgespaltenen Tritiums.

Durch die eingehende Untersuchung der thermischen Stabilitdt des Thymins

/Uracils/ konnte bewiesen werden, daB Z., keine Rolle spielt. Beide Ver-

S
bindungen sublimieren unzersetzt (2.3.).

Bei der Sublimaticon der jH-Thymine und 3H-Uraoile tritt keine Aktivitdt
im Zihlrohr auf. Eine Autoradioclyse dieser Substanzen ist nach 14-
tdgiger Aufbewahrung (= maximale Bestrahlungszeit) nicht feststellbar.

Somit entfillt auch zg.

Die Sublimation des bestrah:lten, nicht markierten Thymins /Uracils/ ver-
ursaeht ebenfalls keine Stdrung des Nulleffekts. Die bei der Bestrahlung
entstandenen gasformigen Produkte verhalten siéh neutral (ZB+S = Q). Die
Gesamtzdhlrate setzt sich also nur aus Nulleffekt und TritiumzZhlrate
Zusammens

Z = 2y + Zgg

Aus zahlreichen Untersuchungen geht hervor, daB bel der Bestrahlung

wasserstoffhaltigen organischen Materials die Wasserstoffabspaltung die




Hauptreaktion ist (56). Es kann daher auch bei der y-Bestrahlung der
>
H

-markierten Thymine und Uracile angenommen werden, daf das Tritium

in Form von Tritiumwasserstoff in die Gasphase gelangt.

Un die Entstehung anderer tritiummarkierter Gase <H20 und NH3 aus
Uracil; H O, NH_ und CH4 aus Thymin) bei der Bestrahlung auszuschlieBen,

wurde Zwizchen gem Ausheiztell und dem Zdhlrohr eine Kihlfalle mit
flilssigem Stickstoff angebracht. Keine Auswirkungen auf die Z&hlraten
zeigten sich bei Uracil-6-T, Uracil-5,6-T, Thymin-(methyl-T) und
Thymin-6-T. Dadurch ist erwiesen, daB das an die C-Positionen beider
Verbindungen gebundene Tritium nach der Bestrahlung nicht in Form von
tritiummarkiertem Wasserdampf oder tritiummarkiertem Ammoniak vor-
liegt. Im Falle des Thymins kann die Bildung von Methan hingegen nicht
ausgeschlossen werden, da der Dampfdruck des Methans beil der Tempe-
ratur des flilssigen Stickstoffs (-195°C) noch ~ 40 Torr betrigt. Wirden

bei der Bestrahlung von Thymin Methylradikale durch die Reaktion

0

C-.
TN ~

C~— CH HI\iT :

=1

!
\\\\N///,CH OC\\\\N‘//,
H H

0
C

«C
+ HB (1D)

CH

entstehen, so hitten sie drei Reaktionsmoglichkeiten:

a) Abstrektion von H-Atomen oder Reaktion mit eliminierten H-Atomen
(CH4-Bildung)

b) Dimerisierung zu Athan (02H6)

c) Bildung des 6-Methyl-hydrothymylradikals

0 0
C O~ .
HN/ \C—-——CHB HN/ \c — CH,
I + +CH, =~ (111)
ﬁ 3 e
0C H oC ~cH
\N/ \\N/ >
H

H
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Durch die ESR-Spektroskopie konnte bisher bei der Bestrahlung des
Thymins weder ein Uracilradikal (Reaktion II), noch ein 6-Methyl-
hydrothymylradisal (Reaktion III) idenﬁifiziert werden. Es ist da-
her anztnehmen, daB die Methanbildung nicht oder nur in sehr geringen
Umfang stattfinget. Eine eindeutige Kldrung dieser Frage kOnnte mit
Hilfe vom Thymin~(methyla14C) erfolgen (2.2.), sobald es in fester
Form mit geniligend hoher spezifischer Aktivitdt erhd#ltlich ist. Die
Zghlung von ll}rCH)i ist im Prinzip mit der gleichen Zdhlanordnung
durchfilhrbar. |

2:6:3:__Verhalten von Thymin-1,3-T und Uracil-1,3-T
Die an den N-Posliionen markierten Verbindungen Thymin-1,3-T und
Uracil-1,3-T unterscheiden sich von den an C-Positionen markierten in

zwel Bezilehungen:

a) Der Abfall der AktivitdEt im Zzhlrohr erfolgt nicht gemdiB Kurve 1
in Abb. 7, sondern gemiaB Kurve 2a. Nach dem Evakuieren des Z#hl-
rohrs und erneuter Flllung mit Methan steigt die Zghlrate an
(Kurve 2b). Diese Erscheinung ist fiir eine Kontamination des Zihl-
rchrs mit Tritiumwasserdampf typisch. Die Adsorption der Wasser-
molekiile an der Zihlrohrwand bedingt die Abnahme der Zahlrate, die

Desorption nach dem Evakuieren ihren Wiederanstieg.

Das Auftreten von Tritiumwasserdampf kann nicht auf mangelnde
Trocknung zuriickzufiihren sein, da nach der 3. Sublimation (2.3.)

in der Gasphase keine AktivitHt mehr auftritt.

b) Mit Hilfe der Kiihlfalle zwischen Ausheizteil und Zghlrohr kann
auch hier zwischen den mdglichen gasfOrmigen Bestrahlungsprodukten
unterschieden werden. Wird die Kihlung mit flissigem Stickstoff
(—19500) vorgenommen, so erscheint keine Aktivitdt im Zdhlrohr. Da
der Dampfdruck des Wasserstoffs schon bei -25200 760 mm Hg be-
triagt, ist seine Bildung wihrend der Bestrahlung auszuschliefBen.
Auch bei der Kiihlung mit KohlensiHure/Aceton (—7800) tritt keine
Aktivitdt im Zdhlrohr auf. Es kann also kein Ammoniak entstanden
sein, da dessen Dampfdruck bei —79OC 40 mm Hg betrigt. Ohne
Kiihlung erfolgt die erwdhnte Kontamination des Zzhlrohrs und der
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Glaswinde der Apparatur. Die Bestimmung reproduzierbarer Dosis~
effektkurven fiir das Thymin-1,3-T und das Uracil-l,3-T wird da-

durch unmdglich.

Das unterschiedliche Verhalten von Thymin-{methyl-T), Thymin-6-T,
Uracil-6-T und Uracil-5,6-T einerseits, von Thymin-1,3-T und Uracil-l,3-T

andererseits 188t sich folgendermaBen deuten:

Wenn die aus den C-Positionen des Thymins /Uracils/ durch die Be-
strahlung eliminierten T-Atome eine Abstraktionsreaktion mit den H-
Atomen der N-Positionen eingehen, entsteht Tritiumwasserstoff. Der
umgekehrte Vorgang, die Abstraktion von H-Atomen aus den C-Positionen
durch die eliminierten T-Atome der N-Positionen, findet nicht statt,
denn sonst miBte bei der Bestrahlung von Thymin-1,3-T und Uracil-1,3-T
Tritiumwasserstoff gebildet werden. Bie Tritiumatome der N-Positionen
erscheinen jedoch in Form von Tritiumwasser in der Gasphase. Die
Bildung des Tritiumwassers konnte durch die rdumliche Nachbarschaft der
T- und O-Atome in den Wasserstoffbriickenbindungen des Thymins /Uracils/

beglinstigt sein.

Bei der Bestrahlung der in den C-Positionen markierten Thymine und
Uracile entsteht also Tritiumwasserstoff (HT) und Wasser (HEO)’ bei
der Bestrahlung der in den N-Positionen markierten Thymine und Uracile
Wasserstoff (Hg) und Tritiumwasser (HTO). Der Isotopenaustausch

zwischen HT und H2O sowle zwischen H_ und HTO ist so gering, dall er

2
nicht nachweisbar ist.

- - . T - — - —— o m_ a0

Das Gasfiillzdhlrohr war {iber einen Vorverstirker und einen Linearver-
stdrker (Gesamtverstdarkung 10000-fach) an eine 100-kHz-Z&hleinheit an-
geschlossen. Nach Aufnahme der Zdhlrohrcharakteristik wurden alle MeB-
punkte unter stets gleichen Bedingungen bestimmt: Hochspannung 3 kV,
Diskriminator 3 V, Methandruck 600 mm Hg.

Da bel der Sublimation der bestrahlten Substanzen der gesamte Tritium-
wasserstoff an die Gasphase abgegeben wird, liegt ein methodischer

Fehler hinsichtlich der Wasserstoffmenge nicht vor, und die Meffehler
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werdery lediglich durch die Zdhleffektivitdt der Anordnung bedingt.

Aus diesem Grunde wurden Verglelchsmessungen mit einem Tritiumwasser-
Standard der spezifischen Aktivitdt 1 pCi/ml vorgenommen. Pie Reduktion
des Wassers zu Wasserstoff erfolgte mittels Zinkpulver nach der von
Spernol und Menecke (55) ~eschriebenen Methode:

Nack vorherigem Wiegen des verschlossenen Reaktionsgefifies (Abb. 8)
wurdéen mittels einer ausgezogenen Pipette ca. 250 mg Tritiumwasser ein-
gefillt und verschlossen gewogen. Dann erfolgte die Einflillung des
Zirkpulvers (KorngroB8e < 0,2 mm). Nach dem Anschluf des Reaktionsge-
fiks an die Vakuumapparatur (Abb. 6) und Anbringung des Ofens wurde
das Wasser mittels Kohlensdure/Aceton eingefroren, der Verbindungshahn
4 avischen Reaktionsgefiaf und Apparatur gedffnet und der Ofen unter
dawerndem Evakuieren der Apparatur auf 400°¢ aufgeheizt (Schmelzpunkt
des Zinks 419°C). Das Ausheizen des Zinks bis zum Aufhdren der Gas-
abgabe dauerte etwa eine Stunde. Dann wurde Hahn 5 geschlossen und die
Kilung vom ReaktionsgefdB entfernt. Die Reaktion des Wasserdampfs mit
den Zinkpulvers:

Zn0 + H

Zn + HO o

2

seqzte allmihlich ein und konnte am Anstieg des Drucks im Manometer
deu;lich verfolgt werden. Anstelle des von Spernol und Denecke ver-
wendeten Loffelmanometers diente ein mit Hochvakuumdl (Apiezondl,
Diffelen) gefililltes Manometer (Linge 800 mm) zur Druckmessung. Pas
spezifische Gewicht des Ols betrug 0,865; somit entsprach 1 mm Hg
15,66 mm Ol. Die Ablesegenauigkeit war besser als 0,03 mm Hg (= Q,5 mm
01). Angeschlossen waren samtliche Teile der Apparatur auBer Zzhlrghr
vund Ausheiztell. Das dem gebildeten Wasserstoff zur Verfligung stehende
Volumen muBte so bemessen sein, dafi der Wasserstoffdruck nicht iiber
den Mefbereich <des Ulmanometers hinaus stieg (ca. 50 mm Hg). Nach der
Einstellung eines konstanten Drucks wurde die Heizung abgestellt und
der Temperaturausgleich abgewartet. Die Ausbeute an Wasserstoff ergibt

sich durch die Beziehung:

A = M . p‘V
VM'pO (1 + ot)-E
- 1,0575.107 -V

11 ¥ at)E
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= Ausbeute in %

= Molgewicht des Wassers (g)
Molvolumen (ccm)

760 mm Hg

Volumen der Gesamtapparatur (ccm)

ko] kel 2w
< 35
([ !

= Wasserstoffdruck in der Apparatur nach Beendigung der Reaktion
(mm Hg)

Temperatur nach Ausgleich (1/10°C genau)

ck
i

E = Wassereinwaage (g)
= Ausdehnungskoeffizient (Grad'l)

Die Umsetzung des Wassers mit Zink erfolgte praktisch quantitativ.
Pas arithmetische Mittel aus 10 Bestimmungen ergab eine Ausbeute von
99.7 %. Der Fehler des Tritiumwasser-Standards betrug + 5 %. Pie mit
der benutzten Zihlanordnung gemessenen Werte lagen im Mittel um 2,1 %

unter den Sollwerten.

Alle den Dosiseffektkurven zugrundeliegenden TritiumzZhlraten sind mit
diesem Wert korrigiert und somit dem Pehler des Standards angepalBt

worden.

v D D e = . T W 4D A S S oy . S S e W A e -

Abbildung 9 zeigt die nach Sublimation der bestrahlten tritiummarkierten
Thymine und Uracile erhaltenen Dosiseffektkurven im doppeltlogarithmi-
schen MaBstab. Die genauen MefBwerte sind in den Tabellen 2 und 3 zu-

sammengestellt.

Vergleichbar sind nur Dosiseffektkurven von Verbindungen mit gleicher
spezifischer Aktivitdt. Die Thymin-(methyl-T)-MeBwerte in Tabelle 2
miissen deshalb duch 5 geteilt werden. Die eingezeichnete Thymin-(methyl-T)-

Kurve entspricht der spezifiscnen Aktivitdt 0,1 mCi/g!
Der Verlauf der Kurven gestattet zwei Peststellungen:

a) Gleiche Molekiilart bedingt gleiche Kurvenform.

b) Die Tritiumabspaltung ist positionsabhingig.

Aus der Ordinatendifferenz zwischen der Thymin-{methyl-T)-Kurve und
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der Thymin-6-T-Kurve ergibt sich, daB die Tritiumabspaltung aus der
Methylgruppe im Dosisbereich von 105 - 108 rad um den Faktor ~5

groBer ist als die Tritiumebspaltung aus der 6-Position.

Beim Uracil ist eine #hnlich eindeutige Aussage nicht mOglich. Wire im
Uracil-5,6-T die Verteilung des Tritiums auf die beiden Positionen 5
und 6 glelchmdBig und f3nde aus belden Positionen eine Abspaltung im
gleichen Umfang statt, dann miiBte bei gleicher spezifischer Aktivitdt
die Uracil-6-T-Kurve mit der Uracil-5,6-T-Kurve identisch sein. Die
Uracil-5,6-T-Kurve liegt aber hbher als die Uracil-6-T-Kurve. Das kann
entweder bedeuten, daB8 sich in der 5-Position des Uracil-5,6-T mehr
Tritium befindet als in der 6-Position, oder daB bei gleicher Ver-
teilung des Tritiums auf beide Positionen aus der 5-Position mehr
Tritium abgespalten wird als aus der 6-Position. Diese Unklarheit
kinnte nur mit Versuchen an Uracil-5-T beseitigt werden, das aber noch
nicht erh#ltlich ist +). Die MeBpunkte sdmtlicher Kurven bei 105 rad
liegen moglicherweise zu niedrig, da infolge der kurzen Bestrahlungs-
zeit (5 min) der Temperaturausgleich in der Bestrahlungskammer der
Kobaltguelle nicht gewdhrleistet ist. Es ist jedoch die Annahme be-
griindet, daBl der Temperatureffekt im Vergleich zu dem Einflufl der hohen

Dosisleistung eine nur geringe Rolle spielt.

Unterhalb lO5

rad liegén die Tritiumzdhlraten in der Ndhe des Null-
effektes; dadurch wird ihre exakte Messung unmdglich. Lediglich beim
Thymin- (methyl-T) konnte noéh ein MeBpunkt unterhalb lO5 rad bestimmt
werden. Zur Bestrahlung diente dabei eine 0,6 kCi-Kobaltquelle; die
Bestrahlungstemperatur betrug fu}OOC. Bei der Dosisleistung von
6,48-104 rad/h entsprach der MeSpunkt bei 514-103

zelt von 5 Minuten.

rad einer Bestrahlungs-

Umn noch niedrigere und biologisch interessante Dosen zu erfassen, miiten

zwel Forderungen erfiillt sein:

a) Eine Kobaltquelle mit geringer Dosislelstung zur Erzielung l¥ngerer

Bestrahlungszeiten,
b) HShere spezifische Aktivitdt der bestrahlten Substanzen zur Ge-
wdhrleistung groBerer Zghlraten.

+) Wird neuerdings von Amersham angecboten.
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Bei hOherer spezifischer Aktivitdt der 3H—Thymine und 3H-Uracile kdnnte
Jedoch ihre Autoradiolyse in Erscheinung treten und mii8te getrennt

untersucht werden.

Die Ubereinstimmung der gemessenen TritiumzZhlraten mit den ndherungs-

weise berechneten (2.5.) ist noch am besten beim Thymin- (methyl-T):

106 107 (rad)
berechnet 1865 12430
gefunden 1100 4500

Die Unterschiede sind in Anbetracht der Voraussetzungen nicht ver-
wunderlich. Eine mathematische Formulierung des Zusammenhangs zwi-
schen den durch ESR-Spektroskopie bestimmten Radikalkonzentrationen
und den gemessenen Zd#hlraten kdnnte aus einem kinetischen Ansatz
unter Berilicksichtigung der unter 3.1. getroffenen Reaktionsauswahl

resultieren.

7

Beil der Sublimation von Proben, die mit Dosen >10' rad bestrahlt
wurden, hinterblieben nicht sublimierbare Rlickstidnde, deren Menge sich
mit zunehmender Dosis vergroBerte. Hierbei dirfte es sich um Dimeri-

sierungsprodukte handeln, die durch die Reaktionen

= .
=8 B
2 53
+ o+
T

-+
-+

gebildet werden kdnnen (3.1.).

Ohne Sublimation der bestrahlten 3H—Thymine und 3H—Uracile ergeben sich
die in den Abbildungen 10 bis 13 gezeigten unteren Dosiseffektkurven.
Die entsprechenden Mefwerte sind in den Tabellen 4 und 5 zusammenge-

stellt. Die oberen Kurven sind die zu Verglelichszwecken eingezelchneten
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Dosiseffektkurven nach Sublimation: Aus den Abbildungen 10 und 11 ist

zu érsehen, daBl das relative Verhidltnis der ohne Sublimation in der

Gasphase gefundenen Tritiumaktivit&dt zu der nach Sublimation gefﬁndenen

bei Thymin-(methyl-T) und Thymin-6-T in gleicher Weise ansteigt (von
etwa 3/10 bei 105 rad auf etwa 9/10 bei 5-108 rad) . Bei Uracil-5,6-T
und Uracil-6-T ist innerhalb des kleinen Dosisbereichs, in dem Dosis-
effektkurven ohne Sublimation gemessen werden konnten, eine solche

Anndherung der unteren an die oberen Kurven nicht festzustellen.

Es ist mOglich, daB die Differenzen zwischen den ohne und nach Subli-
mation gemessenen Tritiumaktivitdten auf der Diffusion des Tritium-
wasserstoffs im PFestkdrper beruhen. Eine ldngere Bestrahlungszeit be-
deutet ldngere Diffusionzeit, d.h. eine VergroBerung der Menge des
aus dem PestkOrper herausdiffundierten Wasserstoffs. DaB bei den > -
Uracilen (Abb. 12 und 13) keine wesentliche Erhdhung des relativen
Verhiltnisses T ohne/ T nach Sublimation mit steigender Dosis auf-
tritt. konnte seine Ursache in einem - verglichen mit Thymin -
kleineren Diffusionkoeffizienten des Wasserstoffs im Uracil haben. Um
zu prifen, ob es sich tatsdchlich um einen Diffusionsprozef handelt,
mifite man von zwel mit gleicher Dosis bestrahlten Proben die eine so-
fort nach Bestrahlung messen, die andere hingegen erst nach lingerer
Lagerung bei der Temperatur der Bestrahlungskammer. Sollte die ge-
lagerte Probe dann eine grofere Aktivitdt aufweisen, so wdre der Be-
wels flr die Diffusion erbracht - wenn nicht bel der Temperatur der
Bestrahlungskammer (SOOC) die zur Wasserstoffbildung flihrenden

Reaktionen

ablaufen (3.1.).

Wilrden die Bestrahlungen bel tieferen Temperaturen vorgenommen, dann

miBte die Temperaturabhingigkeit der Diffusion berilicksichtigt werden.

Auch die Ausheizkurven der bestrahlten Thymine und Uracile - die bei
allen vier markierten Derivaten unabhingig von der Dosis einen
dhnlichen Verlauf =zeigen - erlauben keine Entscheidung zwischen der

Diffusion und einer zur Wasserstoffbildung filhrenden Reaktion der
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FestkOrperradikale mit ungeschidigten Molekiilen. Abbildung 14 gibt die
Ausheizkurve von Thymin-(methyl-T), Abbildung 15 die von Uracil-6-T
wileder. Trégt man diese Kurven im halblogarithmischen Ma@istab auf

(Abb. 16 und.1l7), so zeigt sich, daB keine lineare Anhingigkeit der
Tritiumaktivitit ih der Gakphase von der reziproken Temperatur be-
steht. Darauds kann gelchlossen werden, daB kein.Vorgang mit definierter
Aktivierungsenergie (ehemiSche Reaktioh oder einheitlicher Biffusions-
prozeB) die alleinige Ursache flir die Erhdhung der Tritiumaktivitit

nach der Sublimation sein kann.

Die Zunahme der Tritiumektivitdt in der Gasphase mit steigender Temps =
ratur der bestrahlten Substanz (Ausheizkurve) konnte nur diskontintierlich
vorgenommen werden. Nach dem Aufbrechen der Bestrahlungsampulle wurde

die Tritiumektivitdt in der unter 2.8.1. beschriebenen Weise gemessen,

das Zghlrohr bei geschlecssenem Hahn 2 iiber Hahn 1 evakuiert, Halhn 1 ge-
schlossen, Hahn 2 getffnet und die Ampulle auf eine bestimmte Tempe-

ratur aufgeheizt. Jede Temperatur wurde 30 min konstant gehalten, dann
Hahn 2 geschlossen, iiber Hahn 1 Methan eingelassen und die Zahlrate be-
stimmt. Bel jeder Messung muBte die im Ausheiztell verbliebene Gas-
aktivitdt der vorausgegangenen Messung berlicksichtigt werden. Der Aus-

heizteil wird durch die Hihne 2 und 3 begrenzt.
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3. DISKUSSION

3.1. Deutung der Dosiseffektkurven

Die Deutung der Bosiseffektkurven det 3H-’-Thymine stoB8t auf mannigfache
Schwierigkeiten, da ihr Verlauf sich aus einer ﬁberlagerung von
Parallel- und Folgereaktionen ergibt. Ohrie zunichst die Ergebnisse der
ESR-Spektroskopie zu berticksichtigen, whren folgende zur Bildung von
molekularem Wasserstoff filhrende Teilschritte denkbar:

M

MH = H (1)
A = ¥ H, (1D
MH o+ H = M H, (111)
MH + M = MM+ H (1IV)
H + H = H, ()
MH = Thymin
M = Thymylradikal

Nur Reaktion II fihrt primidr zur Bildung von H2, die Reaktionen III

und 'V sind Folgereaktionen von I und IV.

Der Reaktionsablauf wird durch den Verbrauch eines Teils der H-Atome
fiir die Bildung der {durch ESR-Spektroskopie nachgewiesenen) Hydrothymyl-

radikale kompliziert:

0
C
_ _ HN/\é---CH
MH + H = MH MH_ = ? HB (v1)
¢ —~
\\\\N,//// T~y
H

o

Diese "Anlagerungsradikale" konnen mit H-Atomen weiter reagieren zum
Dihydrothymins
— —_—
0
HN C —C
,  —axy

MH, + H = Mi, ME, = j} ; (VII)
0

cx
\\\\N//// 2
H
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oder unter Hg—Bildungi

v - VIII
MH2 + H MH + H2 ( )

Weiterhin muB die Rekombination (Riickreaktion von I) in Betracht ge-
zogen werdens:

M + H = MH (Ix)

Auch der molekulare Wasserstoff kann in verschiedener Weise in die

Reaktionsfolge eingreifens:

.

M+ H, = ME + H (x)
MH,, + H2 = MH5 + H (x1)
MHE + H, = MH,+ H (X11)
MH + H, = MH3 (X111)

AuBerdem kann Dissoziation erfolgen:
H., = H + H (XIV)

Wenn die Konzentration des Thymins (MH) in den Reaktionen I, II, III,
IV, VI, XIT und XIII.als konstant angesehen wird, dann gehOren die
Reaktionen I und II der 0. Reaktionsordnung, die Reaktionen III, IV,
VI, XIT und XIII der 1. Ordnung und die Reaktionen V, VII, VIII, IX,
X und XI der 2. Ordnung an.

Aus der Literatur geht hervor, daB einige der denkbaren Reaktionen

I-XIV ausgeschlossen werden knnen oder wenig wahrscheinlich sind.

Als erster Schritt des chemischen Reaktionsschemas kann die Dissoziation
des Thymins in ein Thymylradikal und ein H-Atom angenommen werden (I).
Dies geschieht in Analogie zu den von Braams (56) zitierten Bestrahlungs-
experimenten mit verschiedenen organischen Verbindungen und steht im
Einklang mit den Ergebnissen der ESR-Spektroskopie und mit den

Resultaten der vorliegenden Untersuchungen.

Von Dole et al. (57) wird Reaktion II unter die Primdrreaktionen bei
der strahleninduzierten Bildung von H

reiht.

5 Bus organischen Stoffen einge-
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Infolge der groBen Reaktionsfihigkeit der H-Atome in statu nascendi
ist zu erwarten, dafl der Abstraktionsreaktion IIT eine wichtige Rolle
bel der Hg-Produktion zukommt .

Hey (58) stellte fest, daB beim thermischen Ausheilen von Radikalen

in Alanin und Protein Gas entwickelt wird, was flir den Ablauf der
Reaktion IV zu sprechen scheint. Die Gasentwicklung kdnnte aber auch
auf das Herausdiffundieren von gelOstem Wasserstoff aus dem bestrahlten
Material zurlickzufiihren sein. Eine solche Annahme konnte weder bewiesen

noch ausgeschlossen werden (2.6.6.).

Die Additionsreaktion VI gilt durch die Existenz des Hydrothymyl-

radikals &ls bewiesen.

Anhaltspunkte flir die Reaktionen X bis XIV ergeben sich aus den Unter-
suchungen von Vershavskii et al. (59) iber die Aufnahme von Deuterium
durch Polymere widhrend der Bestrahlung. Sie konnten zeigen, daB3 das
Eindringen von Deuterium in die polymeren Substanzen auf Isotopenaus-
tausch beruht, nicht auf Aktivierung der Adsorption durch Bestrahlung.
Die Autoren halten es flr wahrscheinlich, daB der Isotopenaustausch
als Folge der Reaktion zwischen Polymer-Radikalen R und D. anzusehen

2
ists: -

R + D2 = RD+ D
RH+ D = R + HD usw.
Der Mechanismus
D2 = D 4+ D

wird von ihnen als wenlg wahrscheinlich dargestellt.

Weiterhin konnten sie durch einen Vergleich der von Polyithylen und

Polybutadian aufgenommenen H_-Mengen zeigen, daB die Anlagerung des

2
Deuteriums an die Doppelbindungen der Polymere anscheinend nicht vor
sich geht. Nach diesen Ergebnissen kidnnen die Reakticnen X und XI

nicht auBer 3etracht gelassen werden, hingegen erscheinen die Reaktionen

XIT, XIII und XIV als unwahrscheinlich.

Zur Pormulierung eines kinetischen Modells flir die Wasserstoffab-

spaltung verbleiken also folgende Reaktionen:
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0. Ordnung
2MH = MM+ H,
MH o+ H = M + H,
MH + M = MM+ H [ I. Ordnung
MH o+ H = M, ]
H + H = H,
M + H = MH
MHQ—!-HzMH3
. II. Ordnung
MH, + H = MH + H,
M+H2=MH+H
MH2+H2=MHj+H‘

Es kann nicht vorausgesetzt werden, daB Jjede dieser Reaktionen sich
im gesamten Dosisbereich gleich stark manifestiert, vielmehr ist an-
zunehmen, daBl das AusmaB der einzelnen Reakilenen eine starke Dosis-
abhingigkeit aufwelst. Von den Reaktiocnen II. Ordnung ist zu erwarten,
daB sie erst bei hoheren Radikalkonzentrationen grdBere Bedeutung ge-

winnen.

Fiir das Uracil gelten prinzipiell dieselben Uberlegungen. Die beim
Thymin vorhandene Methylgruppe, die als Wasserstoffdonator anzusehen
ist, fehlt Jjedoch beim Uracil, so daB die Anlagerung von H-Atomen an
die Doppelbindung nicht in Betracht zu ziehen ist. Die Kldrung der
Frage, ob eine Deutung der Dosiseffektkurven flir die Wasserstoffab-
spaltung mit Hilfe der ausgewdhlten Reaktionen auf kinetischer Basis

mdglich ist, kann nur auf mathematischem Wege erfolgen (60).

3.2, G-Werte

Die durch ESR-Spektroskopie bestimmte Abhingigkeit der Spinkonzen-
tration in einem FestkOrper von der Strahlendosis wird vielfach durch
die Funktion
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¢ = ¢, [1-exw. (0/D)]

wiedergegeben (27,38,61).

Q
i

Spinkonzentration bei der Dosis D

C = Sdttigungswert der Spinkonzentration

fir D ——» Ce

D = Dosis, bei der die e-Funktion den

Wert 1/e annimmt

Wenn Spinkonzentration und Dosis einander nicht proportional sind,
denn ist der G-Wert (Anzahl der erzeugten Spins/100 eV absorbierter
Energie) eine Funktion der Dosis. Es wird deshalb ein funktionsunab-

hiéngiger Anfangs«G-Wert Go definiert:

G, = lim (dc/dD)

D— O

Die Berechnung von GO setzt im Falle der Tritiumabspaltung aus Thymin
/Uracil/ entweder einen bekannten mathematischen Zusammenhang zwischen
der Tritiumaktivitdt in der Gasphase und der Dosis oder experimentelle

Punkte im niedrigen Dosisbereich voraus.

Aufgrund der unter 3.1. angestellten Betrachtungen zeigt sich,; dal
eine einfache Kinetik im Sinne der obigen Exponemtialfunktion fiir die
Tritiumabspaltung nicht zu erwarten ist. Unterhalb einer Dosis von
105 rad (bei Thymin-(methyl-T) 5-103 rad) liegen keine MeBpunkte vor
(Abb. 9). In Tab. 7 sind deshalb die dosisabhingigen G-Werte (Zahl
der pro 100 €V absorbierter Energie aus 1 g positionsmarkierter Sub-

stanz eliminierten T-Atome) zusammengestellt.

Der prozentuelle Anteil der in der Gasphase gefundenen Tritiumaktivitdt
an der Ausgangsaktivitit der tritiummarkierten Substanz vor der Be-

strahlung ergibt sich durch den Ausdruck:

T-Aktivitdt im Gas {(Z/min.g).1C0

Tritiumabspaltung in % = $55777%at 1n Festhbrper (4/min.B)

Die Z8hlraten bei den DNosen 1053 106, 107 und 108 rad kOnnen - soweit
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gemessen - den Kurven in Abb. 9 entnommen werden. Die errechneten

Prozentzahlen sind in Tab. 6 aufgefiihrt.

Beispielsweise sind beim Thymin-6-T bei der Dosis 106 rad 134'10-LL %
der urspringlich im festen markierten Thymin vorhandenen Aktivitat in
die Gasphase gelangt. Es ist nicht erforderlich, die Absolutzahl der
abgespaltenen T-Atome zu berechnen. Die Zahl der aus eilner Position
abgespaltenen T-Atome ist den aus den Zdhlraten errechneten Prozent-
zahlen proportional. Befidnde sich in der 6-Position des Thymins aus-
schlieBlich Tritium, dann waren in einem Gramm Thymip 4,8°lO21 T-Atome
enthalten. Von diesen wiirden bel 106 rad ebenfalls 1,4-10"4 %, also
6,7-1015 T-Atome abgespalten. Diese Zahl mit dem Umrechnungsfaktor
1,602'10_12 multipliziert (1 eV = 15602-10_14 rad) und durch 106 ge-

teilt, ergibt den in Tab. 7 eingetragenen G-Wert von 0,01.

Beim Thymin-(methyl-T) bezieht sich der Prozentsatz der Abspaltung auf

0 0
c C
o \C —CH,T ay” \g —or,
L ! und nicht auf * g
0 éH oC CH
\\\.N’/,/

Ny
H

H

Die in Tab. 7 aufgefiihrten G-Werte gelten fiir die Abspaltung von
Tritium aus einer bestimmten Position und kOnnen wegen des Isotopie-
effekts nicht flir die Abspaltung von H-Atomen aus derselben Position
Ubernommen werden. GemdaB der Theorie des Isotopieeffekts diirften die
G-Werte fir die H-Abspaltung hoher liegen als die G-Werte fiir die T-
Abspaltung.

Die Summe der G-Werte flir die einzelnen T-abspaltenden Positionen stellt
ein MaB dar flir die insgesamt abgespaltenen T-Atome, die in den welteren

Reaktionsverlauf nicht wieder eingreifen.

Die G-Werte fUr die Bildung des Hydrothymylradikals geben ein MaB fir

die an ungeschidigte Thyminmolekiile angelagerten H-Atome.

LABt man den Isotopieeffekt unberlicksichtigt, lieBen sich durch

Addition der G-Wert-Summen fir die einzelnen T-abspaltenden Positionen
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und der G-Werte flir die Bildung des Hydrothymylradikals die G-Werte
flir die gesamte Wasserstoffabspaltung ermitteln, wenn nicht weitere
H-Vernichtungsreaktionen, wie die Bildung von Dihydrothymin. in Be-

tracht zu ziehen widren.

Es zeigt sich hier, daB die G-Werte flir die Wasserstoffabspaltung aus
Thymin nur grobe Orientierungswerte sein kOnnen, da Abspaltung und

Anlagerung von H-Atomen in komplizierter Weise ineinandergreifen.
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4.  ZUSAMMENFASSUNG

Positionsmarkierte 3H-—Thymine und 3H-Uraoile wurden im festen Zustand
und unter Vakuum einer 6OCo-Gammabestrahlung unterworfen. Die
spezifische Aktivitdt von 0,1 mCi/g Substanz war fiir die Untersuchungen

im Dosisbereich von 105- 5-108 rad ausreichend.

Der Strahlenschaden manifestiert sich bei beiden Basen im Auftreten
von Tritiumwasserstoff und Tritiumwasser. Tritiumwasserstoff entsteht
aus den in C-Positionen markierten Derivaten Thymin-(methyl-T),
Thymin-6-T, Uracil-6-T, Uracil-5,6-T, Tritiumwasser aus den an beiden

N-Positionen markierten Derivaten Thymin-1,3-T und Uracil-1,3-T.

Die angewandte Methode flilhrte zu gut reproduzierbaren Ergebnissen bel
der Messung der Aktivitdt des abgespalitenen Tritiumwasserstoffsy zur
Aktivitdtsbestimmung des Tritiumwasserdampfs war sie wegen der

Kontamination der Zdhlrohre nicht geeignet.

Die ermittelten Dosiseffektkurven gestatten guantitative Aussagen
iiber die Positionsabhingigkeit der Tritiumabspaltung. Die Methylgruppe
des Thymins erwies sich als Wasserstoffdonator fiir die Bildung des
Hydrothymylradikals. Die Unterschiede zwischen den ohne und nach
Sublimation der bestrahlten Substanzen bestimmten Dosiseffektkurven
zelgten die Schwierigkeiten bel der Bestimmung strahleninduzierter
Gase in organischen FestkOrpern auf. Flir die einzelnen markierten
Positionen des Thymins und Uracils konnten dosisabhingige G-Werte an-
gegeben werden. Es wurden strahleninduzierte Reaktionen diskutiert,
die zur Formulierung eines kinetischen Modells fiir die Wasserstoffab~
spaltung aus Thymin und Uracil fijhren kdnnten. Ein solches Modell
lieBe sich als Prototyp flir dle Wasserstoffabspaltung auch aus anderen

organischen Verbindungen heranziehen.

Zur Vervellstindigung und Vertiefung der vorliegenden Ergebnisse

konnten folgende Experimente dienen:

5

Ausdehnung der Messungen auf den Dosisbereich « 107 rad unter Ver-

wendung markierter Substanzen mit hoher spezifischer Aktivitit,

Bestimmung der Dosiseffektkurven flir andere Strahlenarten,
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Ermittlung der Temperaturabhingigkeit der Wasserstoffabspaltung,

Bestranlung von Thymin~(methyl-l40) zur Klirung der Frage, ob eine
Entmethylierung des Thymins stattfindet,

gleichzeitige Bestrahlung von markierter Substanz und Schutzsubstanz
zwecks Ermittlung des Einflusses der Schutzsubstanz auf die Wasser-

stoffabspaltung,
Untersuchung der Diffusion von Wasserstoff in organischen Festkdrpern.

Die in dieser Arbeit erliuterte Methode gewzdhrt Aufschliisse iliber die
positionsbedingte Unterschiedlichkeit der strahleninduzierten Wasser-
stoffabspaltung aus organischem Material. Sie vermittelt Einsichten

in die wdhrend der Bestrahlung ablaufenden chemischen und physikalischen
Vorgdnge, liefert Hinweise auf die Art der PestkOrperradikale und kann
zur Unterstiitzung theoreétischer Arbeiten liber die Elektronenverteilung

in orgenischen Verbindungen dienen.

Die Sublimierbarkeit der organischen Substanz sollte nicht Voraus-
setzung flir die Anwendbarkeit des Untersuchungsverfahrens sein. Es ist
vielmehr zu hoffen, daB auch Substanzen, die unter Vakuum unzersetzt

schmelzen, positive Resultate liefern werden.

Die Ergebnisse der beschriebenen Methode und die aufgezeigten Moglich-
keiten flir weitere Experimente lassen erkennen, daB die Aufkldrung
der Natur des Strahlenschadens der DNS durch Bestrahlung ihrer 3H-
markierten Komponenten und AktivitHtsbestimmung der Bestrahlungs-

produkte geftrdert wird.




LITERATURVERZEICHNIS

10.

11.

Scholes, G., Ward, J.F. und Weiss, J. (1960)
Mechanism of the radiation-induced degradation of nucleic acids.
J. Mol. Biol. 2, 379.

Hems, G. (1960)

Chemical effects of ionizing radiation on deoxyribonucleic acid
in dilute aqueous solution.

Nature 186, 710.

Emmerson, P., Scholes, G., Thomson, D.H. et al. (1960)
Chemical effects of ionizing radiation on nucleic acids and
nucleoproteins.

Nature 187, 319.

Apelgot, S., Ekert, B., Latarjet, R. und Rebeyrotte, N. (1962)
Radiobiochemische Untersuchungen an NukleinsZuren.
Strahlentherapie 118, 54.

Scholes, G. (1963)

The radiation chemistry of aqueous solutions of nucleic acids
and nucleoproteins.

Progress in BRiophysics 13, 59.

Latarjet, R., Ekert, B. und Demerseman, P. (1963)
Peroxydation of nucleic acids by radiation: biological implications.
Rad. Res. Suppl. 3, 247.

Collyns, B., Okada, S., Scholes, G. et al. (1965)
Chain scission and hydrogen bond breakage on irradiation of DNA.
Rad. Res. 25, 526.

Ekert, B. und Monnier, R. (1957)
Peroxydation de la thymine par le rayons X.
Ann. Inst. Pasteur 92, 556.

Ekert, B. und Monnier, R. (1959)
Structure of thymine hydroperoxide produced by X-irradiation.
Nature 184, 58 B.A.

Scholes, G. und Weiss, J. (1960)

Organic hydroxy-hydroperoxides: a class of hydroperoxides formed
under the influence of ionizing radiations.

Nature 185, 305.

Ekert, B. und Monnier, R. (1960)
Effect of X-rays on cytosine in aerated agueous solution.
Nature 188, 309.



12.

13.

14.

15.

16.

17,

18.

19.

20.

22.

- 35 -

Ekert, B. (1962)
Effect of gamma rays on thymine in de-aerated agueous solution.
Nature 194, 278.

Conlay, J.J. (1963)

Effect of ionizing radiation on adenine in aerated and de-aerated
agueous solutions.

Nature 197, 555.

Zimmer, K.G., Ehrenberg, L. und Ehrenberg, A. (1957)

Nachweis langlebiger magnetischer Zentren in bestrahlten bio-
logischen Medien und deren Bedeutung fiir die Strahlenhiologie.
Strahlentherapie 103, 3.

Shields, H. und Gordy, W. (1959)

Electron spin resonance studies of radiation damage to the nucleic
acids and their constituents.

Proc. Nat. Acad. Seci. 45, 269.

Zimmer, K.G. (1960)
Studien zur quantitativen Strahlenbiologle.
Akad. Wiss. Lit. (Mainz), Abh. Math. Naturw. Klasse 3.

Miller, A. (1962)

The efficiency of radical production by X-rays in dry proteins
and nuclelc acids. ,

Int. J. Rad. Biol. 5, 199.

Ehrenberg, A., Ehrenberg, L. und Lofroth, G. (1963)

Thymidine-like electron spin resonance spec¢tra in gamma-irradiated
deoxyribonucleic acid.

Nature 200, 376.

Salovey, R., Shulman, R.G. und Walsh, W.M. jr. (1963)
Electron spin resonance of irradiated DNA.
J. Chem. Phys. 39, 839.

Van de Vorst, A. (1964)

Stagilité des radicaux libres induits par le rayonnement gamma
du %Oco dans 1'acide déoxyribonucléicuc.

Int. J. Rad. Biol. 8, 111.

Van de Vorst, A. und Villée, F. (1964)

Sur la nature des radicaux libres induits par le rayonnement X
dans 1l'acide déoxyribonucléique 1'état solide.

C. R. Acad. Sci., Paris, 259, 928.

Pershan, P., Shulman, R,, Wyludz, B. und Eisinger, J. (1964)
Electren spin resonance of irradiated DNA.
Physics 1, 163.




23.

24.

25.

26.

27 .

28.

29.

30.

31.

32.

- 36 -

Van de Vorst, A. und Richir, M. (1965)

Sur Y'identification des radicaux libres induits par le
rayonnement X dans 1'acide déoxyribonucléique.

C. R. Acad. Sci., Paris, 260, 6458.

Van de Vorst. A. und Krsmanovic-Simic, D. (1965)

Sur la localisation des radicaux libres induits par 1le
rayonnement ionisant dans 1l'acide déoxyribonucléique en phase
solide.

C. R. Acad. Sci., Paris, 262, 2288.

Ormerod, M.G. (1965)
Free-radical formation in irradiated deoxyribonucleic acid.
Int. J. Rad. Biol. 9, 291.

Cook, J.B. und Wyard, S.J. (1966)

Electron spin resonance study of thermal effects in irradiated
deoxyribonucleic acid.

Nature 210, 526.

Miller, A. und Kdhnlein, W. (1964)

Quantitative ESR-measurements of radiation-induced radicals in
nucleosides.

Int. J. Rad. Biol. 8, 121.

Miller, A. (1964)

Quantitative ESR~-measurements of radlia*ron induced radicals in
nucleotides.

Int. J. Rad. Biol. 8, 131.

Kohnlein, W. und Miller, A. (1964)

Quantitative ESR-measurements of radiation-induced radicals in
nucleic-acid bases and pentoses.

Int. J. Rad. Biol. 8, 141.

Lacroix, M. und Williams-Dorlet, C. (1964)

Sur le radicaux libres induilts dans la thymidine tritée ou
irradiée les rayonnements X et gamma.

C. R. Acad. Sci., Paris, 259, 1771.

Lacroix, M. und Van de Vorst. A. (1964)

Sur le déterminisme de la radiorésistance des nucleotides en
phase solide.

C. R. Acad. Sci., Paris, 259, 2027.

Miller, A. (1964)

Spektrographische Untersuchungen mittels paramagnetischer
Elektronenresonanz lber die Wirkung ionisierender Strahlen
auf elementare biologische Objekte.

Akad. Wiss. Lit. (Mainz) Abh. Math. Naturw. Klasse 5.



33

4.

35.

36.

37

38.

29.

4o.

41.

42.

43,

.:37;.

Gordy, W., Pruden, B. und Snipes, W. (1965)
Some radiation effects on DNA and its constituents.
Proc. Nat. Acad. Sci. 53, 751.

Pruden, B., Snipes, W. und Gordy W. (1965)

Electron spin resonance of an irradiated single crystal of
thymidine.

Proc. Nat. Acad. Sci. 53, 917.

Herak, J.N. und Gordy, W. (1965)

Free radicals formed by hydrogen atom bombardement of the
nucleic-acid bases.

Proc. Nat. Acad. Sci. 54, 1287.

Heller, H.C. und Cole, T. (1965)
The reaction of hydrogen atoms with thymine and DNA.
Proc. Nat. Acad. Sci. 54, 1486.

Zimmer, K.G. und Miller, A. (1965)

New light on radiation biology from electron spin resonance
studies. In "Current Topics in Radiation Research"

(M. Fbert and A. Howard, eds.), Vol. 1, 1-47, North-Holland
Publishing Company, Amsterdam.

Holmes, D.E., Myers, L.S. und Ingalls, R.B. (1966)

Electron spin resonance technique for investigating reactions of
free radicals with compounds of biological interest: nucleic
acid constituents.

Nature 209, 1017.

Pietsch, E. (1967)

Elektronen-Spin-Resonanz-Messungen an a- und y-bestrahltem
Thymin, Uracil und Adenin.

Dissertation, Universitdt Heidelberg.

Mijller, A. (1967)

The formation of radicals in nucleic acids, nucleoproteins and
thelir constituents by lonizing radiations.

Progress in Biophysics 17, 99.

Wenzel, M. und Schulze, P.E. (1962)

Tritium=- %rkierung. Darstellung, Messung und Anwerndung nach
Wilzbach “H-markierter Verbindungen, Walter de CGruyter u. Co.,
Berlin.

Fink, R.M. (1964)
Studies of isotope distribution in tritiated pyrimidines.
Arch. Biochem. Biophys. 107, 493,

Evans, E.A. (1966)
Tritium and its Compounds, Butterworth, London.




4i,

45.

46.

hr.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

5h.

55.

338_

Verly, W.G. und Hunebelle, G. (1957)
Préparation de thymidine marqguée avec tritium.
Bull. Soc. Chim. Belg. 66, 640.

Taylor, H., Woods, P.S. und Hughes, W.L. (1957)

The organization and duplication of chromoscmes as revealed by
autoradiographic studies using tritium labeled thymidine.
Proc. Nat. Acad. Sci. 43, 122.

Crowter, D.G., Evans, E.A. und Lambert, R.W. {(1960)
Tritium-labelled thymidine.
Chemistry and Industry 899.

Le Page, G.A. und Junga, I.G. (1965)
Labelling of nucleosides with tritium.
Can. J. Chem. 43, 1279.

Jacobs, S5.35. (1962)

The solid stete gamma irradiation of crystalline amino acids
and sugars.

Thesis, Univ. of Colorado.

Simon, H. (1963)
Z. Naturf. 18b, 360.
Die Tritium-Verteilung in Zuckern nach Wilzbach-Markierung.

Bignardi, G., Boeykens, W. und Carpentero, L. (1963) 4
Synthése de thymine-(methyl-+7C) et thymidine (methyl-
BLG-356.

c).

Evans, E.A. und Stanford, F.G. (1963)
Decomposition of tritium-labelled organic compounds.
Nature 197, 551.

Schieferdecker, H. (1966)

Nachweis von Tritium im Urin.

Externer Bericht Nr. 23/66-1 der Gesellschaft flir Kernforschung,
Karlsruhe.

Gerdil, R. (1961)
The crystal structure of thymine monohydrate.
Acta Cryst. 14, 333.

Kossel A. und Neumann, A. (1893)
Uber das Thymin, ein Spaltungsprodukt der Nukleinsdure.
Ber. 26, 2753,

Spernol, A. und Denecke, B. (1964)
Prazise Abscolutmessung der Aktivitdt von Tritium.
Int. J. Appl. Rad. Isot. 15, 139.



56.

57 -

58.

59.

60.

61.

-39 -

Braams, R« (1963)
A mechanism for the direct action of ionizing radiations.
Nature 200, 752.

Dole, M., Williams, D.C. und Arvia, A.J. (1958)
The radiation chemistry of a typical macromolecule, polyethylene.
Proc. Int. Conf. Peaceful Uses of Atomic Energy, Geneva, Paper

818.

Hey, Th.
zitiert von Braams (56).

Varshavskii, Ia. M., Vasilev, G. la., Karpov, V.L., Lazurkin,
Tu. S. und Petrov, I. Ia. (1958)

Der Isotopenaustausch zwischen gasfOrmigem Wasserstoff und
festen Polymeren unter der Einwirkung von Kernstrahlung.
Deokl. Akad. Nauk. SSSR 118, 315.

Heitkamp, D., Merwitz, 0. und Spiath, H.
Zur Kinetik der Wasserstoffabspaltung aus y-bestrahltem Thymin.
In Vorbereitung.

Rotblat, J. und Simmons, J.A. (1963)

Dose-response relationship in the yield of radiationinduced free
radicals in amino acids.

Phys. Med. Biol. 7, 489,




Tab, I: Die Aktivitdten der positionsmarkierten 3H«-Thymine und 3H—Uracile

Substanz Lieferfirma Spez. Akt. d.
geldosten Sub-
stanz in Ci/ mi

Thymin- Amersham+) 15,7
(methyl-T)

. ++) ,
Thymin-6-T NEN 3,0
Thymin-1, 3-T - -
Uracil-5,6-T Amersham 1,0
Uracil-6-T NEN 9,65
Uracil-1, 3-T - -

4+) The Radiochemical Centre Amersharn
++) New England Nuclear Corporation, Boston

Gesamtakt. d.
Lésungen in
mCi

Zersetzungs-~
rate

10% pro Jahr
bei 0°C
keine Angabe

1% pro Monat
bei 0°C

keine Angabe

Alter der
Losungen in
Monaten

8,5

13,3

Gemessene
spez. Akt.
d. festen

Substanzen

in pCi/g

494
91
42
96

100

47



Tab. 2: MeBwerte zu den Dosiseffektkurven in Abb. 9

Thymin- (methyl-T) Thymin-6-T

Dosis T-Aktivitdt  Dosis = T-Aktivitdt

(rad) (Z/min-g) (rad) (Z/min-g)
5,40.107 1,46.10° 2,02.10° 2,2 -10°
1,31.10° 2,60-107 5,30+10° 2,7 +10°
4,18-105 4,10-103 1,10.106 3,2 -10°
1,12.10° 5,64.107 1,96-10° 5,1 +10°
2,90-10° 9,60-10° 4,20-10° 5,4 +10°
6,56-106 1,8_0.104 6,75-106 6,7 .10°
1,05-107 2,32-10" 1,28.107 9,1 +10°
2,53-107 4,66-104 5,00-107 1,98-103
4,55-107 9,82-104 4,99-107 3,10-103
6,8%-107 1,39-10° 7,85.10" 4,56-107
1,01-10° 1,88-10° 1,09-10° 5,80-10°
1,47.10° 2,25-10° 2,65.10° 1,42:10"
5,78-10° 8,67-10° 5,02-10° 2,77+10"




Tab. 3: MeBwerte zu den Dosiseffektkurven in Abb. O

Uracil-5,6-T Uracil-6-T

Dosis T-Aktivitdt Dosis T-Aktivitat

(rad) (Z/min-g) (rad) (Z/min-g)
1,32.10° 6,2 -10° 6,51.10° 4,6 +10°
1,05-10° 7,5 +10° 3,02.10° 5,5 -10°
%,80-10° 9,6 -10° 1,00-100 6,6 +10°
2,32-10" 1,30-10° 2,42.107 8,1 -10°
5,00-107 1,50-107 1,16-10° 1,18:10°
1,16-10° 1,85:10° 3,57-10° 3,20+10°
3,10-102 3,08+10° 5,41-10° 4,29-10°

5,05-10

%,93:10°




Tab. 4: MeBwerte zu den Dosiseffektkurven in Abb. 10 und 11

Thymin- (methyl-T) Thymin-6-T

Dosis T-Aktivitht Dosis T-Aktivitht
(rad) (Z/min-g) (rad) (Z/min-g)
1,%1.10° 6,4 -10° 6,75-10° 2,8 +10°
4,18-10° 1,10-10° 1,28-107 b4 +10°
1,12.10° 2,64.107 3,00-107 9,0 -10°
2,90-10° 5,50-10° 4,99.107 1,67.10°
6,56-10° 8,90+10° 7,85 107 2,97-10°
1,05.10" 1,56-10" 1,09-10° 3,92-107
2,5%-107 3,08-10" 2,65-10° 1,20+10"
4,55-107 6,21-10" 5,02-10° 2,38.10"
6,83»107 9,32-104

1,01.10° 1,22-10°

1,47-10° 1,88-10°

5,78-10° 7,40-10°




Tab. 5t

MeBwerte zu den Dosiseffektkurven in Abb. 12 und 13

Uracil-5,6-T Uracil-6-T

Dosis T-Aktivitit Dosis T-Aktivitst

(rad) (Z/min-g) (rad) (Z/min-g)
4,80.10° 2,6 -10° 2, 42.10" 2.6 -10°
2,32.10" 3.7 +10° 1,16-10° 4,% .10°
5500"107 439 ‘102 .3:57.108 9:4 .102
1,16-10° 6.8 .10° 5 41.10° 1,34:10°
3,10+10° 1,00-10°
5305-105 1,38-103




Tab. 6: Tritiumabspaltung in Prozent

,105 106 107 108(rad)

Thymin-(methyl-T) 2,2-10'4 5,3-10’4 231-10'3 1,6-10'2

Thymin-6-T | - 1,4-10’4 3,8~1o'4 2,5-1077

. -4 -4 -4 -4
Uracil-5,6-T 2,610 3,5+10 5,0-10 8,1-10

Uracil-6-T - 2,2-10'1‘L 4 4

3,0-10" 5,3-10"

Tab. 7: Dosisabhingige G-Werte fiir die Tritiumabspaltung

105 106 107 108(rad)

Thymin- (methyl-T)  0,1689  0,0407  0,0160  0,0122
Thymin~6-T - 0,0107  0,0039  0,0019
Uracil-5,6-T 0,4480  0,0604  0,0086 0,001k

Uracil-6-T - 0,0180 0,0026 0,0004




Abb.1 Purin-und Pyrimidinbasen der Nukleinsiuren. Abb.2 Destillierbriicke
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Abb.4  Extinktion E der ~ 10'4molaren wissrigen Losungen von nicht sublimiertem und sublimiertem
Thymin(Uracil) in Abhéngigkeit von der Wellenldnge A [m]
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Abb.5 Radikalkonzentrationen bestrahlter
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Abb.6 Schematische Skizze der Versuchsapparatur
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BM = Blubbermanometer
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Abb.7 Abfall der Zahirate
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Abbl4 Ausheizkurve von Thymin-( methyl-T)
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