KERNFORSCHUNGSZENTRUM -

KARLSRUHE

“

April 1968 KFK 757
|

Institut fur Strahlenbioclogie

Untersuchungen zur Wirkung von monochromatischer

Vakuum- Ultraviolett-Strahlung auf Desoxyribonukleinsdure

K. U. Berger







Kernforsehungszentrum Karlsruhe

April 1968 KFK 757

Institutz fiir Sé¢rahlenbiologie

Untersuchungen zur Wirkung monechromatiseher Vakuum-

Ultraviolett-Strahlung auf Desoxyribonukleinsdure

Karl-Ude Berger

Gesellschaft filir Kernferschung m.b.H., Karlsruhe






15

Inhaltsverzeichnis

Einleitung
Der Monochromator

2.1 Die Monochromatoranordnung

2.2 Die optischen Gitter und ihre Halterung
2.5 Die Spalte

2.4 Das Aufldsungsvermdgen des Monochroﬁators
2.5 Die Lichtquelle

2.6 Die Vakuumanlage

2.7 Lichtnachweis und Expositionsmessung

Bestrahlungsexperimente

3.1 Das Objekt der Untersuchungen: DNS

2.2 Die Probenbereitung

3.3 Der biologische Nachweis der Strahlen-
schidigung

3.4 Experimente und Ergebnisse

3.5 Diskussion

Zusammenfassung
Anhang

5.1 Die Herstellung der Fluoreszenzschirme
5.2 Die Herstellung der Oxidkatoden

5.% Die Phenolextraktion der DNS

5.4 Die Herstellung der Sphiroplasten

Literaturverzeichnis

Seite

O 0 Ut W

10
12
14
18

18
21

25
24

27
33
34
34
35

35
36

38






1. Einleitung

Es besteht kein Zweifel, daB die Desoxyribonukleinsdure
(DNS) als Tréger der genetischen Informatiom eine “Schliis-
selposition im Leben der biologischen Einheiten eimnimmt.
Zum Verst&ndnis der Wirkung energiereicher Strahlung auf
lebende Objekte ist es daher unumginglich, die strahlen-
induzierten Verdnderungen an der DNS eingehend zu unfter-
suchen. Dabei ist die Erforschung der Primérmechanismén
der Strahlenw1rkung von grundlegender Bedeutungb |

Am Beginn der zum blologlschen Schaden fuhrenden Reaktlonsé
kette steht das physikalische Absorptlonserelgnls, die
Energiezufuhr an das Biomolekiil durch Anregung optischer
Niveaus und Ionisierung des Molekiils (Lea 1946, Timoffeff-
Ressovsky u. Zimmer 1947). Dieses primére Ereignis, der
Treffer in der Terminologie der Strahlenbiologie, ist das
erste Glied in einer Reaktionskette, die ihr Ende im be-
obachtbaren biologischen Defekt findet. Die einzelnen
Reaktionsstufen werden von Parametern der Strahlung und

des umgebenden Milieus modifiziert, z.B. durch LET der
Strahlung, Temperatur und Sauerstoffgehalt (Zimmer 1967).
Der biologische Defekt tritt auf molekularem Niveau in
Form von Molekiildissoziationen, Pdlymerisationen oder
Anlageruﬂg von Molekiilresten an bis dahin intakte Molekeln
in Erscheinung.

Welcher Anteil an der Schadlgung allein durch Anregung,
durch Ionisation oder durch Zusammenwirken beider Prozesse
erzeugt wird, ist weltgehend ungeklédrt. Anregungen und
Tonisationen werden durch energiereiche Strahlung stets
gemeinsam hervorgerufen, wenn auch nicht unbedingt am
gleichen Orta Die Antwort auf die Frage, welcher Energle-
betrag einem Blomolekul zugefiihrt werden muB, unm elne be-
stimmte Veranderung zu erzeugen, l4Bt sich aus Experlmen—
ten mit dieser Strahlung nicht finden. Nur durch Einstrah-
lung'von monochromatischem Licht unterschiedlicher Quanr
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tenenergie lassen sich definierte Energieportionen in denm
Molekiil deponieren. Anregungen optischer Niveaus der Mole-
kiile und Finzelionisationen, die zum Grundzustand des Ions
fuhren, lassen sich damit getrennt voneinander erzeugen.
Die H8ufigkeit des Auftretens bestimmter Reaktionsprodukte
188t sich auBerdem in vielen Fi#llen durch die GrdBe der
absorbierten Energiepakete beeinflussen. Der Energieauf-
wand zur Erzeugung einer bestimmten Verénderung kann so
einwandfrei bestimmt werden. Gleichzeitig wird die Iden-
tifizierung des Schadens durch das Fehlen stdrender Neben-
produkte erleichtert. ‘

Die Wirksamkeit von Anregungen des DNS-Molekiils ist im
Bereich des UV-Lichts (A>2000 %) bereits in grdBerem Um—
fang geprift (Smith 1966). Der Bereich hoher Anregungs-
energien von mehr als 6 eV ist dagegen bislang fast vollig
vernachlassigt worden. Obwohl schon nachdricklich auf die
Bedeutung dieser durch das Vakuum-UV erregbaren Zustidnde
als Mittel zum Studium der Strahlenwirkung hingewiesen
wurde (Platzman u. Franck 1958, Zimmer 1960), sind bis-~
lang nur ganz vereinzelt Versuche damit an biologischen
Objekten unternommen worden. Die bisher aufschluBreichste
Untersuchung wurde mit den Enzymen Ribonuclease und
Trypsin ausgefihrt (Setlow 1959 u. 1960). Es wurde die
Inaktivierung der enzymatischen Aktivitdt und die opti-
sche Absorption von 1100 R vis 3000 % unter Verwendung
monochromatischer Strahlung gemessen. Die als Quotient

aus den Wirkungsquerschnitten der Inaktivierung und der op-
tischen Absorption ermittelte Quantenausbeute stieg von
ca. 1072 bei 3000 & auf etwa 1 bei 1100 R. Jedes bei

1100 8 absorbierte Lichtquant ruft also auch einen Schaden
an einem Molekiil hervor. Der fast sprunghafte Anstieg der
Insktivierungswahrscheinlichkeit und das Auftreten freier
Elektronen am kurzwelligen Ende des untersuchten Bereichs
lieB das Erreichen dér Ionisationsgrenze vermubten. Die
Untersuchungen konnten je&och aus apparativen Grinden
nicht auf noch kleinere Wellenlingen ausgedehnt werden.
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Weitere biologische Experimente mit monochromatischer
Vakuum-UV-Strahlung sind nicht bekannt geworden.

Es sind vor allem experimentelle Schwierigkeiten bei der
Arbeit mit Licht dieser Qpantenenergien, die solche Unter-
suchungen behindern. Die Ursache hierfiir liegt in der
auBerordentlichen starken Absorption durch praktisch alle
Substanzen und im Fehlen intensiver Lichtquellen in die-
sem Wellenlédngenbereich. Zur Erzeugung monochromatischer
Strahlung kommen nur gut evakuierte Monochromatoren mit
Reflexionsgittern als dispergierendem Element in Frage.
S0l11 der untersuchte Wellenldngenbereich unter 1100 2
ausgedehnt werden, ist auch die Verwendung von Fenstern
zwischen Lichtquelle und Monochromator unméglich, da in
diesem Bereich kein Material eine nennenswerte Trans-
mission aufweist.

Der in der vorliegenden Arbeit beschriebene Vakuum-UV-
Monochromator gestattet es, durch seinen fensterlosen
Aufbau den Bereich der Untersuchungen bis zu Wellenlén-
gen von etwa 300 R zu erweitern.

Damit war die MSglichkeit gegeben, die Wirkung des Vakuunm-
Ultraviolett auf das Biomolekiil DNS iber den Bereich, in
welchem ausschliefllich Anregungen stattfinden, und das
Ubergangsgebiet zwischen Anregungen und einzelnen Ionisa-
tionen hinaus bis zu einem Energiebereich zu untersuchen,
der weit iUber der Ionisierungsgrenze der DNS liegt.

2. Der Monochromator

2.1 Die Monochromatoranordnung

Die ersten spektroskopischen Untersuchungen im Wellen-
l3ngenbereich des Vakuum-Ultraviolett machte Viktor
Schumann 1885 mit einem Fluorit-Prismenspektrometer. Mit
diesem Spektrometer konnte er das einfallende ILicht bis
hinab zu 1300 R spektral zerlegen. Heute liegt die kurz-
wellige Grenze der Verwendbarkeit von Prismen und Linsen-
systemen bei 1050 R. Diese Wellenlange ist die Transmis-
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sionsgrenze von reinsten, Synthetischem Lithiumfluorid.
Der Vorteil eines Prismenmonochromators, ndmlich die
groBe Lichtstérke, konnte deshalb filir unsere Zwecke nicht
genutzt werden, da auch der Wellenlingenbereich unter-
halb von 1000 £ untersucht werden éollte° Verwendet man
ein Rowlandsches_Kdnkavgitter als dispergierendes Element,
so kann mit geeigﬁéten‘Reflexionsschichten der beobacht-
bare Wellenlingenbereich bis zu den weichen Réntgenstrah-
len hin ausgedehnt werden.

In den letzten Jahren sind verschiedene Spektrometeran~
ordnungen mit Konkavgittern fir das Vakuum~UV beschrieben
worden. Allen ist gemeinsam, daBl sie mit fast senkrechtem
Lichteinfall arbeiten. Gitter, Eintrittsspalt und Detektor
(Photoplatte) befinden sich auf dem Rowlandkreis. Eine
Ubersicht iiber die Eigenschaften der Gerdte wird von
Tousey (1962) gegeben. Die Verwendung dieser Anordnungen
als Monochromatoren bringt aber erhebliche mechanische
Schwierigkeiten mit sich. Zur Variation der Wellenlinge
im Austrittsspalt wird der Ort eines Spalts festgehalten
und der andere, Eintritts- oder Austrittsspalt, langs des
Rowlandkreises verschoben. Schwierigkeiten ergeben sich
dabei aus dem Umstand, daB das Gerat evakuiert ist. Somit
werden derartige Manipulationen mechanisch schwer durch-
fihrbar.

Erheblich einfacher ist es, bei fixierten Spalten das
Gitter um eine Achse parallel zu den Gitterstrichen ro-
tieren zu lassen (Z-Achse). Dabei tritt allerdings im
Austrittsspalt wegen der Bildfeldwdlbung eine Defokussie-
rung auf. In Anlehnung an diese letztere Methode der
Wellenldngenverdnderung hat Seya (1952) eine neuartige
Monochromatoranordnung beschrieben und eine Abbildungs-—
theorie dazu aufgestellt, welche von Greiner und Schaffer
{(1958) vervollstindigt wurde. Es zeigt sich, daB es bei
Rotation des Gitters um die Z-Achse eine optimale Anordnung
der Spalte gibt, beili der sich die Brennweiten in einem ge-
wissen Wellenliangenbereich um weniger als ‘1 %o &ndern.



-5 -

Einfallender und ausfallender Strahl bilden dabei einen
Winkel o -6 = 70°, und die Spalte sind auBerhalb des
Rowland-Kreises angeordnet. Flir ein Gitter mit einenm
Krimmungsradius R = 1 m ergeben sich folgende Parameter
fir optimale Fokussierung:

Eintrittslange r = 0,8217 m
Austrittslidnge r'= 0,819% nm

¢ - B = 69° 44

nutzbarer Gitterdrehwinkel O < k < 15°

Das entspricht bei einer Gitterkonstanten 4 = 8333 2

einem Wellenlangenbereich O < A < 3500 ®. Das ausfallende
Licht ist wegen des relativ groBen Einfallswinkels teil-
weise polarisiert. Die Seya-Anordnung zeichnet sich durch
den einfachen mechanischen Aufbau aus, ergibt jedoch einen
etwas groBeren Astigmatismus bei der Abbildung. Die Vor-
teile der Anordnung sind aber iiberwiegend. Deshaldb wurde
unser Monochromator nach diesem Prinzip erstellt. Abb. 1
gibt einen Uberblick iiber die Anordnung, deren Elemente

im Folgenden beschrieben werden.

2.2 Die optischen Gitter und ihre Halterung

Der Monochromator soll das Studium der Wirkung des kurz-
welligen ultravioletten Lichts auf biologisch relevante
Makromolekiile ermdglichen. Leider gibt es im Bereich des
Vakuum-Ultraviolett nur wenige sehr intensive Spektral-~
linien. Deshalb muB die Transmission des Gerdtes mdglichst
hoch sein, um auch Messungen mit intensité@tsarmen ILinien
durchfiithren zu konnen. Zur Transmission tragen drei Eigen-
schaften des Gitters bei: das Offnungsverhiltnis, das Re-
flexionsvermdgen der Gitteroberflidche und der Glanzwinkel,

Das Offnungsverhdltnis sollte mdglichst grof sein. Nun
wachsen die Abbildungsfehler z.T. quadratisch mit dem
Offnungsverhdltnis (RKoma, Linienkriimmung). Es ist daher
ein Kompromif zwischen Lichtstidrke und Auflosungsvermigen
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zu schlieBen.”Es Gnirden déeshald Gitter mit t.m Krummungs- .
radius und 420@1Furchen PTo: i - gewahlt. Das -Offnungsver-
haltnls'betragt E ﬂ6,v S ’

Das Reflex1cnsvermogen aller gebrauchllchen Splegelschlch—:
ten wird mit abnehmender Wellenlange kleiner. Obérhalb
von 1200 R zeigt Alumlnlum eine Reflex1on von 80 % und ist
damit allen anderen Schichten Uberlégen. Gegen Oxidation
wird die Al-Schicht durch eine etwa 100 2 dicke MgFE—Be-
dampfung: geschutzt Unterhalb von 4200 ® ist Platin am
besten geelgnet ~Jedoch w1rd gunstlgenfalls 20 % der ein-
fallenden Strahlung reflektiert.

Durch geschlckte Formgebung der Furchen‘des ‘Gitters kann .
erreicht. werden daB dle Inten51tat eines gewissen Spek~.i.
tralberelchs 1n elner bestlmmten Ordnung de's’ Spektrums:
konzentrlert w1rd, Blldet dle Oberfliche der Furché mit -
der Gltterflache den W1nkel 9 (Glanzw1nkel), s6 erscheint
das Llcht der Wellenlange X besonders ‘intensiv, flir die:
derxr Reflex1onsw1nkel von der Furchenoberflache mit dem::
Beugungsw1nkel unter dem 31e vom Gltter abgestrahlt

wird, iibereinstimmt (Abb. 2). S DR

Die GlanZWLnkel der verwendeten Gltter wurden h1n31cht—

llch der Wellenlangenberelche, 1n"denen sie Verweaéung LI
flnden sollteﬁ, w1e folgtngewahlt

Gitteri: *Gltterkqnstanxe 8535 ﬁ

Coinr o Belag: AL 4+ MgF2

Krummungsradius R

0 Glamzwinkel 498! S

v - B =;70° wird A -955;3 in der

LT Qrdnung verqtarkt S

‘Gitter 2:  GitteTkonstahtes dT= 8333 8
. Belag Platin
;; Krummungsrad1us 998 mm
:Glanzw1nke132045' SR Lo
 Bur " 7O°‘W1rd A= 655 R in der
A'+1a Ordnung verstirkt., : s
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Um die Justierung des Gerdts in mdglichst einfacher Weise
vornehmen zu kénnen, mufl das Gitter in allen Richtungen
prézise bewegt werden kénnen. Zu diesem Zweck wurde ein
Gittertisch gebaut, der alle notwendigen Bewegungen zu-
14Bt. Der Gittertisch (Abb. 3) hingt an einer Vakuum-Dreh-
durchfiihrung D, deren Achse zus&tzlich mit einem Stiitz-
lager versehen wurde, und ist durch einen seitlichen
Flansch (@ 25 cm) des Behdlters leicht zugdnglich. Die
hdngende Anordnung ermdglicht eine Gitterreinigung (Ab-
spiilen mit Xylol) ohne Demontage des Gitters, was einen
Vorteil gegeniiber Gitterhalterungen kommerzieller Spektro-
meter bedeutet. Dadurch kann ohne grdBeren Aufwand eine
etwa durch die Ol-Diffusionspumpen aufgetretene Bedampfung
des Gitters beseitigt werden. Der Tisch 188t folgende Be-
wegungen des Gitters zu:

1. Rotation des Gitters um die Gitterscheitelnormale N
um £ 150 durch Drehen der Schraube Sq

2. Neigung der Gitterscheitelnormalen um * 10° um die
Achse O durch Drehen der Schraube S5

3. Translation des Gitters parallel zur horizontalen
Gitterscheiteltangente in der Schwalbenschwanz-Fiih-
rung SF

4. Zusdtzlich 1aBt sich der Flansch F mit der Drehdurch-
fihrung zur groben Einstellung des Abstands Eintritts-
spalt-Gitter um * 10 mm gegeniiber dem Rezipienten ver-
schieben.

5. Zur Wellenldngenvariation im Austrittsspalt ist der
Tisch schlieBlich um eine Achse parallel zu den Gitter-
strichen um %60° drehbar. Die Gitterrotation wird durch
einen reversiblen Synchronmotor mit Wechselgetriebe
erzeugt.

Die kleinste Geschwindigkeit der Wellenldngendnderung
ist 17 %/min. '
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Die Ablesung der Wellenlingenskala erfolgt iiber eine Pro-
jektionsskala mit Feinteilung (1000 Striche auf einem
Kreisbogen von 470), Die Skala ist iber einen Arm starr
mit der Gitterdrehachse verbunden. Dadurch geschieht die
Ablesung stets vollig spielfrei. Die Projektion erfolgt
mit einem Mikroskop auf eine Mattscheibe mit Fadenkreuz.
Der Abstand zwischen zwei Skalenstrichen entspricht einer
Wellenléingendifferenz AN = 4,05 & im Austrittsspalt. Es
besteht die Moglichkeit zur Anbringung einer Noniusskala
und damit noch genauerer Einstellung einer bestimmben Git-
terstellung. Die Skala iUberstreicht einen Wellenlingenbe-
reich von O bis 4050 8. Die Reproduzierbarkeit einer be~
stimmten Einstellung entspricht gegenwdrtig einer Wellen-
ldngendifferenz von 0,5 ® und wird durch das Spiel der
Achse in der Drehdurchfiihrung gegeben.

2.3 Die Spalte

Eintritts- und Austrittsspalt sind nur nach Offnen des
Vakuumbehdlters einstellbar. Auf eine Einstellung von
aufien, etwa mittels Mikrometerschraube und Vakuum-Dreh-
durchfihrung, wurde verzichtet, da bei Bestrahlungsex-
perimenten fir alle Spektrallinien die gleiche Spalt-
breite und damit eine identische Intensitatsverteilung
auf der flichenhaften Probe erwlinscht war.

Der Eintrittsspalt wird von der Grundplatte einer zylinder-
formigen Blichse getragen, die sich im Eingangsloch des
ersten Vakuumbehidlters befindet. Die Buchse ist drehbar
und wird gegen die Wand des Beh#lters festgeklemmt. Als
Spaltbacken dienen ausgesuchte Rasierklingen, deren Schrei-
den mit einem Mikroskop auf Linearitdt und Schartenfrei-
heit geprift wurden. Die Klingen sind auf 2 Messingplat-
ten befestigt, die einzeln Uber Hebelmechanismen in einer
Fihrung verschoben werden konnen (Abb. 4). Die Spaltbreite
kann von 0,02 mm bis 2,5 mm verdndert und mit einem Mi~-
kroskop mit Okularmikrometer gemessen werden. Die Spalt-
hohe betrdgt 20 mm.
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Der Austrittsspalt befindet sich am Ende einer zylinder-
formigen ROhre im Austrittsstrahlrohr. Die Spaltbéckén
sind aus Messing und haben geschliffene Schneiden. Die
Backen sind drehbar an zwel Waagebalken befestigt. Wer-
den die Waagebalken durch eine Feingewindeschraube aus
der Horizontalen gedreht, ergibt sich eine Scherbewegung
der Backen. Dadurch verringert sich ihr Abstand (Abb. 5).
Die Spaltbreite kann so von 0,02 bis 2,5 mm veridndert
werden.

2.4 Das Auflﬁsungsvermégen des Monochromators

Theoretisch 14Bt sich in der ersten Ordnung des Spektrums
ein Aufldsungsvermdgen A/AX = 6 . 10% erzielen. Das ent-
spricht der Zahl der ausgeleuchteten Gitterstriche. Bei
Gitterspektrometern mit Konkavgittern filir das Vakuum-
Ultraviolett wird das Auflosungsvermdgen durch die Abbil-
dungsfehler begrenzt, welche sich nur unter erheblichen
Intensitdtsverlust korrigieren lassen. Die Bestimmung des
praktisch erreichten Aufldsungsvermdogens geschah durch
Messung der Halbwertsbreiten der Linien photoelektrisch
registrierter Spektren. Um eine mdglichst hohe Intensitat
am Austrittsspalt zur Verfiigung zu haben, wurden 20 mm
hohe Spalte verwendet. Dann ist die Linienkrimmung der
bedeutendste Fehler, der das Aufldsungsvermogen begrenzt.
Die minimale Halbwertsbreite ergab sich zu A = 1,5 1.
Das bedeutet ein Aufldsungsvermdgen von 810 bei H-L .
Durch Verwendung gekriimmter Spalte 188t sich das Auflo-
sungsvermdgen um fast eine GrdBenordnung verbessern
(Bath u. Brehm 1965). Fir unsere Arbeiten ist jedoch der
erzielte Wert v6llig ausreichend. Bei beiden Gittern er-
gibt sich im Austrittsspalt eine reziproke Dispersion von
16,6 R/mm.
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2.5 Die Lichtguelle

Zur Inaktivierung der biologischen Aktivitadt von Makro-
molekiilen mit kurzwelligem UV-Licht werden Expositionen
von etwa 1000 erg/cm2 bendtigt. Da bei der spektralen Zer-
legung im Gittermonochromator erhebliche Lichtverluste
auftreten, kdnnen die Bestrahlungszeiten nur durch sehr
intensive Lichtquellen in verniinftigen GrdBen gehalten
werden. Als ausreichend intensive Lichtquelle fiir den
Wellenldngenbereich von 500 bis 1700 % kommt nur eine
fensterlose Gasentladungslampe in Frage. Andere Quellen,
z.B. der Vakuumfunke oder die Bremsstrahlung bei Elektro-
nenbeschleunigern (Synchrotronstrahlung) liefern zwar ein
guBerst linienreiches bzw. echt kontinuierliches Spektrum,
sind aber sehr intensitdtsarm (Lemke 1967). Auch hochkom-
primierte Plasmen mit groBer Stromdichte (pinch) scheiden
aus, da die Wiederholfrequenz der Entladung zu klein ist.

Zur Anregung der Elektroneniberginge finden zwei Prinzipien
Anwendung, die elektrodenlose Hochfreguenzentladung und die
zwischen zwei Elektroden brennende Gasentladung. Zur Be-
leuchtung des Eintrittsspalts eines Monochromators ist

eine Lichtquelle mit mdglichst hoher Leuchtdichte er-
winscht. Bei den gebrauchlichen HF-Entladungslampen ist
zwar der abgegebene Lichtstrom recht hoch, Jjedoch ist die
emittierende Fldche groB, so daB die Beleuchtungsstérke

im Eintrittsspalt gering ist. Am besten lassen sich nor-
male Gasentladungen an die Geometrie des Monochromators
anpassen. Sehr geeignet sind Lempen, bei denen die Entla-
dung durch eine metallisierte Quarzkapillare zwischen
durchbohrten Elektroden brennt. Die Beleuchtung erfolgt

in Richtung der Rohrachse. Bei kalter Katode brennen die
Entladungen bei hohen Spannungen (iiber 600 V). Durch
Heizen der Katode 1aBt sich der Katodenfall abbauen und
die Entladungsspannung auf etwa 100 Volt senken. Noch
groBere Leuchtdichten erzielt man durch Einschniirung der
positiven Sdule einer Entladung mit einer Blende. An der
Blende bildet sich dann eine elektrische Doppelschicht,
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die zur Beschleunigung der Elektronen auf die Blenden-

6ffnung fiihrt. Dadurch entsteht im Raum vor der Offnung
ein besonders dichtes Plasma, welches intensives ILicht

abstrahlt.

Derartig eingeschniirte Entladungen werden schon lingere

Zeit unter dem Namen Unoplasmatron als Ionenquellen be-
nutzt (Ziegler 1958, v.Ardenne 1962). Die Brauchbarkeit

als Lichtquelle fur das Vakuum-UV wurde durch Samson u.
Liebel (1962) und Brehm u. Siegert (1965) gezeigt. Die

mit dem Unoplasmatron erzeugten optischen Spektren las-

sen die Atomlinien (z.B. H—LQ) gegeniiber den Molekiilspek-
tren intensiver auftreten, als es bei den Kapillarentla-
dungen der Fall ist. Fir die Experimente standen zwei Licht-
quellen zur Verfiigung, ein Unoplasmatron und eine Kapillar-
entladung (Tropel BNH-1). Der Aufbau des Unoplasmatron

geht aus Abb. © hervor. Die Katode K der Entladungslampe
besteht aus einem direkt geheizten Nickelnetz, welches mit
Oxidkatodenmaterial bestrichen ist. Das Netz ist zwischen
zwel wassergekiuhlte Stdbe gespannt, iUber welche die Heiz-
spannung zugefihrt wird (5 V, bis 60 A). Der Katodenbelag
wurde nach einer bewdhrten Methode hergestellt (Mdnch

1959, MacNair et al. 1953) (s. Anhang S. 35). Zwischen
Katode und Anode befindet sich eine winkelfdrmige Blende B
aus Molybd&dn mit einer spaltformigen Offnung (2 x 20 mm).
Die Blende wird von einem wassergekithlten, massiven Mes-.
singzylinder mit entsprechénder Ausfriasung getragen. Messing-
zylinder und Katodenflansch sind durch ein gekiihltes Doppel-
mantelrobhr fest verbunden. Die Blende ist gegen die Anode
durch einen Pyrexring, gegen die Katode durch Teflonringe
an den Katodendurchfihrungen isoliert. Die Anode A besteht
aus einem Molybdinblech (d = 1 mm), das auf einen ebenfalls
wassergekiuhltem Messingflansch geschraubt ist. Der Anoden-
flansch besitzt einen Strémungskanal (2 x 20 mm, 38 mm lang),
durch den das Fillgas in den Rezipienten stromt. Bei einem
Gasdruck von 4 Torr H, in der Lampe bildet sich am Eintritts-

) 2
spalt des Monochromators ein Druck von 2 - 40‘4 Torr aus.
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Nachdem sich der Gasdruck in der Lampe eingestellt hat,
wird die Katode geheizt (40 - 60 A). Die Ziindung der Ent-
ladung erfolgt durch kurzzeitige Verbindung von Anode und
Blende. Nach Entfernung dieser Verbindung ziindet die Ent-
ladung durch die Blende zur Anode. In der Blendendffnung
bildet sich dann ein Plasmablaschen, das sehr intensiv
leuchtet. Durch den Strémungskanal im Anodenflansch fallt
das Licht auf den Eintrittsspalt.

Die Strom-Spannungskennlinie des Unoplasmatron hat eine
Bogencharakteristik (Abb. 7). Zur Stabilisierung eines
Arbeitspunkts bendtigt man also einen Vorwiderstand.
Veranderung des Arbeitspunkts erfolgt durch ErhShen der
Betriebsspannung (150 - 350 Volt) oder durch Verringern
des Vorwiderstandes (47 -~ 8,5 Ohm).

Die Abbildungen 8 und 9 zeigen Spektren von Wasserstoff
bzw. Helium, mit deren Linien Bestrahlungsexperimente
vorgenommen wurden. Die Intensitdten der Linien sind von
den Endladungsparametern der Lampe abhingig. Bei allen
Linien ergibt sich ein lineares Anwachsen mit dem Entlade-
strom. Die Abh3ngigkeit der Liniengruppe bei 1630 2 una
von H-L, vom Druck in der Lampe ist in Abb. 10 dargestellt.
Wahrend die Molekiillinien bei 1630 % stetig mit dem Druck
ansteigen, durchléuft die Intensitét der L, ,-Linie ein
Maximum bei % Torr. Die Abnahme der Intensitdt mit zuneh-
mendem Druck ist auf Selbstabsorption im Gas zuriuckzu-
fihren. Mischt man dem Wasserstoff einen Teil Helium zu,
so 148t sich die Intensitédt der L -Linie steigern (Abb.

11 u. 12). Die Intensitédt der Linien bei 1630 ® 1s8%

sich dagegen durch He-Beimengung nicht vergroéBern.

2.6 Die Vakuumanlage

Der Lichtweg von der Lampe bis zur Bestrahlungskammer be-
trigt ca. 2 n. Da fast alle Gase im Vakuum-UV starke Ab-
sorptionsbanden aufweisen, muf der Iuftpartialdruck im
Monochromator unter 40‘4 Torr betragen. Aber auch das Gas
der Entladung schwicht die Intensitat an vielen Stellen
des Spektrums durch Selbstabsorption.
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Da die Lichtquelle fensterlos arbeitet, das Gas also auf
dem gleichen Weg in den Monochromator gelangt wie das
Licht, muB fiir einen mdglichst steilen Druckgradienten
zwischen dem Ort der Entladung und dem lMonochromator ge-
sorgt werden. Das geschieht durch differentielles Pumpen.
Der Rezipient ist auf dem Weg von der Lampe zum Gitter

in mehrere Kammern unterteilt, die durch Blenden als Stré-
mungswiderstinde miteinander verbunden sind und unabhingig
voneinander evakuiert werden. Noch vor dem Eintrittsspalt
besteht die Moglichkeit, den grof3ten Teil des Gasstroms
aus der Lampe nach Passieren des Stromungskanals einer
Rootspumpe zuzufihren. Davon wird nur bei sehr hohen Gas-
drucken in der Lampe iber 10 Torr Gebrauch gemacht. Die
Kammer K1 (Abb. 1) hinter dem Eintrittsspalt wird durch
eine starke Diffusionspumpe mit einer Saugleistung von

3 Torr 1/sec bei 10-5 Torr evakuiert. In dieser Kammer
bleibt der Druck kleiner als 40~7 Torr, wenn der Druck in
der Lampe auf 10 Torr eingestellt wird (Abb. 13). Die
Gitterkammer K, wird durch eine gleichartige Diffusions-
pumpe versorgt. Zwischen beiden Kammern befindet sich ein
Schieberventil, ebenso im Strahlrohr zwischen Gitterkammer
und Probenkammer. Dadurch lassen sich die einzelnen Ein-
heiten getrennt beliiften. Das ist bel Arbeiten an der
Lampe oder beim Einschleusen neuer Proben zur Bestrahlung
vorteilhaft. Die Probenkammer (Abb. 14), die bereits an
anderer Stelle beschrieben wurde (Hermann 1966), wird
durch eine kleinere Diffusionspumpe'(7,5 ° 10—2 Torr 1l/sec
bei 1072 Torr) evakuiert. Alle Diffusionspumpen sind mit
Dampfsperren versehen, welche mit Alkohol im DurchfluB auf
eine Temperatur von -3%0 °¢ gekihlt werden. Dadurch wird
die Oldampfdiffusion in den Rezipienten praktisch verhin-
dert.
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2.7 Lichtnachweis und Expositionsmessung

Vakuum-UV kann durch spezielle Wirkungen, die es hervor-
ruft, nachgewiesen werden, z.B. durch Erwdrmung eines
schwarzen Auffingers (Thermoelement), Photoeffekt an Gasen
oder Metallen, oder durch Erregung von Fluoreszenzstrah-
lung in geeigneten Substanzen., Exakte Absolutmessungen
von Intensitédten sind sehr erschwert, da in diesem Wellen-
langenbereich noch keine Strahlungsnormale zur Kalibrie-
rung der Detekbtoren existieren. |

Erwinscht ist ein Nachweissystem, das im gesamten Wellen-
lingenbereich von 500 & bis 2000 ! den Nachweis gestattet
und moglichst noch einen wellenl#ngenunabhingigen Wirkungs-
grad aufweist. Die Verwendung von Thermoelementen zum Nach-
weis des Vakuum-UV wurde zuerst von Packer und Lock (1951)
beschrieben. Unter der Annahme, daB die ausgezeichneten
Eigenschaften im Sichtbaren auch im kurzwelligen Bereich
erhalten bleiben, kalibrierten sie ein Thermoelement mit
einer Eichlampe im Sichtbaren. Kirzlich zeigte Samson
(1964), daR diese Annshme nicht richtig ist. Als schwarzen
Belag verwendet man allgemein "Gold-Schwarz", das aus
Goldkugelchen von etwa ‘100 2 Durchmesser besteht. Wegen

des im Kurzwelligen beobachteten sehr effektiven Photo-
effekts an Metallen entsteht ein nicht unerheblicher MeB-
fehler durch die Warme abfihrende Elektronenemission.

Zum qualitativen Nachweis sind Thermoelemente aber geeig-
net. Der Photoeffekt an Metallen und Gasen hingt stark

von der WellenlZnge des einfallenden Lichts ab (Weissler
1956). Zur Messung kdnnen Photozellen und Ionisationskam-
mern Verwendung finden. Durch die energiereichen Photonen
des Vakuum-UV werden nicht nur Elektronen aus dem Leitungs-
band der Metalle befreit, sondern auch fester gebundene
Elektronen aus den Schalen der Atome. Es ist Ublich, in
diesem Fall vom Volumen-Photoeffekt zu sprechen, im Gegen-
satz zum Oberflichen-Photoeffekt bei langerwelligem Licht.
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Die Elektronenausbeute, d.h. Zahl der abstrahierten Elek-
tronen pro einfallendem Quant, ist im Vakuum-UV-Bereich
in der GroBe von einigen Prozent. Sie ist damit um etwa
einen Faktor 100 grBBer als im sichtbaren oder UV-Bereich.
Der Volumen-Photoeffekt ist unempfindlicher gegen Verun-
reinigungen, etwa durch adsorbierte Gase, als der Ober-
fldchen-Photoeffekt (Weissler 1956). Aus diesen Griinden
ist es mdglich, empfindliche, offene Photozellen als zeit-
lich konsfanté Dosimetrienormale zu verwenden. Vcrteil--j
haf# sind Katoden aus Métallen mit groBer Austrittsarbeit
gZQBo Wolfram oder Nickel), da diese unempfindlich gegen
igqgwelliges‘Strgulicht’sind, V81lig unempfindlich gegen
iangwelliges Licht ist die Photoionisation von Edelgasen,
weil deren Ionigationspotentiale sehr hoch liegen (z B.:
42,1 eV bei Xe). Oberhalb der Ionlslerungsenergle sind bei
Edelgasen Absorptions- und Ionlsatlonsquerschnltte iden-
?tlsch doh. Jedes absorbierte Quant fihrt zur Ionisation
(Po Lee U. Welssler 4955, Wainfan et al. 1955), Es bietet
sich deshaldb an,'elne edelgaSgefullte Ionisationskammer
als AbsolutmeRinstrument zu verwenden. Dabei ergeben sich
jedoch Schwierigkeiten, im wesentlichen finanzieller Art,
aus der Notwendigkeit, ohne Fenster im DurchfluBiverfahren
zu arbeiten, da die Rickgewinnung der Gase problematisch
ist. Bei Verwendung anderer Gase mit kleinerer Ionisations-
arbeit ist wiederum die Identitdt von Absorptions- und
Tonisationsquerschnitt nicht gewdhrleistet. Aus diesen
Grinden finden Ionisationskammern zum Nachweis des Vakuum-
UV nur selten Verwendung.

Die zweifellos am haufigsten verwendete Nachweismethode
fliir Vakuum~-UV besteht in der Kombination eines Fluores-
zenzschirms mit einem Sekundirelektronenvervielfacher
(SEV). Als Fluoreszenzsubstanz hat sich Natrium-Salicylat
als fast ideal erwiesen. Die Quantenempfindlichkeit ist
hoch. Im Mittel erzeugen zwei einfallende Photonen ein
Fluoreszenzquant (Nygaard 1964). Die Fluoreszenz erfolgt
bei 4200 &. Der Dampfdruck ist unbedeutend, so daB der
Schirm ohne weiteres im Vakuum exponiert werden kann. Die
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Ausbeute an Fluoreszenzquanten ist im Wellenlingenbereich
von 850 bis 3400 R konstant. Bei 584 R ist sie um 15 %
kKleiner als im lingerwelligen Bereich (Watanabe 195%). In
Verbindung mit einem SEV mit einer S 11-Photodynode ergibt
sich so ein ausgezeichnetes Nachweissystem, das praktisch
trigheitslos arbeitet. Allerdings muB der Detektor kali-
briert werden. Das geschieht am besten mit einer edelgas-
gefullten Ionisationskammer.

Iir unsere Zwecke erschien die folgende Anordnung als die
zweckmaBigste: Als wellenliangenunabhéngiger Detektor wurde
ein Fluoreszenzschirm mit Natrium-Salicylat in Verbindung
nit einem SEV (Valvo 152 AVP) gewBhlt. Im Gegensatz zu der
haufig gewdhlten Anordnung, bei der das Salicylat direkt
auf den Glaskolben des SEV aufgebracht wird, befindet sich
die Fluoreszenzschicht auf einem messinggefaBten Glasplétt-
chen (§ 12mm). Der Schirm bildet gleichzeitig den Vakuum-
verschluB. Durch diese Anordnung sind SEV und Schirm unab-
hingig voneinander; der Schirm kann also schnell und ein-
fach ausgewechselt werden. Die Herstellung der Schirme
wird im Anhang S.%4 beschrieben. Die Schirme wurden mit
einer offenen Photozelle mit Nickel-Katode kalibriert.
Dabei wurde die Elektronenausbeute von Ni bei 1216 R
(HE-L,) zu Grunde gelegt (Walker et al. 1955, Hinteregger
195%). Wird die Nickel-Oberfliche nur mit organischen
Iosungsmitteln gereinigt, betrdgt die Elektronenausbeute
bei 1216 & 2,35 Elektronen pro 100 Quanten° Wegen der Be-
standigkeit von Nickel gegen Luft wurde die Elektronen-
ausbeute als zeitlich konstant vorausgesetzt. Nach lange-
rem Betrieb des Monochromators wurde die Nickel-Katode:
mit Aceton abgespiilt, um eine eventuell aufgetretene Be-
dampfungbmit Pumpendl zu entfernen. Es wurde Jedoch in
keinem Fall eine Veranderung der Elektronenemission vor
und nach der Behandlung festgestellt.

Die Konstruktion der Photozelle ist aus Abb. 15 ersicht-
lich. Die Anodenplatte A hat einen Spalt (1 x 11 mm),
durch den das Licht auf die Rickel-Katoden K,1 und K2
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fallt. Die drei Elektroden sind iber Trolitul-Stdbe mit
der Grundplatte G verbunden. Die “beidenlf{a'bcxienli,1 und

K2 haben voneinander 1 mm Abstand. Der Abstand zur Anode
betrdgt 8 mm. Die Strom-Spannungs-Charakteristik erreicht
bereits bei U = 1 V den Sattigungswert. Die Betriebs-
spannung wurde auf 40 V gelegt. Die Spannungszufiihrung

zu Anode und Katoden erfolgt lber vakuumdichte Trolitul-
durchfiihrungen. Katoden und Anode konnen wahlweise geerdet
werden. Hinter den Katoden befindet sich der Na-Salicylat-
schirm S. Durch die geschlitzte Anode und den dazu senk-
recht verlaufenden Spalt zwischen den Katoden wird ein
Strahlenbiindel (1 x 1 mmg) ausgeblendet und fallt durch
ein Loch in der Grundplatte G auf den Fluoreszenzschirm.
Photokatoden und Schirm werden so gleichzeitig beleuchtet.
Bei richtiger Justierung ist die beleuchtete Fléche der
Photozelle genau zehnmal so grofl wie die des Schirms.
Photozelle und Fluoreszenzschirm sind auf einem Trovidur-
Flansch befestigt, der an die Rickwand der Bestrahlungs-
kammer {(Abb. “14) von auBen angeschraubt wird. Die Photo-
zelle ragt durch ein Loch L2 in der Kammerriickwand in die
Kammer. Der Abstand der Anode von der Probenplatte P be-
tragt 5 mm. Die Beleuchtung der Zelle erfolgt durch einen
kreisfSrmigen Ausschnitt L, (# 20 mm) in der Probenplatte.

Der verwendete SEV 152 AVP ist ein end-on~Typ, d.h. die
Beleuchtung der Photodynode durch den Fluoreszenzschirm
erfolgt durch die Stirnfldche des Kolbens. Der Spannungs-
abfall iber dem Anodenwiderstand (100 K Ohm) wird mit
einem mV-Meter (Philips GM 6020) gemessen oder direkt

auf den Schreibereingang (Metrawatt "Servogor") gegeben.
Im Eingang E (4bb. 14) der Bestrahlungskammer befindet
sich eine zweite Photozelle mit Nickel-Katoden (Abb. 16).
Die Katoden werden wahrend einer Probenbestrahlung stets
von einem gewissen Teil des einfallenden Lichts beleuchtet.
Diese Photozelle dient als Monitor wahrend der Bestrahlung.
Der Photozellenstrom wird nach Verstarkung mit einem
Vibron-Elektrometerverstirker (EIL 33 B) durch einen
Schreiber aufgezeichnet. Die Exposition der Proben erhilt
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man, unter Bericksichtigung eines Eichfaktors,durch Inte-
gration der kalibrierten Schreiberaufzeichnungen. Es kon-
nen so Intensitatsschwankungen bzw. Unterbrechungen der
Bestrahlung leicht bericksichtigt werden. Gleichzeitig
dient die geerdete Anode der Photczelle als Blende am
Kammereingang und verhindert, daB die Proben von Streu-
licht getroffen werden. Die gewdhlte Anordnung der Detek-
toren ermdglicht es, an Stelle des SEV andere Detektoren,
z.B. eine Tonisationskammer anzubringen.

5. Bestrahlungsexperimente

3.1 _Das Objekt der Untersuchungen: DNS

Die Desoxyribonukleinsiure (DNS) ist ein unverzweigtes,
hochpolymeres Kebttenmolekiil. Die Kette ist alternierend
aus Phosphatgruppen und Desoxyribose aufgebaut (3'-5'-
Phosphodiesterbindung). An jedes Zuckermolekiil ist am
1'-Kohlenstoff eine der vier Basen Thymin, Cytosin,
Guanin oder Adenin gebunden (N-Glycosidbindung). Im all-
gemeinen tritt die DNS als Doppelmolekiil auf. Dabei er-
scheinen die beiden Strange in der Basensequenz komple-
mentdr in der Art, daB stets Thymin und Adenin bzw. Cytc—
sin und Guanin sich gegeniliberstehen und lber Wasserstoff-
Briicken eine Bindung zwischen beiden Strangen herstellen
(Abb. 17).

Die Basensequenz enthdlt die Vorschrift fiir die Protein-
synthese. Je ein Triplett von Basen veranlalt den Einbau
eines bestimmten Aminosdurerests in eine Polypeptidkette.
Jede Anderung der Basensequenz oder Verdnderung einer
Base stellt einen Codefehler dar, der sich in einer Ver-
anderung gewisser Eigenschaften des Systems duBern kann
(Mutation). Als Steuermolekiil und "Rezeptbuch" nimmt die
DNS eine Schliisselposition im Leben der biologischen Ein-
 heiten ein. Ihre Zerstdrung bedeutet den Untergang der
Einheit z.B. einer Zelle. Die besondere Bedeutung der DNS
fir die Aufrechterhaltung des Lebens erklirt sich also
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aus ihrer Doppelrolle: Einmal erfolgt die Ubermittlung
aller lebenswichtigen Informationen an Nachkommen (Ver-
erbung) durch die Weitergabe von DNS als Informations-
speicher. Zum anderen ilbernimmt die DNS in der einzelnen
Zelle die Steuerfunktion filir den Stoffwechsel. Der Ver-
lust ihrer Funktionstiichtigkeit als Folge einer Strahlen-
einwirkung 188t sich in manchen Fdllen schon durch ver-
dnderte physikalische Eigenschaften zeigen. So lassen
sich Strangbriiche bei Molekulargewichtsbestimmungen aus
dem Sedimentationsverhalten bei Ultrazentrifugation er~
kennen oder Basenverdnderungen durch Anderung der Absorp-
tion von elektromagnetischer Strahlung (optische Spek=-
troskopie). Der zuletzt genannte Effekt gestattet unter
gewissen Voraussetzungen auch das Auffinden von Zwischen-
produkten der Reaktionskette in Form von Radikalzustan-
den (ESR).

Ein Beweis der biologischen Relevanz einer Verdnderung
188t sich schlieflich nur durch Korrelation mit dem Ver-
lust der biologischen Funktion erbringen. Das geschieht
am besten mit einfachen natliirlichen biologischen Syste-
men, die beiden Untersuchungsmethoden zuganglich sind.
Hier haben sich DNS enthaltende Viren als besonders ge-
eignet erwiesen. Ihr molekularer Aufbau ist sehr liber-
sichtlich. Ein groBler Teil ihrer Masse besteht aus
Nukleins8ure, welche von einer Hiille aus Protein um-
schlossen ist. Die Virus-DNS ist bei den meisten Viren
aus den gleichen Bausteinen aufgebaut wie z.B. die DNS
in den Chromosomen des Menschen. Die an Viren gewonnenen
Versuchsergebnisse behalten also auch fiir das menschliche
Erbgut ihre Giltigkeit, naturgemiB ohne direkt uUbertrag-
bar zu sein. Aber im Gegensatz zum komplizierten Chromo-
som stellt Virus-DNS mit ihrem sehr geringen Informa-
tionsgehalt eine sehr libersichtliche biologische Elemen-
tareinheit dar.

Der einfachste biologische Nachweis der Unversehrtheit
der Virus-DNS besteht in der Priifung der Vermehrungsfi-
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higkeit der Viren. Diese Vermehrung ist nicht selbstindig
und wird in der Wirtszelle vorgenommen. Der Infektions-
mechanismus ist noch nicht genau bekannt. Ganz sicher
spielen die Virusproteine dabei eine wichtige Rolle. Nur
die DNS dringt in die Zelle ein und benutzt den biochemi-
schen Syntheseapparat der Wirtszelle zur Erzeugung neuer
Viren.

Viren, die nur fir Bakterien pathogen sind, werden Bak-
teriophagen genannt. Von den Phagen des Bakteriums Esche-
richia coli ist das Virus @X~174 besonders interessant.
Seine Gestalt ist kugelig (@ 250 %). Das Hiillenprotein
besteht aus 12 im Elektronenmikroskop erkennbaren Einhei-
ten (MacLean 1962). 25,5 % seiner Masse ist DNS in Ein-
zelstrangform (MGW 1,7 . ﬂ06) (Sinsheimer 1959), der Rest
ist Protein. Die etwa 5500 Nukleotide sind zu einem ring-
formigen Molekil verbunden. Legt man den Triplett-Code

zu Grunde, 188t sich mit 5500 Nukleotiden die Folge von
etwa 1800 Aminosadureresten in Proteinen codieren. Damitb
lassen sich etwa sieben Proteinarten (MGW 3 - 104) auf-
bauen. Der Informationsgehalt dieser DNS ist also beson-
ders gering.

Von besonderem Interesse ist der Umstand, daB auch die
ihrer Proteinhiille entledigte DNS dieses Phagen in der
Lage ist, die Synthese kompletter Viren zu induzieren.
Durch das Fehlen der Proteinhille ist dieser sogenannten
infektiosen DNS allerdings der Mechanismus zum Eindringen
in die Bakterienzelle verloren gegangen. Der Zutritt zum
Zellinnern des Wirts muB deshalb durch kiunstliches Per-
forieren seiner Zellwand mit Hilfe der Enzyme Lysozym
verschafft werden, deren Wirkung auf das Lipopolysaccharid
der Zellwand durch den Komplexbildner ADTA unterstiitzt
wird. Derart behandelte Bakterien verlieren ihre Stsb-
chenform und aktive Beweglichkeit und nehmen Kugelform

an ("Spharoplasten"). Der Stoffwechsel des Bakteriums

wird dadurch nicht beeintridchtigt. Gelingt es einem infek-
tidsen DNS-Molekiil in den Sph8roplasten einzudringen,
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unterscheidet es sich in seinem Verhalten nicht von einem
auf natirlichem Weg, d.h. unter Mithilfe der Proteinhille
in ein intaktes Bakterium hineingekommenes lMolekiil.

Wegen der Proportionalitdt der Zahl der erzeugten Phagen
zur Zahl der ursprunglich vorhandenen DNS-~-Molekel ist

dieser biologische Nachweis der Phagen ein brauchbares und
empfindliches MaB fiir die Funktionstﬁchtigkeit der bestrahl-
ten freien DNS.

3.2 Die Probenbereitung

Freie DNS wurde durch Phenolbehandlung einer Suspension
von @X-174 in Borat-Puffer (2=104“ Phagen/ml) gewonnen
(Anhang S. 35) (Mandell u. Hershey 1960). Nach der Extrak-
tion wird durch Dialyse der Borat-Puffer gegen NCE-Puffer
ausgetauscht. Dieser Puffer behindert durch den Gehalt an
komplexbildenden Verbindungen die enzymatische Zerstorung
der DNS durch das Enzym DNase. Als Suspension in NCE-
Pufferldsung ist die DNS iiber Monate im Kiithlschrank halt-
bar, wepn bei der Entnahme einer Probe sorgfidltig auf
sterile Arbeitsweise geachtet wird. Es war deshalb mog~
lich, die im folgenden beschriebenen Bestrahlungsexperi-
mente mit einer einzigen DNS-Fraktion durchzufihren. Aus
dieser Ldsung wurde flir jeden Versuch eine kleine Menge
entnommen und im Verhdltnis 1:500 mit doppelt-destillier-
tem Wasser (pH 7,0 mit Ammoniak eingestellt) verdiinnt.
Dadurch wird die Salzkonzentration stark herabgesetzt.
Versuche, den Salzgehalt auf andere Weise zu verringern,
z.B. durch Dialyse gegen Wasser, waren nicht erfolgreich.
Zwar lieB sich die Salzkonzentration verringern, aber die
DNS war wihrend der 24-stiindigen Dialyse einer zu grofien
Gefahr ausgesetzt, enzymatisch zerstort zu werden. Der
Gehalt an intakter DNS nahm mit der Dauer der Dialyse
laufend ab. |

Aus der Verdiinnung wurden je 0,01 ml auf Glasronden
(¢ 12 mm) aufpipettiert und sofort auf CO,-Eis eingefro-
ren. Die Proben wurden anschlieBend 8 - 12 Stunden aus dem
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gefrorenen Zustand im Vakuum bei ca. 10*2 Torr getrocknetbt.
Durch die Methode der Gefriertrocknung wurde die Bildung
von Trocknungsringen vermieden, da das Wasser aus dem Eis-
zustand absublimiert. Die DNS-Schicht wird dabei gleich-
‘mé&Biger als bei Trocknung im EXsikkatbro Wahrend sich
@X-DNS aus PuffériéSung praktisch ohne Verlust der Infek-
ti8sitét trocknen 1#Bt, werden aus der Verdiinnung bereits
50 bis 60 % der lMolekeln durch das Trocknen inaktiviert
oder kSnnen nicht wieder vom Glas abgeldst werden.

Die der Strahlung ausgesetzten Substahzen;sind sehr klein.
Jedes Glasplédttchen trigt etwa 9°10'42 g DNS und 5=1O-7 g
Salze. Der Anteil an Fremdstoffen ist also noch recht hoch.
Jedoch zeigten mikroskopische Untersuchungen der Proben,
daB sich das Salz in Form von winzigen Kristallnestern
(etwa 2 bis 3 pro Probe) anhiuft, so daB in den Zwischen-
rdumen die DNS praktisch unbedeckt vorliegto Dieée An-
nahme wird durch experimentelle Befunde gestiutzt. Einmal
ist die GroBe des konstanten Anteils bei den Inaktivie-
rungskurven praktisch unabhingig von der Wellenlange des
inaktivierenden Lichts, zum anderen ist sie proportional
zur Salzkonzentration der Proben. In den Salznestern wird
ein geringer Teil der DNS-Molekeln eingeschlossen. Die
sich daraus ergebenden Konsequenzen fir die Form der In-
aktivierungskurven werden spater diskutiert.

Zur Bestrahlung wurden Jjeweils 19 Proben auf dem duBersten
Kreis der Bestrahlungsplatte befestigt. Diese Probentra-
gerplatte hat einen Abstand von 46 cm vom Austrittsspalt
des Monochromators. Dadurch ist eine weitgehend homogene
Ausleuchtung der Proben gesichert. Unter der Annahme, daB
die Intensitédtsverteilung eine Normalverteilung ist, er-
gibt sich bei einer Spaltweite 2mm (30 £ Bandbreite) ein
Intensitdtsabfall von der Mitte zum Rand der Probe (g 5mm)
von weniger als 3 %. Bei jeder Bestrahlungsserie wurden

5 bis 6 Proben als unbestrahlte Kontrollen auf einem Ob-
jekttrager an lichtgeschiitzter Stelle in der Bestrahlungs-
kammer deponiert.
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Nach erfolgter Bestrahlung wurden die Plattchen in je
0,5 ml Tris-Pufferldsung (0,05 M, pH 8,1) gebracht und
die DNS abgeldst. Die Ablésung ist nach ca. 10 min prak-
tisch beendet, jedoch wurden die Plattchen wihrend der
anschlieflenden Infektion der Sphiroplasten in den Rea-
genzglasern belassen.

3.3 Der biologische Nachweis der Strahlenschadigung

Aus einer Losung infektidser @X-DNS in Tris-Puffer (pH
8,1) werden 0,5 ml mit der gleichen Menge Sphiroplasten-
suspension (E.coli K 12) vereinigt und bei 35 °C im Was-
serbad inkubiert. Die Herstellung der Spharoplasten

(s. Anhang) erfolgte meist erst kurz vor dem Versuchsbe-
ginn. Nach 20 min Inkubationszeit ist der Infektionsvor-
gang abgeschlossen. Etwa 0,1 % der DNS-Molekeln ist in-
fektids (Guthrie u. Sinsheimer 1963). Durch Zugabe von

1 ml PAM-Néhrmedium wird der Stoffwechsel der Sphiro-
plasten aktiviert und die Produktion der Phagen beginnt.
Hiufiges Schiitteln der Probenrdhrchen bewirkte eine gute
_ Durchmischung und Beliftung. Nach 400 -min verdinnten wir 7
1:10 mit destilliertem Wasser, um durch osmotischen Schock
die Lysis der Zellen zu vervollstandigen. Von der Ver-
diimnung werden 0,1 ml mit einigen Tropfen einer Fliussig-
Kultur von E.coli C/1 auf einen festen Agarndhrboden aus-
gestrichen (Adams 1959), bei Zimmertemperatur bis zum
Einsickern der Fliissigkeit in den Agar gewartet und an-
schlieBend 8 h bei 37 °C im Wirmeschrank bebriitet. Es
bildet sich ein dichter Bakterienrasen, der nur an den
Stellen, an denen sich ein Virus befunden hat, ein kreis-~
formiges Loch durch Zerstorung der Bakterien aufweist.
Zum besseren Erkennen der Locher verwendeten wir einen
Agar, der durch die Stoffwechselprodukte der Bakterien
eine Blauf@rbung erhilt (Bresch 1952). Der Zusammenhang
zwischen der Zahl infektidser DNS~-Molekeln in der Aus-~
gangssuspension und der Zahl der spater nachgewiesenen
Phagen ist bei den verwendeten Sphdroplasten- und DNS-
Konzentrationen linear {(Abb. 18).
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3.4 Experimente und Ergebnisse

Die Abnehme der biologischen Aktivitiat von Enzymen und
isolierten DNS-lMolekeln durch Strahleneinwirkung folgt
im allgemeinen einer exponentiellen Funktion der verab-
reichten Dosis:

N/No = exp (~0-D).

N/No ist der Bruchteil der nach der Dosis D noch funktions-
fghigen Moleklile. Der Insktivierungsquerschnitt o ist ein
MaB fir die Inaktivierungswahrscheinlichkeit. Bei N/No =
™1 = 0,37 ergibt sich o aus der 37 %-Dosis (D55)

zu O = ﬂ/D57, In der Praxis wird der Inaktivierungsquer-
schnitt mit groBerer Genauigkeit aus der Steigung der In-
aktivierungskurve ermittelt, die bei halblogarithmischer
Auftragung eine Gerade ergibt: 1ln N/No = -0.D,

In manchen Fdllen findet man Inaktivierungskurven, die
erst bei hdheren Dosen in eine Exponentialkurve einmiin-
den. Unter der Annashme quantenhafter Energieabsorption

lassen erkennen, dafl sich auch bei diesen Mehrtreffbe-
reichskurven aus der Steigung bei hohen Dosen der Inak-
tivierungsquerschnitt gewinnen 188t (Zimmer 1960)

1n N/No = 1n m - oD.

Die Konstante m wird durch Riick-Extrapolation auf D = O
erhalten (Extrapolationszahl).

In den Abbildungen 19a und 20a sind zwei fir Vakuum-UV-
Bestrahlung typische Inaktivierungskurven dargestellt.
Der Anteil der aktiven Molekeln nimmt mit wachsender
Dosis ab und strebt schlieBlich bei hohen Dosen einem
konstanten Wert zu. Ein gewisser Teil der DNS-Molekiile
ist also nicht inaktivierbar. Der Grund fiir diesen Ef-
fekt ist in der bereits erwdhnten Anwesenheit von Salz-
resten auf den Probenplattchen zu finden. Von den im
Vergleich zur geringen Durchdringungsf@higkeit des Va-
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kuunm-UV groflen Salzkristallen wird ein gewisser Teil der
DNS bedeckt und ist fir das inaktivierende Licht nicht
erreichbar. Der nichtinaktivierbare Anteil betrigt bei
der gewdhlten 1:500 Verdiinnung im Mittel 30 % und ist
unterhalb von 1700 R nicht von der Wellenlinge des ILichts
abhingig. ’

Erst nach Abzug des konstanten Anteils ergeben sich die
eigentlichen Inaktivierungskurven (Abb. 19b u. 20b), aus
denen der Inaktivierungsquerschnitt ermittelt wird. In
Abb. 21 ist die Schar der so erhaltenen Inaktivierungs-
kurven fir Bestrahlung mit Licht verschiedener Wellen-
linge dargestellt. Die einzelnen MeBpunkte sind mit rela-
tiven Fehlern von 5 bis 10 % behaftet. Um die erhdhte
Wirksamkeit des Vakuum-UV gegeniuber dem normalen UV zu
demonstrieren, wurde auch eine Bestrahlung mit 2537 K
Wellenlénge durchgefiihrt (Abb. 22). Die erhaltene Inak-
tivierungskurve ist zum Vergleich in Abb. 21 mit aufge~
tragen. Mit zunehmender Quantenenergie des Lichts sind
zur Inaktivierung immer kleinere Expositionen ausreichend.
Uberraschend ist, daB sich vom Léngerwelligen ausgehend,
der Typ der Inaktivierungskurven andert. Bei 2537 und
1630 b ergeben sich exponentielle Kurven. Bei 1216 und
1110 & erscheint eine Schulter bei kleinen Dosen, wihrend
bei sehr kleinen Wellenlingen (584 ) die Inaktivierung
wieder im gesamten Dosisbereich exponentiellen Verlauf
zelgt. Auch beil den Schulterkurven ergibt sich bei hohen
Dosen eine Vertriglichkeit der MeBpunkte mit einer Expo-
nentialkurve. Deshalb erschien es gerechtfertigt, auch
in diesem PFall aus der Steigung der Kurve den Inaktivie-
rungsquerschnitt zu ermitteln. -

In Tabelle I sind die numerischen Werte der durch Regres-
sion errechneten Inaktivierungsquerschnitte aufgefiihrt
und in Abb. 23 graphisch dargestellt. Auffdllig ist der
steile Anstieg zwischen 9 und 11 eV. Diese Stufe und das
gleichzeitige Auftreten des Schultertyps der Inaktivie-
rungskurven sind ein deutlicher Hinweis, daB in diesem
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Bereich ein neuer, sehr wirksamer Inaktivierungsmechanis-
mus auftritt. Es ist sehr naheliegend, hier Schidigung
infolge von Ionisation zu vermuten.

Es wurde deshaldb der Versuch unternommen, die Ionisierung
direkt nachzuweisen. Die Bestrahlung einer DNS-Schicht
mit Licht ausreichender Photonenenergie muBl zur Emission
von Elektronen aus der Oberfliache fiihren. Diese lassen
sich durch eine Zugspannung auf einer Anode sammeln. Die
Anordnung entspricht einer Photozelle mit DNS-Katode. Den
experimentellien Aufbau zeigt Abb. 24. Vom Monochromator
kommend f&11lt das Licht durch ein Loch in einer geerdeten
Al-Scheibe auf ein Stiick gefriergetrockneter DNS. Der
DNS~-Brocken ist an einem Kupferdraht befestigt, iber den
die Katodenspannung zugefiilhrt wird. Da sich fir diesen
Versuch @X-DNS in ausreichender Menge nicht beschaffen
lieB, wurde Kalbsthymus~DNS verwendet. Unterschiede hin-
sichtlich der Ionisierung sind nicht zu erwarten, da kein
gualitativer Unterschied zur @X-DNS vorliegt.

Eine ausgezeichnete mechanische und elektrische Verbin-
dung der DNS zum spannungszufihrenden Draht ergab die
folgende Praparationsmethode. Von einer Kalbsthymus-DNS-
Ldsung (2,1 mg/ml) wurden 0,15 ml auf eine polierte
Nickelscheibe getropft. Es bildete sich ein halbkugeliger
Tropfen, in den der blanke Draht hineingesteckt wurde.
Der Tropfen wurde dann auf 002- Eis eingefroren und 12
Stunden bei 10”2 Torr unter weiterer Kihlung mit CO,-Eis-
Azetongemisch gefriergetrocknet. Auch nach dem Trocknen
behielt der DNS-Brocken die linsenformige Gestalt und
lieB sich mit dem fest "eingekitteten" Draht leicht von
der glatten Nickeloberflidche abheben und als Katode in
der Photozelle anbringen. Nach Montage der Photozelle

in der Bestrahlungskammer wurde fir verschiedene Wellen-
léngen die pro erg auffallende Strahlung emittierte Zahl
der Elektronen gemessen. Dazu wurde der Photozellenstrom
mittels Elektrometerverstiarker registriert. Bei 1750 2
(7,1 eV) sank der Strom unter die Nachweisgrenze (10-44 A).
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Die graphische Darstellung der Abhingigkeit von Elektro-
nenemission pro eingestrahltem Quant zeigte groBe Ahnlich-
keit mit dem Verlauf des Inaktivierungsquerschnitts. Beide
Kurven wurden normalisiert aufgetragen (4bb. 25). Von

10 eV aufwirts zeigt die Kurve fiir die Elektronenemission
den gleichen Verlauf wie die fiir den Inaktivierungsquer-

schnitt. In diesem Bereich besteht also ein enger Zusammen-

hang zwischen Ionisation und Inasktivierung. Unterhalb von
10 eV streben die Kurven auseinander. Es ist noch eine
deutliche Inaktivierung feststellbar, widhrend die Ionisa-
tion sehr stark abnimmt. In diesem Bereich erfolgt die
Inaktivierung nur noch durch Anregungen der Molekile.

5.5 Diskussion

Anregung und Ionisation eines Molekils sind haufig AnlalBl
zu einer Anderung der Molekiilstruktur, die sich im Fall
des DNS-Molekiils meist als Verlust der biologischen Akti-
vitat bemerkbar macht. Die einfachste Folge dieser Primir-
prozesse der Strahlenwirkung, namlich Abgabe der Anre-
gungsenergie oder der bei Rekombination von Ion und Elek-
tron freiwerdenden Bindungsenergie des Elektrons als
Fluoreszenz~ oder Phosphoreszenzstrahlung hinterlaBt

keine bleibende Wirkung. An bleibenden Verdnderungen be-
obachtet man Vernetzungen von DNS-Strangen (Setlow u.
Doyle 1954, Alexander u. Stacey 1959, Hagen 1965), Strang-
briiche (Freifelder 1965, Hagen 1967) und Basenverdnde-
rungen (Miller 1964, Pershan et al. 1964, Miller 1968).
Diese Schaden machen die Replikation der DNS oder die
Ablesung der Information unméglich oder fihren zu einer
Fehlablesunge Da es erst nach Zufihrung einer Mindesténer-
gie zur Abstraktion eines Elektrons kommt, filhrt die Ab-
sorption von Licht mit einer Quantenenergie unterhald
dieser Mindestenergie ausschlieBlich zur Anregung der
Molekiile. Dies geschieht stets in Form einer Resonanz-
absorption. Mittlere Anregungsenergien werden bevorzugt
von schwachbindenden Elektronen absorbiert. So erfolgt
die UV-Absorption der DNS fast ausschlieBlich durch die
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schwachbindenden m-Elekbtronen der zyklischen Basen. Da-
durch induzierte Veranderungen bleiben auf die Basen be-
schrankt. Es ergeben sich Dimerisierungen direkt benach-
barter Pyrimidinbasen z.B. Thymin unter Offnung der Dop-
prelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen C5 und C6
(Beukers et al. 1959). Aber bereits im kurzwelligen Be-
reich des normalen UV-Lichts dissoziieren die Dimere be-
reits wieder, so daB der Schaden dort keine Bedeutung
erlangen kann. Die wellenl@ngenabhingige Verteilung des
Inaktivierungsquerschnitts filir Dimerisierung verlauft
parallel zur Verteilung der optischen Absorption durch
die m-Elektronen. Bei 2600 £ ergibt sich ein Maximum der
Wirkung (maximaler Inaktivierungsquerschnitt), bei 2350 R
ein Minimum (Setlow 1961).

Beil noch kiirzeren Wellen erfolgt wieder ein Anstieg der
Inaktivierungswahrscheinlichkeit, der sich in den Bereich
des Vakuum-UV fortsetzt (Abb. 23). In diesem Bereich werden
die o-Elektronen angeregt. Infolge des bindenden Charak-
ters der 0-Elektronen ist die Wahrscheinlichkeit der Dis-
soziation des Molekils bei ihrer Anregung groB. Dissozia-
tion dlirfte also in diesem Bereich der auf die Anregung
folgende Schritt der Reaktionskette und damit wesentliche
Ursache des Molekiilschadens sein. Die Hiufigkeit des Pro-
zesses nimmt mit wachsender Anregungsenergie zu. Entspre-
chend vergrdBert sich der Inaktivierungsquerschnitt. Beim
Ubergang von Anregung durch 2537 % Wellenlinge zur Anre-
gung mit 1630 2 nimmt der Inaktivierungsquerschnitt um
einen Faktor 6 zu (Tabelle I).

Verfolgt man den Verlauf des Inaktivierungsquerschnitts
in Abb. 23 zu noch kiirzeren Wellen hin, ergibt sich ein
steiler Anstieg bei Bestrahlung mit Licht von Quanten-
energien oberhalb um 9 eV. Da der Verlauf des Inaktivie-
rungsquerschnitts mit dem der Elektronenausbeute in die-
sem Béreich ausgezelchnet ilbereinstimmt, kann geschlos-
sen werden, daB hier die Ionisation die wesentliche Ur-
sache der Inaktivierung darstellt. Der steile Anstieg
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der Elektronenemission legt auBerdem die Annahme einer
Schwellenenergie fiir die Ionisation der DNS bei etwa Q eV
nahe. Es ist aber zu bedenken, daB bei vielatomigen Mole-
kiulen nicht ohne weiteres von einer Ionisierungsenergie
gesprochen werden darf, da eine Vielzahl von Elektronen
mit unterschiedlichen Bindungsstédrken zur Molekilstruktur
beitrdgt. Die Abtrennung nichtbindender Elektronen (ein-
same Elektronenpaare) beriihrt das Molekiil zunichst nicht.
Ebenso ist die Abstraktion der delokalisierten m-Elek-
tronen nur von geringer Bedeutung. In beiden Fallen kann
jedoch bei der Rekombination von Elektron und Ion, die

im allgemeinen nicht zum Grundzustand des Molekiils fuhrt,
die verbleibende Anregungsenergie zur Dissoziation fiuhren,

Dagegen stellt die Abtrennung eines starkbindenden o-Elek-
trons einen erheblich stérkeren Eingriff in die Molekil-
struktur dar und filhrt zwangsldufig zum Zerbrechen des
Molekiils. Letztlich diirfte also auch bei der Ionisation,
wie bei den hohen Anregungen, die Dissoziation eine hiu-
fige, zur Inaktivierung der DNS fiihrende Folgefeakticn
sein. Dieser SchluB wird auch durch Untersuchungen an
Kohlenwasserstoffen bestitigt. Ditchburn (1955) konnte
nachweisen, dafl im Bereich des kurzwelligen Vakuum-UV
Jonisierung zusammen mit Dissoziation der Molekile er-
folgt.

Auffdllig an den Inaktivierungskurven der @X-DNS (Abb. 21)
ist das Auftreten von Schultern im Bereich kleiner Dosen
bei den Kurven fiir Bestrahlung mit 1216 % unga 1110 &
Wellenlange, d.h. oberhaldb der Ionisierungsgrenze der
DNS. Dagegen zeigt die Inaktivierungskurve bei Bestrah-
lung mit Photonen von 584 ] Wellenlidnge im ganzen Dosis-
bereich einen exponentiellen Verlauf. Schulterkurven
deuten auf eine Reaktionskinetik hSherer Ordnung hin.

Die bislang erarbeiteten Daten lassen noch keine eindeu-
tige Erkldrung des Effekts zu. Ohne zusidtzliche Informa-
tionen ist es deshalb auch nicht statthaft, durch eine
Kurvenanalyse auf Grund des treffertheoretischen Modells
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Beweise fiir einen Regktionsméchanismus zu fithren, etwa
einen Mehrtreffervorgang zu postulieren. Dié Annshme
einer Zweifachionisierung als Voraussetzung zur Inékﬁié
vierung der DNS im Bereich des ionisierenden Vakuum-UV
ist mdglich, bedarf aber einer eingehenden Prifung. Die-
ser ProzeB kdnnte bei Bestrahlung mit Lichtquanten von
21 eV (584 % Wellenlénge) nach einem Absorpbtionseéreignis
erfolgen und damit den Wegfall der Schulter erkléren.
Die Ermittlung der Quantenausbeute fiir DNS als Quotient
der Wirkungsquerschnitte der Inaktivierung und der opti-
schen Absorption im Bereich des kurzwelligen Vakuumn-UV
konnte noch nicht vorgenommen werden. Zur Bestimmung der
optischen Absorption miissen sehr dunne DNS-Filme mit homo-
gener Massenbelegung hergestellt werden. Da DNS nur in
Wasser 10slich ist, scheidet das hygroskopische IiF, das
wegen seiner optischen Eigenschaften bis 1100 ® Verwen-
dung finden konnte, als Trager fir einen DNS-Film aus.
Die Herstellung trigerfreier und ausreichend lichtdurech-
ldassiger DNS-Filme ist bisher noch nicht zufriedenstel-
lend gelungen. Nur im lingerwelligen Bereich bis 1500 o4
sind bereits Absorptionsquerschnitte von DNS~-Filmen auf
CaanTrégern bestimmt worden (Preiss u. Setlow 1956).
Mit diesen Werten und den in der vorliegenden Arbeit er-
nittelten Inaktivierungsquerschnitten 148t sich eine Ab-
schidtzung der zu erwartenden Quantenausbeuten vornehmen.
Danach steigt die Quantenausbeute von 7°40'5 bei 2537 oo
auf 26-1072 bei 1630 %. Es ist jedoch zu bedenken, daB
die von Preiss und Setlow ermittelten Absorptionsquer-
schnitte hinsichtlich der Lichtstreuung nicht korrigiert
sind. AuBerdem kdénnte die Einzelstringigkeit und das ge-
ringere Molekulargewicht der @X-DNS zu einem, gegeniber
der von Preiss u. Setlow benutzten DNS unterschiedlichen
Absorptionsverhalten flihren.

Es ist nun zu prifen, inwieweit sich die beobachteten
und eingangs erwishnten Schiden an der DNS, n&mlich Ver-
netzungen, Strangbriiche und Basendnderungen, mit der An-
nahme der Dissoziation als der zum Schaden fihrenden Fol-
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gereaktion der priméren Energieabsorption erkl&8ren lassen.
Eine solche Erklirung liegt auf der Hand im Fall der
Strangbriche, da im Grunde der Strangbruch die Dissozia-
tion der DNS-Kette bedeutet.

Der naheliegende Angriffspunkt fir diese Reaktion ist
wohl die Zucker-Phosphat-Bindung. So ist etwa nach Ab-,
straktion des H-Atoms am C3'-Kohlenstoff des Zuckers
(Abb. 17) die Bindung zur Phosphatgruppe nicht mehr auf-
recht zu erhalten. Ebenso ist ein Teil der beobachteten
Basenverianderungen durch Dissoziation z.B. einer N-H-Bin-
dung entstanden (Cook et al. 1967).

Dagegen lassen sich die Vernetzungen nicht in so direkter
Weise darauf zurilickfiihren. Ein Zusammenhang wird jedoch
bei genauerer Betrachtung des Dissoziationsvorgangs nahe-
gelegt. Beim Offnen einer kovalenten Bindung, der bei or-
ganischen Molekiilen haufigsten Bindungsart, ist das Auf-
treten von Molekiilresten mit ungepaartem Elektronenspin
(Radikale) zu erwarten. Die Existenz solcher Radikale
nach Bestrahlung von Biomolekililen ist durch die Methode
der Elektronenspinresonanzspektroskopie nachgewiesen
(Zimmer u. Miller 1965, Miller 1967). Die Dissoziation
§ines Makromolekiils in radikalische Molekiilreste Mq und
M, kann sowohl nach Anregung (1) als auch nach Ionisation
(2) erfolgen:

(/l) M/’ - 2 ;:'f Mz} + M2

@ @ - M2)+~—aﬁ,l +

Die Rickreaktion (1) kann unterbleiben, wenn eines der
Radikale'ﬂH, ﬁg diffusibel ist, wie z.B. der atomare
Wasserstoff. Zuriick bleibt eine in wasserfreier Prapara-
tion sehr langlebige Radikalstelle der DNS. Durch Kombi-
nation zweier solcher Radikalstellen auf verschiedenen
DNS~-Strangen kann das Zustandekommen einer Vernetzung

erklédrt werden (3).

(3) M+ M—m3 M - N
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Aus der langen Lebensdauer der Radikale im Trockenen ist
zu schlieBen, daB die Reaktion (3) im Bestrahlungsexperi-
ment, welches haufig unter WasserausschluBl durchgefiihrt
wird, erst bel der Uberfiihrung der DNS in Losung zustande
kommt. Somit bietet die Dissoziation auch eine Erkldrungs-—
moglichkeit filir das Auftreten der Vernetzungen. Die Reak-
tion der erwdhnten diffusiblen Radikale (H-Radikale) mit
intakten Molekiilen bringt eine weitere Schddigung der

DNS mit sich (Brsams 1963, Pruden et al. 1965, Dertinger
1967), auf die aber hier nicht im einzelnen eingegangen
werden soll.

Die bisherigen Untersuchungen mit Vakuum~UV lassen noch
keine Schliisse auf die Relevanz der diskutierten Arten
von Schiden in diesem Gebiet zu. Es ist jedoch als sicher
anzunehmen, dafl in dem untersuchten Wellenldngenbereich
sowohl Vernetzungen als auch Basenverinderungen auftreten.
Beide Schaden konnten bei den mittleren Anregungsenergien
des UV nachgewiesen werden (Setlow u. Doyle 11954, Pershan
et al. 1964). Auf Grund der steigenden Dissoziations-
wahrscheinlichkeit mit wachsenden Anregungsenergien (o-
Elektronen-Anregung) wird die HBufigkeit beider Prozesse
im Bereich des Vakuum-UV zunehmen.

Hinsichtlich des Auftretens von Strangbriuchen ist Jjedoch
noch keine Aussage moglich, da bisher keine genauen Vor-
stellungen dariiber bestehen, welcher Energiebetrag auf-
gewendet werden muB, um den Bruch der DNS-Kette herbeizu~
fihren. Bei Anregungsenergien von etwa 5 eV treten prak-
tisch keine Briiche auf (Hagen 1968). Dagegen stellen
Strangbriiche bei Y-bestrahlter DNS einen der haufigsten
Schéden dar.

Eine eingehende Untersuchung gerade dieses Problems ist
daher von besonderem Interesse. Vakuum-UV-Untersuchungen
in Verbindung mit einer verbesserten Molekulargewichts-—
bestimmung mit der Ultrazentrifuge (Hagen 1968) kdnnen
die Frage einer Klarung ndherbringen, ob bereits die
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hohen Anregungsenergien des nicht ionisierenden Vakuum-
UV geniigen, um Briiche zu erzeugen, oder ob dazu unbe-
dingt Einzel- oder gar Mehrfachionisierungen bendtigt
werden.

Daneben besteht auch die Moglichkeit, daB zumindest ein
Teil der Strangbriiche durch Einwirkung der diffusiblen
H~Radikale verursacht wird, etwa durch Abstraktion des
Wasserstoffatoms am 3'-Kohlenstoff des Zuckers unter
H2~Bildung° Das konnte durch Variation der Bestrahlungs-
tempratur gepriift werden. Die schiitzende Wirkung tiefer
Temperaturen (100 °K) gegeniiber Strahlenwirkung (Hermann
1966) wird nach einer Hypothese von Braams (1963) mit
einer erhdhten Wahrscheinlichkeit fiir die Rekombination
der H~Radikale mit der gleichzeitig entstehenden Radikal-
stelle an DNS-Molekil gedeutet. L&8Bt sich eine tempera-
turunabhangige Strangbruchrate finden, widren diese Briiche
auf direkt nach Strahleneinwirkung erfolgende Dissoziation
des DNS-Stranges zuriuckzufihren.

4, Zusammenfassung

1) In der vorliegenden Arbeit wird iiber Untersuchungen
der Strahlenempfindlichkeit von infektidser DNS des Bak-
teriophagen @X-174 gegeniiber extrem kurzwelligem Licht
berichtet.

2) Um diese Untersuchungen zu ermoglichen, wurde ein
leistungsfahiger Vakuunm-Ultraviolett-Monochromator mitb
einer intensiven ILichtquelle konstruiert und gebaut.

3) Da sich im Strahlengang des Monochromators keine
Fenster befinden, konnten die Messungen bis in das ferne
Vakuum-Ultraviolett (584 R) ausgedehnt werden. Es ist
damit die Moglichkeit gegeben, die Schadigung der biolo-
gischen Aktivitat durch hohe Anregungsenergien und durch
einzelne Ionisationen getrennt voneinander zu untersu-
chen.
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4) Erste Bestrahlungsexperimente mit @X-DNS in diinnen
Schichten (5::’%0"/M g cm—g) zeigten deutlich eine erheb-
lich groBere Wirksamkeit von Ionisationen im Vergleich
zu Anregungen optischer Niveaus.

5) Die mittlere Exposition zur Erzeugung eines inakti-
vierenden Schadens ist bei Einstrahlung von Licht der
Wellenldnge 584 2 um einen Faktor 55 kleiner als bei

2537 8.

6) Durch Registrierung der von der Strahlung durch Photo-
effekt abgetrennten Elektronen konnte eindeutig gezeigt
werden, dalB der Anstieg der Inaktivierungswahrscheinlich-
keit bei Photonenenergien von etwa 9 eV mit dem Anstieg
der Tonisierungswahrscheinlichkeit korrelierbar ist.

7) Der Verlauf der Elektronenemission in Abhangigkeit
von der Quantenenergie des ausldsenden Lichts legt die
Annahme einer Schwellenenergie fir die Ionisation der
DNS bei 9 eV nahe.

5. Anhang

5.1 Die Herstellung der Fluoreszenzschirme

Kristallines Na-Salicylat wird in Methanol geldst oder

in einer Reibschale fein zerrieben und in Benzin aufge-
schwemmt. Die Massenbelegung des Schirms soll 1 bis

5 mg/cm2 sein, um eine optimale Fluoreszenzausbeute zu
erzielen (Nygaard 1964). Eine entsprechende Menge Suspen-
sion oder Losung wird auf den Glastridger getropft und an
Iuft getrocknet. Aus der LOsung kristallisiert das Salz
aus und bildet eine gleichm#Bige Kristallschicht. Auf
diese Art hergestellte Schirme zeigen eine geringe Fluores-
zenzausbeute, sind aber sehr haltbar. Sie eignen sich gut
als Referenzschirm. Nachdem sie einmal kalibriert sind,
werden sie im Exsikkator aufbewahrt und sind als Kontroll-
schirme verwendbar. Eine andere Herstellungsart ist das
Aufsprihen der Losung oder Suspension auf vorgewdrmbe
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Glaspldattchen mittels Zerstiuber. Auf diese Art werden
Schirme mit homogener, mikrokristalliner Schicht erhal-
ten, die hohe Fluoreszenzausbeute zeigen. Beide Verfahren
wurden angewendet.

5.2 Die Herstellung der Oxidkatoden

Katoden mit Erdalkalioxidbelag zeichnen sich durch hohes
Emissionsvermdgen aus.

Nach einem von Mdnch (1959) angegebenen Rezept wurden die
Mischoxide folgendermaBen hergestellt:

In 650 ml Wasser wurden 46,5 g Bariumnitrat, 26,8 g
Strontiumnitrat und 18,4 g Kalziumnitrat geldst und auf
100 °C erwdrmt. In 100 ml Wasser wurden 55 g Ammoniumkar-
bonat geldst und unter Umrithren langsam zur Nitratlosung
zugegeben. Der entstehende Niederschlag von Karbonat-
“Mischkristallen wurde abgefiltert, mit heiBfem Wasser aus-
gewaschen und 12 Stunden bei 120 °¢ im Trockenschrank
getrocknet. Die getrockneten Karbonate wurden in einer
Reibschale fein zerrieben und im Gewichtsverhiltnis 1:4
mit Karbonylnickel gemischt (MacNair et al. 1953). Diese
Mischung wurde mit Amylacetat zu einem dicken Brei ange-
rihrt und auf einen Streifen (20 x 5 mm) aus Nickelnetz
(Maschenweite 0,5 mm) aufgetragen. Nach dem Trocknen er-
folgte die Umwandlung der Karbonate in Oxide durch Erhitzen
im Vakuum. AnschlieBendes Sintern bei etwa 1200 ¢ ergibt
einen festhaftenden Belag. Die so erhaltenen Katoden sind
sehr stabil und an Iuft bestandig.

5.3 - Die Phenolextraktion der DNS

Die Ablosung der Proteinhiille der Phagen wurde durch
Phenolextraktion bei 4 °C vorgenommen (Mandell 1960). Von
einer Suspension aus @X-Phagen in Borat-Puffer werden

1 ml mit der gleichen Menge Phenol, das mit Na-tetraborat
gesdttigt ist, versetzt und durchmischt. Nach 5 min Inku-
bation bei 4 °C wird bei 4000 U/min zentrifugiert. Die
Phenolphase sammelt sich unter der wdssrigen Phase. Mit
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einer Spritze wird die obere DNS~haltige Schicht durch-
stochen und das Phenol mit dem darin geldsten Protein
abgesaugt.

Nachdem der Vorgang 4 mal wiederholt wurde, werden nach
der letzten Phenolentfernung 4 ml Ather zugegeben und mit
der wissrigen Phase durchmischt. Das restliche Phenol
sammelt sich im Ather und kann nach Zentrifugation
(4000 U/min) mit der Atherphase abgesaugt werden.

Die Atherextraktion des Phenols wird 6 mal wiederholt.
Die DNS—Losung wird anschlieBend 24 h gegen NCE-Puffer-
10sung bei 4 %¢ dialysiert.

NCE~-Puffer enthdlt pro Liter 9 g NaCl, 3,87 g Na-Citrat
und 0,482 g ADTA.

5.4 Die Herstellung der Sphiroplasten

Spharoplasten wurden nach einer von Guthrie und Sinsheimer
(1963) veschriebenen Methode aus Bakterien des Stammes
E.coli X 12 hergestellt.

Unter Beluftung 148t man die Bakterien in 3 x D-Medium
(Frazer, Jerrell 1953) bis zu einem Titer von.4°108/ml
wachsen. Der Titer wird spektrometrisch durch Extinktions-
messung bei 550 nm bestimmt. Die Eichkurve fir diese Be-~
stimmung ist in Abb. 25 dargestellt. 80 ml der Zellsuspen-
“sion werden 15 min bei 5000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wird abdekantiert und das Sediment mit 1,4 ml
Sucrose (1,5 M) resuspendiert. Dann werden nacheinander
0,68 ml BSA (30 %), 0,08 ml Lysozym (2 mg geldst in 41 ml
0,25 M Tris-Puffer), 0,16 ml ADTA und 10 ml PA-Medium
zugegeben. Nach 15 min Inkubation wird die Reaktion durch
Zugabe von 0,8 ml MgSO, (10 %) beendet. Die Sphéroplasten-
suspension wurde meist kurz vor der Infektion mit @X-DNS
hergestellt. Der Arbeitsgang wurde dazu gebteilt. Die Bak-
terien wurden nach der Zentrifugation in Sucrose unter
Zugabe von BSA resuspendiert und im Kihlschrank bis zur
Weiterverarbeitung aufbewahrt.

Die nur wenig Zeit in Anspruch nehmende'Lysozymbehandlung
erfolgte dann kurz vor der Infektion. Jedoch ist auch die
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fertige Spharoplastensuspension mehrere Tage im Kiihlschrank
haltbar (Kirzinger 1967). Mit der Dauer der Lagerung re-
generieren sie allerdings ihre Zellwand, wodurch sich die
Zahl der infizierbaren Zellen verringert (mikroskopischer
Befund).

Bei den meist verwendeten geringen DNS-Konzentrationen
sind aber auch nach mehreren Tagen noch ausreichend Sphiro-
plasten in der Suspension vorhanden.
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Tabelle 1:

Parameter der Inaktivierungskurven fiir verschiedene Wellenlidngen des
auffallenden Lichts.

Wellenlénge Quantenenergie Do Extrapolations- Inaktivierungsquerschnitt
1) [eV] [erg/cmz] zahl m Tcmg/erg]xw4 [cmz/Photon]x1O16
584 21,2 162,17 + 6,5 1,00 + 0,04 61,7 + 2,5 2100 + 85
1110 1,2 232+ 15 1,40 + 0,09 43,1 + 2,8 774 + 51
1216 10,2 473 + M 1,80 ¢+ 0,20 21,1 + 1,8 344  + 29
1630 7,6 2183  + 234 0,98 + 0,07 4,58 + 0,49 55,6 + 6,0
2537 4,9 9230 4+ 670 0,97 + 0,06 1,08 + 0,07 8,5 + 0,6




Abb. 1: Schematische Darstellung des Vakuum-UV-
Monochromators.



bnirinsspair

Lichquele

K7

ven/ Rerlexionsgiter

l
'
I

1
|

alcm




Abb., 2: Gitteroberfliche und Glanzwinkel.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Gitterhalterung.
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Abb. 4: Der Eintrittsspalt.
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Abb. 5: Der Austrittsspalt.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Lichtgquelle.
(Unoplasmatron)



- Jglewnsaouay)

-

AN

Was

funiyag B3

yoys/

185SeM 53
buissay Y
fuissay 3

\M\m\s&&

AN




Abb. 7: Strom-Spannungs-Kennlinien des Unoplasmatrons.
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Abb. 8: Wasserstoffspektrum im Bereich des Vakuum-~UV.
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Abb. 9: Heliumspektrum im Bereich des extremen
Vakuum-UV.
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Abb. 10: Abhingigkeit der Intensitit der Spektrallinien
bei 1630 { <H2) und bei 1216 R (H-—La) vom Gas-
druck Py, in der Lampe.
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Abb. 11: Intensitdtssteigerung der L,-Linie von Wasser-
stoff durch Helium-Beimischung.
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Abb. 12: Abhdngigkeit der Intensitidt der Spektrallinien

bei 1630 R (H2> von Hé—Partialdruck einer He-
HZ-—M'ischung°
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Abbs 13: Wirksamkeit des differentielleh Pumpens.
Abhiingigkeit des Drucks Ppg hinter dem Ein-
trittsspalt des Monochromators und des Drucks
Pas hinter dem Austrittsspalt vom Druck Py,
in der Lampe.
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Abb. 14: Bestrahlungskammer (K.O. Hermann 1966).
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Abb. 15: Aufbau der Photozelle und Anordnung des
Fluoreszenzschirms.
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Abb. 16: Aufbau der Photozelle am Eingang der Bestrah-
lungskammer.
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Abb. 17: Ausschnitt aus der DNS-Struktur.
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Abb. 18: Abhéngigkeit der Zahl der produzierten @X-Phagen
von der Konzentration der infektidsen DNS.




< UnleluazUgy-SNQ AB/3Y

0l oAl L0

L

-

]
o
OO
—

~— |W/usbeyd-Xd

S
- o
L ——
—

}
[ Ve
Az




Abb. 19a u. b: Uberlebenskurve von infektidser @X-DNS vor
und nach Abzug des nicht inaktivierbaren
Anteils bei Bestrahlung mit Photonen der
Quantenenergie 11,2 eV (A = 1110 R).
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Abb. 20a u. b: Uberlebenskurve von infektisser @X-DNS vor
und nach Abzug des nicht inaktivierbaren
Anteils bei Bestrahlung mit Photonen der
Quantenenergie 21,2 eV (A = 584 &),
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Abb. 21:

Inaktivierung von infektidser @X-DNS mit Licht
verschiedener Wellenlinge.
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Abb. 22: Uberlebenskurve von infektidser @X-DNS durch
Licht der Quantenenergie 4,9 eV (A = 2537 R).
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Abb. 23: Abhangigkeit des Inaktivierungsquerschnitts
von der Quantenenergie des eingestrahiten Lichts.
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Abb. 24: Photozelle mit Katode aus Kalbsthymus~DNS.
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Abb. 25: Inaktivierungsquerschnitt und Elektronen-
emission in Abh&ngigkeit von der Quanten-
energie des eingestrahlten Lichts.
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Abb. 26: Zusammerhang von Extinktion bei 550 nm und der
Konzentration der Bakterien in einer Fliissig-
Kultur von E.coli X 12,
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