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Elektromsdmr Paramagnetismus in Bakterlophagen

i §,)vt

Von A(Jl M©ULLER, C "Horz und K. .G ZIMMER

Institut fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe
{Z. Naturforschg. 16 b, 658—662 [1961] ; eingegangen am 25. April 1961)

Purified dry preparations of coliphages T1 and T2 were tested for e.s.r.-absorption in the 3-cm-band.
Unexpected absorption resembling very wide lines (approx. 1000 gauss) was found besides more
usual absorption in viable and nonviable samples. Experimental evidence bearing on the origin of
these lines is given and their meaning discussed tentatively.

Im Laufe von Untersuchungen iiber strahlenindu-
zierte paramagnetische Zentren in lebenden Organis-
men, wie sie zum erstenmal von ZIMMER, EHRENBERG
und Exrenserc ! an Gerstensamen beschrieben wur-
den, traten einige bisher an lebenden Objekten nicht
beobachtete Erscheinungen bei Phagen des Bakte-
rienstammes E. coli B auf. Schon in den friiheren
Untersuchungen zeigten die untersuchten Objekte

* N.Rienr zum 60. Geburtstag in Verbundenheit und im
Gedenken an zwei wechselvolle Jahrzehnte gemeinsamen
Wirkens. K.G.Z.

bereits unbestrahlt eine Absorption von Mikrowellen
im 3-cm-Band. Diese fand sich in einem Bereich der
magnetischen Feldstirke von etwa 100 Gauss Breite,
in dem die Elektronen-Spin-Resonanz(e.s.r.) -Absorp-
tion von freien Radikalen gewdhnlich auftritt. An
getrockneten und unbestrahlten Proben der Phagen-
stimme T1 und T2 fanden wir ebenfalls eine Ab-
sorption dieser Art. Bei der Untersuchung eines gro-

1 K. G. Zimmer, L. Enrexserc u. A, Enrenserc, Strahlenthe-
rapie 103, 3 [1957].
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Beren Feldbereichs stellte sich jedoch heraus, da8
diese relativ schmale Absorption einer sehr breiten
iiberlagert ist 2. Die letatere erstreckt sich iiber min-
destens einige 100 Gauss, in manchen Fillen sogar
von 0 bis etwa 4000 Gauss und ist meist schon von
endlicher Grofe auflerhalb eines magnetischen Fel-
des. Uber dhnliche Erscheinungen wurde bisher nur
im Zusammenhang mit Untersuchungen der e.s.r.-
Absorption einiger Nucleinsduren und Nucleopro-
teide berichtet 3.

Material und Methoden

Zur Phagenherstellung wurde als Ausgangsmaterial
modifiziertes synthetisches M-9 Medium nach Weidel
verwendet. Dieses enthielt pro [ 7,5 g Na,HPO,-2 H,0;
3,03g KH,PO,; 1g NH,Cl; 05g NaCl; 02g
MgS0,+7 Hy0; 4,4 g Glucose; 0,27 mg FeCl;- 6 H,0.
Nach dem Ansetzen mit dest. Wasser in 20-I-Flaschen
gaben wir E. coli B zu und inkubierten bei 37 °C, bis
eine Konzentration von 5 - 108 Bakterien/ml erreicht war.
Die Kultur befand sich dann noch in der exponentiellen
Wachstumsphase und wurde im allgemeinen mit einem
Phagen pro Bakterium infiziert und wahrend weiterer
18 Stdn. bei 37 °C gehalten 4. Die Titration der plaque-
bildenden Aktivitdt erfolgte nach frither beschriebenen
Methoden 3, Das Lysat mit einem durchschnittlichen
Titer von 3-10' Phagen/ml bei T2 und 2-10!° Phagen/
ml bei T1 versetzten wir mit Chloroform. Nach Abkiih-
lung auf 4 °C fillten und reinigten wir T2 nach der
Methode von Herriorr und Barrow ¢ mit HCI bei pu 4
(Konzentration durch Zentrifugieren 45 min bei 12 500
U/min), T1 Lysate wurden mit (NH,),SO, bis zur Sit-
tigung versetzt. Nach 4 Tagen bei 4 °C waren die Pha-
gen prazipitiert. Nach abwechselnder niedertouriger
(5000 U/min) Reinigung und hochtouriger (2 Stdn.
bei 15 000 U/min) Konzentration wurde die Phagen-
suspension in gleicher Weise wie bei T2 behandelt. Alle
Priparate wurden auflerdem mit RNase und DNase
versetzt, restliches Coliprotein mit Antiserum ausgefallt
und schlieBlich drei Tage gegen doppelt dest. Wasser
dialysiert.

Nach der Reinigung wurden die Priparate im Aceton-
Kohlensiure-Kiltebad schnell eingefroren und anschlie-
fend im Vakuum gefriergetrocknet. Die dann in Form
eines weiflen Pulvers vorliegenden Phagen wurden mit
einer Schiitt-Dichte von etwa 0,5 gfcm? in die zur e.s.r.-
Spektrometrie verwendeten Quarzrohrchen von ca.

2 A.Mirer, G.Horz u. K. G.Zmumer, Biochem. Biophys.
Res. Comm. 4, 214 [1961].

? L. A. BrumenrELD, Biofizika (Moskva) 4, 515 [1959].

4 Die Phagenstimme (Wildtyp) und je einen Stamm E. coli
B erhielten wir freundlicherweise von den Herren Prof.
C.Brescn, Kéln (T1) und Prof. W. WeipeL, Tiibingen
(T2).

5 G. Horz u. A. MtLLER, Z. Naturforschg. 15 b, 540 [1960].

6 R.M. Herrtorr u. J.L.Bariow, J. gen. Physiol. 36, 17
[1952].

3,5mm Innendurchmesser gefiillt. Teilweise wurden
diese Rohrchen unter Vakuum abgeschmolzen oder bei
der Messung unter Vorschaltung einer mit fliissigem
Stickstoff gefiillten Kiihlfalle an eine Hochvakuum-
pumpe angeschlossen. Fiir einen Teil der Versuche pre8-
ten wir Tabletten von 3,5 mm Durchmesser und bis zu
10 mm Linge mit einer Dichte von 1,2 g/fcm® durch An-
wendung von etwa 1000 kg/cm?. Die Tabletten lieferten
die gleichen Ergebnisse wie das Pulver, lieBen sich
jedoch leichter handhaben.

Aufler an ganzen Phagen fiihrten wir auch Versuche
an deren Komponenten durch. Dazu wurde aus T2-
Phagen durch osmotischen Schock und anschlieBende
Deproteinisierung 7 reine Nucleinsiure und nach Her-
riorT und BarLow® reines Protein (ghosts) gewonnen
und in lyophilisierter Form untersucht.

Fiir die Messungen verwendeten wir ein e.s.r.-Spek-
trometer der Fa. Varian, das bei einer Frequenz von
9500 MHz arbeitete, und fiir die Versuche bei verschie-
denen Temperaturen eine kiufliche Zusatzapparatur,
die Untersuchungen bei Temperaturen der Probe zwi-
schen —196 °C und +300 °C erméglicht. Auch bei
diesen Versuchen arbeiteten wir teils mit offenen, teils
mit widhrend der Messung evakuierten, teils mit ab-
geschmolzenen Réhrchen. Mit einer selbstgebauten
Zusatzeinrichtung konnten wir bei allen Temperaturen
die Proben wihrend der Messung mit UV bestrahlen.
Messungen der Konzentration der Elektronen wurden
mit einem Doppelhohlraum ? durchgefiihrt, der mit einer
Modulationsfrequenz von 100 kHz betrieben wurde. Die
Modulationsspulen dieses Doppelhohlraums bestehen
nur aus je einer Windung im Inneren des Hohlraums,
in einer Anordnung wie sie von Incram® angegeben
wurde. Um die bei unseren Versuchen erwiinschte grole
Modulationsamplitude zu erreichen, wurden die aus
einer Windung bestehenden Spulen durch eine Leitung
mit moglichst kleiner Induktivitit gespeist. Diese stell-
ten wir durch Aufeinanderkleben von 10 mm breiten
Kupferfolien mit dazwischenliegender Kunststoffolie
zur Isolierung her. Diese Leitung wurde durch einen
vom Réhrengenerator gespeisten Ferritkerntransforma-
tor mit nur einer Sekundirwindung mit Energie ver-
sorgt. Mit dieser Anordnung ergab sich eine maximale
Modulationsamplitude von 25 Gauss.

Ergebnisse

Hochgereinigte und getrocknete Proben von T1
und T2 zeigten regelmifig breite Absorptionsspek-
tren, die jedoch unabhingig vom Stamm qualitative

7 M. G. Sevag, D.B. Lacamanx u. J. Smoress, J. biol. Che-
mistry 124, 425 [1938].
8 R. M. Herriorr u. J. L. Barwow, J. gen. Physiol. 40, 809
[1957].
? W.KénnLery u. A. Morier, Z. Naturforschg. 15b, 138
[1960].
10 D, J. E. Incran, Free Radicals as Studied by Electron Spin
Resonance, Butterworth, London 1958, p. 82.
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vorkommenden Spektren konnen im wesentlichen als
Kombinationen dieser vier Linien aufgefaBt werden.
Die Spektren hielten sich bei Aufbewahrung der
Proben im evakuierten Exsikkator bei Raumtempera-
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Abb. 1. Typische Beispiele der e.s.r.-Absorption (erste Ab-
leitung) von hochgereinigten Priparaten der Phagen T1 und
T2. Die Messungen erfolgten bei 9,5 kMc. Zum Vergleich ist
schematisch die Absorption eines freien Radikals (Diphenyl-
picrylhydrazyl) eingezeichnet.

Unterschiede aufwiesen, gelegentlich sogar bei ver-
schiedenen Proben aus dem gleichen Préparat. Zwei
charakteristische Spektren, bei denen die erste Ab-
leitung der Absorption gegen die magnetische Feld-
stiirke aufgetragen ist, sind in Abb. 1 wiedergegeben.
Nach einer meist starken Abnahme von der Feld-
stirke Null ab, zeigte sich das erste Maximum bei
etwa 1100 Gauss Feldstairke, Dieses Maximum
scheint zu einer Linie zu gehéren, deren Mitte im
Bereich kleiner Feldstirken liegt. Dieser ersten Linie
ist manchmal noch eine schwiichere Linie bei 1600
Gauss iiberlagert, deren Breite schlecht zu bestim-
men ist und zu 100 — 200 Gauss geschétzt wird. Zwei
weitere Extremwerte zeigen sich bei den Feldstirken
2300 und 3400 Gauss. Diese kann man als eine
Linie bei etwa 2800 Gauss mit 1200 Gauss Breite
ansehen. Bei etwa 3400 Gauss ist dann mehr oder
minder groB eine relativ schmale Linie iberlagert,
wie sie von freien Radikalen herrithrt. Bei héheren
Feldstirken zeigt sich kein weiteres Maximum. Alle

T2 12

0 -185°C
A 22°C /'\

A1 | tool t oy

il 2 14 i 1
5000 10000 0 5000 10000
—f gauss —H gauss

Abb. 2. Erste Ableitung der e.s.r.-Absorption eines hochgerei-
nigten Priparats von T2 bei Zimmertemperatur und bei der
Temperatur des fliissigen Stickstoffs.

tur iiber Wochen. Bei Abkiihlung der Proben auf die
Temperatur flissigen Stickstoffs zeigte sich keine
Anderung (Abb. 2). Eine rasche Abnahme der Ab-
sorption verbunden mit tiefbrauner Verfarbung offe-
ner wie auch evakuiert abgeschmolzener Proben,
wurde bei Erhitzung auf iiber 200 °C beobachtet
(Abb. 3). Eine Stde. langes Kochen von T2 vor der
Gefriertrocknung verdnderte das Spektrum nicht
wesentlich. Bestrahlung mit ungefilterter UV-Strah.
lung aus einer Hg-Niederdruckréhre gab ehenfalls
keine Anderung, weder bei Raumtemperatur noch
bei der Temperatur fliissigen Stickstoffs. Untersu-
chungen iiber die Einwirkung von Réntgenstrahlung
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Abb. 3. Erste Ableitung der e.s.r.-Absorption eines hochgerei-
nigten Priparats von T2 vor und nach Hitze-Behandlung.

sind noch im Gange, ihre Ergebnisse werden im
einzelnen an anderer Stelle beschrieben werden. Hier
sei nur vorweggenommen, dal nur die relativ
schmale Linie bei 3400 Gauss verdndert wird. Bei
Evakuierung der unbestrahlten Proben zeigte sich
keine Anderung des Spektrums. Nach dem Einbrin-
gen in eine mit Wasserdampf{ gesattigte Atmosphire
verschwand das Spektrum, trat jedoch nach dem
Trocknen verindert wieder auf. Eine Priifung des
zur DBakterienkultur verwendeten M-9 Mediums
allein zeigte keine Absorption, weder wenn dieses
Medium rein mechanisch aus den trockenen Kompo-
nenten gemischt, noch wenn es aufgelést und ge-
friergetrocknet worden war. Die gereinigten und ge-
trockneten Bakterien E. coli B allein ergaben eine
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fiir die Bakteriophagen charakteristische, doch nicht
sehr starke Absorption. Die integrierte Absorption
der Phagen zeigte betrichtliche Schwankungen. Sie
war bei unkorrigierter Berechnung als paramagneti-
sche Absorption im allgemeinen #quivalent 108 bis
10'® Spins pro Gramm.

Die Priifung auf Plaque-Bildung bei T2 ergab
meist vollkommene Inaktivierung nach der Trock-
nung. Frisch getrocknete, hochgereinigte T1-Phagen
waren ohne Zusatz noch zu etwa 10% aktiv, dagegen
nach Zugabe von Normalbouillon getrocknet noch zu
etwa 80% aktiv. Die angegebenen Bruchteile sind als
untere Grenzen zu betrachten, da sie nach Resuspen-
sion bestimmt wurden, die selbst eine Inaktivierung
unbekannten AusmaBes, besonders bei T2, herbei-
filhren kann. Die verschieden stark inaktivierten
Phagen zeigten keine wesentlichen und reproduzier-
baren Unterschiede. Elektronenoptische Bilder der
getrockneten und resuspendierten T2-Phagen zeig-
ten, daf} die ,,Schwinze“ von den ,,Képfen“ getrennt
waren 11,

Gereinigte Nucleinsdure aus T2 wie auch gereinig-
tes Hiillenprotein (ghosts) zeigten ein den ganzen
Phagen dhnliches Signal. Ob dieses von den rest-
lichen ,,Verunreinigungen® an Phagen oder Protein
bzw. Nucleinsiure herriihrt, konnte noch nicht ent-
schieden werden.

Diskussion

Eine Diskussion der bisher durchgefithrten Ex-
perimente erscheint bereits in einem frithen Stadium
der Untersuchungen gerechtfertigt, da sich zwischen
dem unerwarteten Auftreten starker Mikrowellen-
absorption in hochgereinigten, getrockneten Bakte-
riophagen und den biologischen Funktionen der da-
fiir verantwortlichen Strukturen vielleicht ein Zusam-
menhang zeigen ld6t, der die Moglichkeit der Beob-
achtung solcher Funktionen an einfachen Organis-
men bieten wiirde.

Unsere ersten Bemithungen waren darauf gerich-
tet, denkbare Moglichkeiten fiir die Entstehung der
beobachteten Phinomene auszuschliefen, die nichts
mit den biologischen Eigenschaften der untersuchten
Objekte zu tun haben. Die Moglichkeit einer ,,mecha-
nischen Verunreinigung® durch kleine Metallteile

11 Fiir die Herstelung der Aufnahmen sind wir den Herren
Prof. Dr. W. Scuirer und Bercer, Tiibingen, zu Dank ver-
pflichtet.

12 R. G. Suutman, W.M. Warsy, H.J. Wiriams u. J. P.
Wricnr, Biochem. Biophys. Res. Comm. 5, 52 [1961].

(abgerieben von den bei einem Teil der Versuche
benutzten Metallwerkzeugen!?), sei zunichst betrach-
tet. Abgefeilte sehr feine Spdne dieser Metallteile
ergaben lediglich eine Verstimmung des Proben-
hohlraums des Mikrowellen-Spektrometers durch un-
selektive, jedoch keinerlei selektive Absorption, d. h.
keine Linien. Die in Metallpartikeln vorhandenen
ungepaarten Elektronen konnen also nicht die Ur-
sache der von uns beschriebenen Erscheinungen sein.
Als nichstes kommt eine ,chemische Verunreini-
gung“ durch paramagnetische Ionen in Betracht.
Diese Moglichkeit scheint uns durch die véllig andere
Temperaturabhingigkeit der Spektren solcher Salze
ausgeschlossen, die sich von der an Phagen-gefun-
denen Temperaturabhingigkeit der e.s.r.-Absorption
wesentlich unterscheidet. Die Spektren paramagneti-
scher Ionen werden nicht schon bei 200 °C ver-
dndert und auch nicht durch die Einwirkung von
Wasserdampf. Schlielich bleibt die Maglichkeit, daf§
die beobachtete Absorption durch ein Zusammen-
wirken paramagnetischer Ionen mit dem Phagen-
material zustandekommt 3. Dies wird durch unsere
Versuche nicht ausgeschlossen, wiirde jedoch die
Bedeutung der Befunde nicht per se einschrianken,
weil die Rolle paramagnetischer Ionen in der mole-
kularen Bau- und Wirkungsweise organischer Struk-
turen eher noch unbekannter ist als diese selbst. Aus
dem gleichen Grund macht ein Beitrag des Sauer-
stoffs etwa in Form eines Clathrates '* die Bedeutung
der Spektren nicht ohne weiteres hinféllig. Im Zu-
sammenhang mit dieser Frage sind Versuche folgen-
der Art interessant. Frisch préparierte, gereinigte
Phagensuspensionen wurden teils mit reinem Sauer-
stoff, teils mit reinem Stickstoff gesittigt. Nach der
anschlieBenden Gefriertrocknung hielten wir andere
Gase von den Proben dadurch fern, daB wir alle
Manipulationen in einer mit den betreflenden Gasen
gefiillten gasdichten Glove-box ausfiihrten. Ein mit
T1 erhaltenes Beispiel der Spektren von so unter
definiertem Gasgehalt priparierten Proben ist in
Abb. 4 wiedergegeben. Die Struktur bei geringen
magnetischen Feldstirken, die nach der Behandlung
mit Sauerstoff stark hervortritt, ist in der unter Stick-
stoff prdparierten Probe fast verschwunden. Die
Linien bei hoheren Feldstirken werden durch die
Behandlung nicht beeinflufit. Wir konnten den Effekt

12 1. IsenBErG, Biochem. Biophys. Res. Comm. 5, 139 [1961].
1 Auf diese Moglichkeit wurden wir von Herrn Prof. M.
DEeusricr, Pasadena, hingewiesen.
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Ohne auf genauere theoretische Betrachtungen
eingehen zu wollen, lassen sich nach unserer Mej.
nung die beobachteten Erscheinungen auf einen Flek.
tronenzustand zuriickfiilhren, bei dem durch be.
stimmte riumliche Anordnung von Molekiilgruppen
und deren periodische Wiederholung ein Zustand der
energetisch niedrigste wird, der sich mit einem Try;.
plettzustand vergleichen ldft. Durch die starke Wech-
selwirkung der beiden zu solch einem Zustand ge-
horenden Elektronen wird die Breite des Spektrums
erklirt, wihrend das Auftreten der Linie bei 3400
Gauss auf lokale Storungen dieser Ordnung und
daraus folgende VergroBerung des Abstandes der
ungepaarten Elektronen zuriickgefithrt  werden
kann. Ob der angedeutete Zustand nur mit oder auch
ohne Beteiligung paramagnetischer Ionen oder Mole-
kiile zustande kommen kann, wird durch unsere
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Abb. 4. Abgeleitete der e.s.r.-Absorption bei 9500 MHz in
gereinigten Phagen T1, gesittigt mit Sauerstoff (cben) und
Stickstoff (unten).

nicht beobachten, wenn der Sauerstofl nicht bereits
vor der Gefriertrocknung entfernt wurde. An kom-
merziellen DNS-Priparaten, die auch breite Ab-
sorptionslinien aufweisen? (jedoch nur bei hoheren
Feldstirken), konnte ein derartiger Sauerstoff-Effekt
von uns nicht gefunden werden.

153 M. S. Brois u. J. E. MauixG, Biochem. Biophys. Res. Comm.
4,252 [1961].

16 N, Rient (N. riz’), Migrazija energii — Novyi vid pereda-
tschi energii v mjortvoi i zhivoi materii. Gostechisdat.

Versuche nicht entschieden. Weitere Versuche auch
mit anderen Materialien (Brois und Mavuing 1%) und
mit anderen Methoden, wie sie von Rienr1!® zur
Untersuchung der Leitfdhigkeit von Nucleinsduren
und Proteinen nnternommen wurden, werden zur
Klirung dieser Fragen beitragen.

Wir mochten den Herren Dr. I Isexere und Dr.
R. G. Suurmax fiir die Ubersendung der Manuskripte
ihrer Arbeiten vor der Verbflentlichung danken.

Moskva-Leningrad 1948; Naturwissenschaften 43, 145
[1956]; Ann. Physik 6. Folge 20, 93 [1957]; Kolloid-Z.
151, 66 [1957].




