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Institut fiir Strahlenbiologie, Kernforschungszentrum Karlsruhe

(Z. Naturforschg. 24 b, 722—728 [1969] ; eingegangen am 26. Oktober 1968)

Tnactivation cross sections of infectious PX-174-DNA in the extreme vacuum-ultraviolet were
determined by irradiation of thin layers with monochromatic light down to 584 A by means of a
powerful grating-monochromator, the elements of which are described. Comparison of inactivation
and light-induced electron emission shows that light of quantum energies below 7 eV inactivates by
excitation only, whereas above 10.2 ¢V ionization is the predominant inactivation mechanism. Be-
cause of the satisfactory agreement of the curves for inactivation and electron emission, it is con-
ducted that the remarkable increase of the inactivation cross section in the region of the short
wavelength vacuum-uv is due to increasing ionization probability.

Sieht man von speziellen Fillen ab, so sind An-
regungen und lonisationen Ursache der durch elek-

tromagnetische oder korpuskulare Strahlung hervor- -

gerufenen bleibenden Verdnderungén ‘der bestirahl-
ten Materie. Dabei ist die Wahrscheinlichkeit, dal
die Anregung eines optischen Niveaus eine dauernde
Strukturinderung erzeugt, bei biologisch wichtigen
Molekiilen oft klein. Werden etwa durch Einstrah-
lung von Lichtquanten der Resonanzenergie ange-
regte Zustinde in einem Protein erzeugt, so wird im
Mittel nur jedes hundertste oder tausendste Molekiil
die Anregungsenergie zu einer chemischen Verdnde-
rung verbrauchen!. Dagegen besteht Grund zu der
Annahme, daB bereits eine Ionisation geniigt, um
das Molekiil strukiurell umzuwandeln 2, was bei bio-
logisch akiiven Molekeln meist dem Verlust der Ak-
tivitdt gleichkommt. Wahrend der wahrscheinlichste
Energieverlust von 5-keV-Elektronen pro Wechsel-
wirtkung mit Desoxyribonucleinsdure zu 22 eV be-
stimmt wurde 3, ist der reale Energieaufwand fiir
einen inaktivierenden Molekiilschaden zweifellos ge-
ringer, da bei energicreicher Strahlung kollektive
Anregung der Molekiilelekironen und Mehrfachioni-
sierung nicht auszuschlieBen sind. Wird die Be-
strahlung jedoch mit monoenergetischer Wellen-
strahlung so geringer Quantenenergie ausgefiihrt,
daB diese gerade geniigt, um die lonisierungsarbeit
aufzubringen, so stammen freigesetzte Elektronen
ausschlieBlich von Einzelionisierungen. Deren Fol-
gen konnen wegen ihrer deutlich gréBeren Wir-

1 R.B. SeTLOW, Radiai. Res. 2, 276 [1960].

2 B, C. Porrarp, W. R. GuLp, F. HurcainsoN u. R. B.
SeTLOW, Progr. Biophysics 5, 72 [1955].

3 C.D. JounsonN u. T. B. RYMER, Nature [London] 11, 1045
[1967].

kungswahrscheinlichkeit unabhingig von den Aus-
wirkungen der Anregungen studiert werden.

Die Ionisierungspotentiale der meisten organi-
schen Molekeln liegen im Energiebereich oberhalb
von 7,5 eV%5, was der Quantenenergie des Va-

- kuum-UV-Lichts entspricht. Experimente mit die-
- sem kurzwelligen Licht sind daher dem Verstindnis

der Wirkung ijonisierender Sirahlung besonders
dieniich.

Obwohl schon vor lingerer Zeit auf die Bedeu-
tung solcher Untersuchungen fiir die strahlenbiologi-
sche Forschung hingewiesen wurde®, sind bislang
nur vereinzelt biologische Experimente in diesem
Wellenldngenbereich unternommen worden. Die
Griinde dafiir diirften in versuchstechnischen Schwie-
rigkeiten zu suchen sein. Zum einen mangeli es in
diesem Wellenléngenbereich an intensiven Lichtquel-
len, zum andeven stort die starke Absorption des
Lichts durch prakiisch alle Stoffe. Deshalb konnen
zur Erhdhung der Beleuchtungsstéirke keine optischen
Linsen benuizi werden. Aus dem gleichen Grund
sind Prismen zur Erzeugung monochromatischer
Strahlung unbrauchbar, so daB nur Gittermonochro-
matoren Verwendung finden, die zur Vermeidung
von Absorptionsverlusten durch Gase auflerdem
méglichst gut zu evakuieren sind. Die Strahlenexpo-
sition der Untersuchungsobjekte mul} selbstverstind-
lich ebenfalls im Vakuum stattfinden. Diese Bedin-
gung schrénkt die Auswahl geeigneter biologischer
Objekte erheblich ein. Nur Enzyme, isolierte DNS und

4 B. Breuw, Z. Naturforschg. 21 a, 196 [1966].

5 K. WATANABE, J. chem. Physics 26, 542 [1957].

8 J. Franck u. R. PraTzMmAN, in: Radiation Biology I, 1
(ed. HoLAENDER), S. 191, McGraw-Hill, New York 1954.
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einige Sporen niederer Lebewesen bewahren in salz-
freier Préparation im Vakuum ihre biclogische
Funktionstiichtigkeit.

In der bislang einzigen uns bekannten Unter-
suchung mit streng monochromatischem Licht in die-
sem Bereich an den Enzymen Trypsin und RNase 1> 7
wurden die Inaktivierungs- und Absorptionsquer-
schnitte von 3000 A bis 1100 A Wellenlinge gemes-
sen. Dabei ergab sich am kurzwelligen Ende des Be-
reichs ein fast sprunghafter Anstieg der Inaktivie-
rungs-Wahrschieinlichkeit, der auf beginnende Ioni-
sation zurickgefiihrt wurde:

Die vorliegenden Untersuchungen im Wellenlin-
genbereich von 2537 A bis 584 A hatten zum Ziel,
die biologische Wirkung auch des noch kurzwellige-
ren Vakuum-UV. zu studieren, das energetisch den
Ubergang zur langwelligen Réntgenstrahlung ver-
mittelt und damit den Anschlufl an die sogenannte
ionisierende Strahlung  herstellt. Insbesondere soll-
ten die Experimente Aufschluf} :dariiber geben, in
welchéem Wellenldngengebiet ausschlieBlich Anregun-
gen wirksam sind, von welchen Quantenenérgien an
die beobachteten Wirkungen iiberwiegend auf Ioni-
sationen zurlickzufiihren sind und welcher Energie-
betrag mindestens zur Ionisation von DNS benétigt
wird.

1. Monochromator
Fiir die Untersuchungen wurde ein lichistarker Git-
ter-Monochromator fiir -Vakuum-UV in SEYA-Anord-

nung ® konstruiert, dessen ‘Aufbau in Abb.1 schema-
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Abb. 1. Aufbau des Monochromators, K, = erstér Rezipient,
K, = zweiter Rezipient.
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tisch dargestellt ist.  Ein wesentliches Konstruktions-
merkmal des Gerits ist, dafl der Strahlengang an kei-
ner Stelle durch ein Fenster unterbrochen wird. Erst
durch diese Mafinahme ist es moglich, auch im Bereich
unterhalb von 1100 A zu experimentieren; denn ober-
halb dieser Grenzwellenlinge kann z. B. eine als Licht-
quelle dienende Gasentladung duich ein diinnes LiF-
Fenster vom Monochromator abgetrennt werden, wo-
durch sich die Aufrechterhaltung des: Vakuums. verein-
facht.. Die optischen Spalte sind feststchend und bei
einer SpalthShe von 20 mm in der Breite von 0,02 bis
2,5mm verstellbar. Zur Wellenldngensinderung wird
das Konkavgitter um die zu den Gitterstrichen parallele
Gitterscheiteltangente. gedreht. Die dabei auftretende
Defokussierung am Austrittsspalt 148t sich durch kon-
struktive MaBnahmen so verkleinern, daf} die darauf
beruhende Linienunschirfe die GroBenordnung .der
anderen Abbildungsfebler unterschreitet. In Abhingig-
keit vom Wellenlidngenbereich lassen sich nach der Ab-
bildungstheorie von SEYA & die Apparatekonstanten: zur.
Erzielung optimaler Fokussierung : bei- Gitterdrehung
festlegen. Fiir ein Gitter mit 1 m Kriimmungsradius
und 1200 Gitterstrichen pro mm ergibt sich im Wellen-
lingenbereich von 0 bis 3500 A minimale Defokussie-
rung, wenn Einfalls- und Ausfallsrichtung des’ Strahls
miteinanter. einen Winkel von 69°44” bilden und fer-
ner die Eintrittslinge 821,7 mm und die Austrittslinge
818,4 mm betragen ® 9.

Als Lichtquelle diente eine fensterlos betriebene Gas-
eniladungslampe mit direkt geheizter <Oxidkathode
(Abb. 2), die nach dem Prinzip des Plasmatrons 1% 1t
arbeitet. Durch eine Blende wird die in H, oder He
betrishene - Gleichstromentladung (80V, 15 A)' einge-
schniirt, wodurch sich in der Blendenéfinung ein Plasma
hoher Stromdichte bildet. Das davon ausgehende inten-
sive. Licht beleuchtet durch einen- Kanal von 30 mm

Héﬂﬂﬂ/]rﬂ/ﬂﬂfﬂf

Pyrex

—_—

Abb. 2. Lichtquelle, K = Kathode, B = Molybdén-Blende,
A= Molybdin-Anode.

7 R. SeTrow, G. WATTS u. C. DOUGLAS, in: Proceedings of
the First:Nation. Biophys. Conference, S. 174, Yale Umv
Press, New Haven; Conn. 1959.

8 M. SEva,-Sci. Light [Tokyo] 2, 8 [1952].

9 H. GREINER u. E. Scuireer, Optik 15, 51 [1958]

10 A.ZiEGLER; Z. angew. Physik 10, 185 [1958].
11 B. Breamu. H. SIEGERT, Z. angew. Physik 19, 244 [1964].
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Linge den Eintrittsspalt des Monochromators. Da. die
Lampe nicht verschlossen ist, kann das Gas aus der
Lampe durch den Eintrittsspalt in den Rezipienten des
Monochromators strémen. Die Regelung der Gaszufuhr
erfolgte ‘mit einem Nadelventil: Der Strémungswider-
stand des Kanals vor dem Eintrittsspalt ist so bemes-
sen, daf mit zwei Oldiffusionspumpen (Leybold DPL
250) durch differentielles Pumpen der Druck am Aus-
trittsspalt. unter 1075 Torr bleibt, wenn der Druck in
der Lampe auf 10 Torr H, gesteigert wird. Dazu ist
der Rezipient in drei, durch Blenden als Stromungs-
widerstinde getrennte Behilter unterteilt, die unabhin-
gig voneinander evakuiert werden kénnen. Durch alko-
holgekiihlte baffles an den Diffusionspumpen (—30 °C)
wird eine Olbedampfung des Giiters praktisch verhin-
dert. C

Der Gittertisch hingt an -einer Drehdurchfihrung
und ermdglicht alle zur Justierung des Gitters notwen-
digen Bewegungen. Die hingende Anordnung erleich-
tert die Reinigung-des Gitters ohne Demontage durch
Abspiilen mit Xylol, die von Zeit zu Zeit vorzunehmen
ist, da bereits geringe Verunreinigungen des Gitters die
Reflexionseigenschaften auBerordentlich verschlechtern.
Je nach Wellenldngenbereich wurden zwei verschiedene
Gitter ‘benutzt, die beide einen Kriimmungsradius von
1m und 1200 Furchen pro mm hatten. Das oberhalb
von: 1200 A verwendete Gitter (Bausch & -Lomb
35-52-25-71) besall einen Belag aus Aluminium, der
durch eine diinne MgFy-Bedampfung vor Oxidation ge-
schiitzt war. Bei einem Glanzwinkel von 4°8" wird das
Licht im Bereich um 1000 A Wellenlinge in der 1. Ord-
nung besonders intensiv reflektiert. Das zweite Giiter
(Bausch -& Lomb 35-52-23-70) hatte einen Platinbelag
und einen Glanzwinkel von 2°45’, wodurch der Wellen-
lingenbereich um 650 A in .der 1. Ordnung verstirkt
wird. Die Wellenlingenablesung -erfolgte iiber eine
mit der Gitterdrehachse starr verbundene Projektions-
skala. Die Reproduzierbarkeit der Einstellung entsprach
0,5 A. Das spektrale Aufldsungsvermégen des Mono-
chromators wird durch die Abbildungsfehler des Git-
ters begrenzt. Da alle Spiegelschichten im Bereich des
Vakuum-UV ein geringes Reflexionsvermdgen aufwei-
sen, konnte keine Korrektur der Abbildungsfehler,

etwa durch ein Spiegelsystem, ohne unertrigliche Inten--

sitdtseinbufle vorgenommen werden. Aulerdem wurde
auf die Verwendung gekriimmter Spalte, was zu einer
Verbesserung der Auflésung fiihrt '3, verzichtet. Daher
betrdgt die minimale Halbwertsbreite der Spektral-
linien 1,5 A. Die hier beschriebenen Experimente wur-
den mit einer Spaltbreite von 1,8 mm durchgefiihrt, was
einer Bandbreite von 30 A entspricht. Hinter dem Aus-
trittsspalt filli das divergierende Lichtbiindel in die
Bestrahlungskammer 3, in der sich 19 Proben auf einer
drehbaren Platte befinden, die nacheinander exponiert
werden. Der Abstand der Proben vom Austrittsspalt
betrug 46 cm, so dal} eine homogene Ausleuchtung der

12 K. L. BATH u. B. BReuM, Z. angew. Physik 19, 39 [1964].

18 K. O. HermaNN, Z. Naturforschg. 21 b, 678 [1966].

14 J, A. R. SAMSON, J. opt. Soc. America 54, 6 [1964].

15 K. WaTaNaBe u. E. Y. INN, J. opt. Soc. America 43, 32
[1953].
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Proben gewihrleistet war. Der Intensititsabfall von
der Mitte zum Rand der Probe (¢ 5 mm) betrug weni-
ger als 3 Prozent.

Die Messung der auf die Proben fallenden Strahlung
erfolgte durch einen Natrium-Salicylat-Schirm, dessen
Fluoreszenzlicht mit einem Sekundérelekironen-Verviel-
facher (Valvo 152 AVP) regisiriert wurde. Die Aus-
beute an Fluoreszenzquanten von Na-Salicylat ist im
Bereich von 500 bis 3400 A unabhingig von der Wel-
lenldnge des einfallenden Lichts%15, Der Fluo-
reszenzschirm bestand aus einem messinggefalten Glas-
plittchen (@ 12 mm), auf das feinzerriebenes Salicy-
lat in. Benzin suspendiert aufgespriiht wurde. Der
Schirm bildete gleichzeitig den VakuumverschluB. Die
Kalibrierung der Schirme erfolgte mit einer offenen
Photozelle: mit Nickelkathode. Dazu wurde die Elek-
tronenausbeute von Ni bei 1216 A (H-L,) zugrunde ge-
legt. Nach Reinigung der Metalloberfliche mit Aceton
werden bei 1216 A durch 100 Lichtquanten im Mittel
2,35 Elekironen ausgeldst. 1% 17, Die. Anordnung von
Photozelle und Fluoreszenzschirm ist aus Abb. 3 er-
sichtlich. Die Anodenplaite hat einen Spalt (1 x
10 mm?), durch den das Licht auf die Kathoden K,
und K, féllt. Hinter den Kathoden befindet sich der
Fluoreszenzschirm, der gleichzeitig mit den Kathoden
beleuchtet wird. Wihrend der Bestrahlung fillt ein
Teil des Lichts auf eine zweite Photozelle, deren Strom
mit einem Elektrometerverstirker (EIL 33 B) gemes-
sen wurde und nach Integration ein Maf fiir die auf
die Probe gefaliene Strahlung war.

S
Fuoreszenz- N
sehim ekt
-
zim SEY
NAnde A
Nickel-Katode
Tralitul
E=3 Trovidur
T — HMessing
R Nickel

Abb. 3. Photozelle und Fluoreszenzschirm, K; und X, = Nik-
kel-Kathoden, G = Grundplatte der Photozelle.

16 W. C. WALKER, N. WaINFaN u. G. L. WEISSLER, J. appl.
Physics 26, 1366 [1955].

17 H. E. HINTEREGGER u. K. WATANABE, J. opt. Soc. America
43, 604 [1953].



MONOCHROMATISCHE VAKUUM-UV-STRAHLUNG UND DNS

2. Methodik
2.1 Infektiose DNS

Fiir die Untersuchungen wurde als Objekt isolierte
DNS des Bakteriophagen @X-174 gewihlt und deren
Infektiositat als Testfunktion gewertet. Diese ringfor-
mige Einzelstrang-DNS mit dem Mol.-Gew. 1,7-10%18
148t sich mit groBem Wirkungsgrad unversehrt aus dem
Virus isolieren !®. Dabei bewahrt sie ihre Infektions-
fahigkeit gegeniiber E. coli-Bakterien, wenn durch Be-
handlung der Bakterienwand mit Lysozym das Eindrin-
gen der DNS in die Wirtszelle ermoglicht wird 2°. Die
DNS-Isolierung wurde durch Schiitteln einer gereinig-
ten Suspénsion von PX-Phagen in gesdtiigter Borat-
pufferlésung mit Phenol vorgenommen 2!, Nach Extrak-
tion des in der Losung verbliebenen Phenols durch
Ather wurde 24h gegen NCE-Puffer bei 4 °C dialy-
siert.

2.2 Probenbereitung

Von der Ausgangslésung der DNS in NCE-Puffer
wurde eine 1 : 500 Verdiinnung in doppelt-quarz-dest.
Wasser (pH 7,0 mit Ammoniak eingestellt) herge-
stellt. Aus der Verdiinnung wurden je 0,01 ml auf
Glasronden (Mikroskop-Deckgldschen (d 12mm) auf-
pipettiert und sofort auf CO,-Eis eingefroren. Anschlie-
Bend wurden die:Proben 10h aus dem gefrorenen
Zustand im Vakuum bei 1072 Torr getrocknet. Etwa
50% der gefriergetrockneten @X-DNS war nach erneu-
ter Losung in Tris-Puffer noch biologisch aktiv.

2.3 Bestrahlung und DNS-Nachweis

Fir jeden Bestrahlungsversuch wurden 19 Glasplitt-
chen mit DNS auf dem #uBeren Kreis der drehbaren
Probentrdgerplatte befestigt und nacheinander der
Strahlung ausgesetzt. Jeweils 6 Proben befanden sich
als unbestrahlte Kontrollen an lichigeschiitzter Sielle
in der Bestrahlungskammer. Die bestrahlten Proben
wurden in je 0,5 ml Tris-Puffer (pH 8,1) gebracht.
Nach 10 min war die Ablosung praktisch vollstindig,
jedoch blieben die Glasplittchen wihrend der sich an-
schlieBenden Infektion  der Sphéroplasten in den
Reagenzglisern. Die Herstellung der Sphiroplasten
geschah nach einer Methode von GUTHRIE und SINS-
HEIMER 22 aus Bakterien des Stammes E.coli K 12.
Unter Beliiftung wuchsen die Bakterien in 3XD-Me-
dium bis zu einem Titer von 4-108 pro ml. Je 80 ml
von dieser Zellsuspension wurden bei 5000 Upm zentri-
fugiert, das Sediment in 1,4m! Sucrose (1,5M) re-
suspendiert und nacheinander 0,68 ml Rinderserum-
Albumin (30%), 0,08 ml Lysozym (2 mg/ml in 0,25 M
Tris-Puffer), 0,16 mi ADTA (4%) und 10 ml PA-Me-
dium zugefiigt. Nach 15 min Inkubation bei Zimmer-

18 R, L. SINSHEIMER, J. molecular Biol. 1, 43 [1959].

19 R. L. SINSHEIMER, J. molecular Biol. 1, 37. [1959].

20 G. G. GUTHRIE u. R. L. SINSHEIMER, J. molecular Biol. 2,
297 [1960].
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temperatur beendet die Zugabe von 0,8 ml MgSO,
(10%) die Reaktion 22, Zur Priifung der Infektiositiit
der von den Glaspldtichen abgeltsten DNS wurden je
0,5 ml Sphiroplastensuspension zur DNS-Losung in
Tris-Puffer (pH 8,1) zugefiigt und nach 20 min Inku-
bation bei 35 °C 1 ml PAM-Medium zugegeben. Nach
weiteren 100 min Inkubation bei 35 °C wurde im Ver-
héltnis 1 : 10 mit dest. Wasser verdiinnt, um durch
osmotischen Schock die Lysis der Zellen zu vervollstin-
digen 22. Von der Verdiinnung wurden 0,1 ml zusam-
men mit einigen Tropfen einer Fliissigkultur von E. coli
C/1 auf einem Indikatornihrboden ausgestrichen 2% und
anschlieBend 8 h bei 37 °C bebriitet.

3. Ergebnisse

Die Uberlebensrate von infektioser DNS nimmt
ei Bestrahlung mit Vakuum-UV mit wachsender
Dosis ab und strebt schlieBlich im Bereich hoher Do-
sen einem konstanten Wert zu (Abb. 4). Dieser
nicht inaktivierbare Anteil der DNS betrug bei der
gewdhlten Verdiinnung der Ausgangslésung 1:500
im Mittel 30% und war unterhalb von 1700 A nicht
von der Wellenlidnge des inaktivierenden Lichts, son-
dern nur vom Salzgehalt der Losung abhingig. Die

1
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Abb. 4. Obere Kurve: Inaktivierung von $X-174-DNS durch
584-A-Licht. Untere Kurve: Verlauf der Inaktivierungskurve
nach Abzig des konstanten, nichtinaktivierbaren Anteils (--).

21 J, D. ManDELL u. A. D. HersHEY, Analyt. Biochem. 1, 66
[1960].

22 G, D. GurHrIE u. R. L. SINSHEIMER, Biochim. biophysica
Acta [Amsterdam] 72, 290 [1963].

“ 23 :C, BRESCH, Zbl. Bakteriol. 159, 32 [1952].
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unvermeidbaren Salzspuren lagen in Form weniger
winziger Kristalle vor, die jedoch dick genug waren,
um infolge ‘der duBerst geringen Durchdringungs-
fahigkeit des Vakuum-UV den von ihnen bedeckien
Bruchteil der DNS véllig zu beschatten. Der iber-
wiegende Teil der DNS lag jedoch in einer Schicht
geringer Massenbelegung (ca. 107! g/cm?) vor,
deren Dicke klein gegen die Halbwertsdicke fiir
Licht dieser Wellenléinge war. Subtrahiert man nam-
lich den konstanten Anteil, dessen GroBe durch hiu-
fige Messung fiir jede Versuchsreihe statistisch be-
sonders gut gesichert war, von den einzelnen MeB-
punkten, ergeben sich die eigentlichen Inaktivie-
rungskurven mit exponentieller Uberlebensrate

(Abb. 5). Die Dosis wird nicht. in erg/g angegeben,

Wi

Gberiatensrate NNy —

228V

01 i 1 1 H
' 500 000 1500 2000

Byposition frgom2} ——

Abb. 5. Inaktivierung von infektivser @X-174-DNS mit Va-
kuum-UV-Licht verschiedener Wellenldnge.

da das Absorptionsspekirum der DNS und damit
die Quantenausbeute nicht bestimmt wurde. Friihere
Messungen des Absorptionsspekirums von unspezifi-
zierter trockener DNS zwischen 2600 A und 1500 A 24
sind auf unsere Ergebnisse nur begrenzt iibertrag-
bar, widersprechen jedoch nicht unseren SchluBfolge-
rungen. Wie aus der Neigung der Kurven zu entneh-
men ist, fiilhren mit zunehmender Quantenenergie
des Lichts immer kleinere Expositionen zur Zersto-
rung der biologischen Aktivitdt der DNS-Molekeln.
Bemerkenswerterweise zeigen die bei 1100A und
1216 A gemessenen Kurven eine Schulter, wihrend
bei 2537 A und 1630 A wie auch bei 584 A Wellen-
lange  die Inaktivierung nach einer Kinetik erster
Ordnung erfolgt.

K. U. BERGER

Aus dem exponentiellen Teil der Kurven wurden
die Inakiivierungsquerschnitte ermittelt. Abb. 6 zeigt
deutlich die groBere Wirksamkeit des Vakuum-UV
gegeniiber dem langwelligeren UV-Licht. Es war

~——— Welleniinge [A]
2537 1630 1216 1o 584
T [ (LI

=
\
.

————
-

o
=

T

o s 0

£
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T

Taktivierungsquersehmiit [m® fergag* ~———=

. iR
5 T 0
PhotanenenergieTeV] ———>

Abb. 6. Abhingigkeit des Inaktivierungsquerschnitts infek:
tidser ®X-174-DNS von der (T)yﬁuitenenergie des eingestrahl-
1€t LICILS.
naheliegend, als Ursache dafiir Ionisierung anzu-
nehmen. Deshalb wurde neben der Inaktivierung
der PX-DNS die Auslésung von Elektronen aus
DNS durch Licht verschiedener Wellenlinge unter-
sucht. Den: dazu verwendeten experimentellen Auf-
bau zeigt Abb.7. Vom Monochromator kommend
fallt das Licht durch ein Loch in einer geerdeten Alu-

Al
7

&xm

= +
50V J
Abb. 7. Photozelle mit Kathode aus Kalbsthymus-DNS.

2 J, W. Presss u. R. SETLOW, J. chem. Physics 25, 138 [1956].
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miniumscheibe auf ein linsenférmiges Stiick gerei-
nigter, gefriergetrockneter DNS. Da sich fiir diesen
Versuch @X-DNS in ausreichender Menge nicht be-
schaffen lieB, wurde Kalbsthymus-DNS genommen.
Wegen der nicht zu unterschiedlichen Basenzusam-
mensetzung 2% 18 war zu erwarten, daBl sich auch
die Ionisierungs-Wahrscheinlichkeiten nicht unter-
scheiden. Der DNS-Brocken war an einem Kupfer-
draht befestigt, iiber den die Kathodenspannung zu-
gefithrt wurde. Durch den Aufbau dieser Photozelle
war vollig sichergestellt, da} ausschliefllich die DNS-
Schicht beleuchtet wurde. Deren Dicke (1,5 mm)
garantierte die vollstindige Absorption des Lichts in
der Schicht, so dal die von der Anode gesammelten
Elektronen nur aus der DNS entstammen konnten.
Der mit einem Elekirometerverstirker registrierte
Photozellenstrom ist ein direkies Maf} fir die rela-
tive Ionisierungs-Wahrscheinlichkeit der DNS. Die
bei verschiedenen Wellenldngen ermittelten Elek-
tronenausbeuten sind in Abb.8 zusammen- mit den
Resultaten der Inaktivierungsversuche normalisiert
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Abb. 8. Imaktivierungsquerschnitt und Elektronenemission in
Abhingigkeit von der Quantenenergie des eingestrahlten
Lichts.

aufgetragen. Bei Photonenenergien oberhalb von
10,2 eV zeigen beide Kurven den gleichen Verlauf,
wihrend die Elektronenemission im Bereich kleiner

25 J. MarMUR u. P, Dory, J. molecular Biol. 5, 109 [1962].
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Energien viel schneller abnimmt als die Inaktivie-
rungs-Wahrscheinlichkeit. Unterhalb von 7,1 eV war
innerhalb der MeBgenauigkeit (1074 A) keine Elek-

tronenemission mehr feststellbar.

4. Diskussion

Aus der Ahnlichkeit des Kurvenverlaufs fiir In-
aktivierung und Elektronenemission bei kleinen Wel-
lenldngen unterhalb von 1216 A ist zu ersehen, daB
in diesem Bereich ein enger Zusammenhang von
Tonisierung und Inaktivierung besteht. Unterhalb
der Quantenenergie von 7,1 €V ist keine Ionisierung
nachweisbar. Die Wirkung des Lichis beruht also
hier, wie im Bereich des normalen UV, allein auf
Anregungen optischer Niveaus der Molekiile, deren
physiko-chemische Folgereaktionen zum Verlust der
biologischen Funktionstiichtigkeit fithren. Aulerdem
folgt aus der befriedigenden Korrelierbarkeit von
Ionisierung und Inaktivierung, da der Anteil der
auf Anregungen zuriickfithrbaren Veriinderungen
im kurzwelligen Bereich hochstens den gleichen Be-
trag wie im Bereich oberhalb von 1216 A Wellen-
lange erreicht. Die erheblich groflere Effektivitat des
kurzwelligen Vakuum-UV gegeniiber dem langwelli-
gen UV-Lichi, demonstriert durch die augenfillige
VergroBerung der Inaktivierungsquerschnitte mit
abnehmender Wellenlénge, ist also ausschlieflich
auf Ionisierung der DNS-Molekeln zuriickzufiihren,
so daB} die Inaktivierungs-Wahrscheinlichkeit mit der
Quantenenergie des Lichts im gleichen Male zu-
nimmt wie die Ionisierungs-Wahrscheinlichkeit.

In diesem Zusammenhang erhebt sich die Frage,
welche Bedeutung den durch die Ionisierung der
DNS ausgelosten Elektronen bei der Inaktivierung
zugemessen werden mulB. Diese Elekironen kénnten
einerseits Molekeln in der Umgebung des primir
ionisierten Molekiils anregen oder ionisieren, so daB
durch eine Primirionisation mehrere Molekiile in-
aktiviert werden kénnten. Es scheint aber sicher zu
sein, daB die Energie der Photoelektronen selbst im
giinstigsten Fall, wenn die Ionisierung durch die
kurzwelligste Vakuum-UV-Strahlung von 21,2 eV
Quantenenergie erfolgt und zum Grundzustand des
Ions fithrt, zu klein ware, um eine Inaktivierung zu
verursachen. HUTCHINSON 26, der den Verlust der
Fihigkeit von Rinderserum-Albumin priifte, mit
dem spezifischen Antikérper nach Besirahlung mit

26 F. HutcuinsON, Radiat. Res. 1, 43 [1954].
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langsamen Elekironen zu reagieren, fand, daB erst
Elektronen mit einer Energie grofler als 15 eV einen
nicht mehr zu vernachlidssigenden Beitrag zur Inak-
tivierung leisten.

Uberraschend ist das Aufireten einer Schulter bei
den Inaktivierungskurven fiir Bestrahlung mit Licht
von 10,2 und 11,2 eV Quantenenergie, die auf eine
Reaktionskinetik hoherer Ordnung deuten. Dagegen
zeigt die Inaktivierung sowobl bei 7,6 und 4,9 eV
als auch bei 21,2 eV auch bei kleinen Dosen eine ex-
ponentielle Dosisabhingigkeit. Da auch bei y-Be-
strahlung von @X-174-Phagen exponentielle Inakti-
vierungskurven erhalten werden 27, ist dieser Effeki
anscheinend auf das Ubergangsgebiet von Anregun-
gen und Jonisationen als bevorzugte Primarprozesse
der Inaktivierung beschrinkt. Obwohl auch bei UV-
Besirahlung mancher Bakteriophagen Schulterkurven
auftreten 28, die in vielen Fillen als Ausdruck der
Reparatur eines Schadens in der Wirtszelle gedeutet
werden konnen, ist ein derartiger biologischer Effekt
hier unwahrscheinlich, da @X-DNS in Einzelstrang-
form den bekannten Reparaturmechanismen nicht zu-
ginglich ist. Bei der Kldrung der Ursache kénnte
dem Umstand besondere Bedeutung'zukommen, daf
nach Absorption von Quanten mit 21,2eV, dem
doppelten Wert der Quantenenergie von 1216-A-
Licht, keine Schulierkurve resultiert. Welche Folgen

27 G. Hotz u. A. MULLER, Z. Naturforschg. 16 b, 282 [1961].
28 1J, WINkLER, H. E. Jouns u. E. KELLENBERGER, Virology
18, 343 [1962]. .
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die Wechselwirkung des Molekiils mit Lichtquanten
hat, deren Energie die Ionisierungsarbeit in diesem
MaBe wberirifft, kann aus den bisherigen Experi-
menten nicht gefolgert werden. Zum einen konnte
sich eine Zweifachionisation ergeben. Daraus wiirde
folgen, daf zur Inaktivierung des DNS-Molekiils
mindestens zwei lonisierungen notwendig sind, die
bei Bestrahlung mit 1216-A-Licht durch Absorption
von zwei Quanten geschehen. Diese Moglichkeit be-
steht trotz geringer Dosisleistung, die eine gleichzei-
tige Absorption zweier Quanten praktisch aus-
schlieBt. Denn die Ionisation fithrt mit grofer Wahz-
scheinlichkeit zu einer langlebigen Radikalstelle 22,
die erst nach Losen der DNS-Schicht in Wasser wei-
terreagiert. Erst das Vorhandensein von zwei Radi-
kalstellen an einem Molekil wiirde also den inakti-
vierenden- Effekt erzeugen. Andererseits ist auch der
Fall denkbar, dafl auf Grund der sehr hohen Anre-
gung durch ein 21,2-eV-Quant die Inaktivierung auf
einem anderen Reaktionsweg erfolgt, als nach Ab-
sorption eines Quants von 10,2 eV, wobei auch die
Ordnung der Reaktionskinetik unterschiedlich sein
konnte.

Herrn Professor Dr. K. G. ZIMMER danke ich fiir die
Anregung zu dieser Arbeit und fiir seine fordernde An-
teilnahme bei ihrer Durchfithrung, Herrn Dr. G. Hotz
fiir die Uberlassung der Phagen-Suspension.

29 A. MULLER, in: Progress in Biophys. and molecular Biol.
Vol. 17, Pergamon Press, New York 1967, S. 99.




