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Es wird ein Verfahren beschrieben, Spurenelemente in
Nukleinsduren nach Neutronenaktivierung und nasser Ver-
aschung des organischen Materials chemisch aufzutrennen und
quantitativ zu bestimmen. Dabei wurden nach Tragerzusatz die
einzelnen Elemente durch spezifische Komplexbildner bei ver-
schiedenen pH-Werten mit Hilfe von Fliissigextraktionen von-
einander getrennt. Durch Vergleich der erhaltenen Gamma-
spektren mit solchen aus Standards, die unter gleichen Bedingun-
gen aufgenommen wurden, konnten diese Spurenelemente quan-
titativ bestimmt werden. Fiir die Ermittlung des spezifischen
Gehaltes der Nukleinséuren an diesen Metallionen war es be-
sonders vorteilhaft, gleichzeitig im selben Arbeitsgang auch den
aktivierten Phosphor mitzumessen. Der nach dieser Methode
untersuchte Spurenelementgehalt verschiedener Nukleinsduren
wird angegeben.

I. Einleitung

Die Bedeutung der Spurenelemente in biologischem Material und
das Interesse an ihnen stieg in den letzten Jahren stark an. Seit sich
aber das Hauptaugenmerk der Analytiker vom komplexen biologischen
Material (Pflanzenteile, Gewebeschnitte usw.) immer mehr den einzelnen
Zellorganellen und noch feineren Fraktionen zuwandte, wurden die
Spurenelement-Bestimmungen immer schwieriger. Man bendtigte ent-
weder grolle Mengen an Ausgangsmaterial, wobei sich natirlich bei der
Aufarbeitung leicht Verunreinigungen einschleichen kénnen, oder aber
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man multe bei Verwendung geringerer Quantititen nahe an der Nach-
weisbarkeitsgrenze der einzelnen Tonen arbeiten.

In letzter Zeit wurde dem Analytiker mit der ,,Aktivierungsanalyse®
eine Methode in die Hand gegeben, bei der mit Hilfe der entstandenen
radioaktiven Nuklide die einzelnen Elemente noch in sehr kleinen Kon-
zentrationen relativ genau bestimmt werden kdnnen.

Mit Hilfe der Neutronenaktivierung kann nun die Erfalbarkeit der
meisten Klemente gegeniiber den bis jetzt empfindlichsten Methoden
mindestens um den Faktor 10 unterboten werden. Neben der hohen
Genauigkeit dieser Methode besteht aber, wie erwihnt, ihr grofiter Vor-
teil darin, daf alle Elemente, die uns interessieren — es sind dies Kupfer,
Zink, Mangan, Nickel, Cadmium, Kobalt, Molybdédn, Silber, Natrium,
Kalium, Chrom und Eisen —, in einem Arbeitsgang bestimmt werden
konnen. Das ist von wesentlicher Bedeutung, da uns meistens nur ge-
ringe Mengen Untersuchungsmaterial zur Verfiigung stehen.

Tir die Ermittlung des spezifischen Spurenelementgehaltes der
Nukleinséuren erwies es sich als besonders giinstig, nach Abtrennung
der Metallionen im gleichen Arbeitsgang auch noch den Phosphor zu
bestimmen. Es ist dies ohne groflere Schwierigkeit moglich. Durch
diese zusétzliche BestimmungsgroBe hat man neben der sonst iiblichen
UV.-Extinktionsmessung bei 260 bzw. 290 mu eine gute Kontrolle fiir
etwaige Verluste wihrend der Aufarbeitung in der Hand.

Von den zahlreichen isolierten und unfersuchten Fraktionen einer
Zelle zihlen die Nukleinsduren zu den wichtigsten und interessantesten.

Bei vielen Enzymen wurde die Rolle der Metalle, die diese auf Struk-
tur und Funktion ausiiben, bereits genauestens untersucht. In den
Nukleinsduren wurden zwar bereits von mehreren Autoren—? Spuren-
elemente nachgewiesen, doch besteht iiber ihre biologische Bedeutung
noch Unklarheit.

Untersuchungen von Loring und Waritz' am Tabakmosaikvirus (TM V)
zeigten, daB die in der Viruspartikel enthaltenen Spurenelemente zum
groBten Teil an dessen RNS gebunden sind. Nach Entfernung von
Metallionen wurde die Infektiositit des kompletten TM V und der dar-
aus isolerten Nukleinsiure erheblich vermindert.

Auch in-vitro-Versuche bewiesen verschiedene Einfliisse von Spuren-
elementen auf Nukleinsiureeigenschaften.

Dove und Davidson* fanden eine Stabilisierung der DN gegen Hitze-
denaturierung durch Kobalt, Magnesium und vor allem durch Silber.

1 H. 8. Loring und R. S. Waritz, Science [New York] 125, 646 (1957).

: K. Puwa, W. E. C. Wacker, R. Druyan, A. F. Bartholomay und B. L.
Vallee, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 46, 1298 (1960).

3 W. . C. Wacker und B. L. Vallee, J. Biol. Chem. 234, 2357 (1959).

¢ W. F. Dove und N. Davidson, J. Mol. Biol. 5, 467 (1962).
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Yamane und Davidson?: ¢ bemerkten eine starks Abnahme der .,in-
trinsic viscosity’ und eine Anderung der UV-Absorption von DNS nach
Zugabe von verschiedenen Schwermetallionen. Inwieweit die hier in
vitro gefundenen Ergebnisse, daB Spurenelemente Wasserstoffbriicken
ersetzen, allgemein anwendbar sind, bedarf noch genauerer Klirung.

Schwermetallionen konnen viele Enzymreaktionen stimulieren bzw.
hemmen? 8  Auch in Zusammenhang mit der Strahlenresistenz dirfte
den Spurenelementen in den Nukleinsduren eine wichtige Rolle zu-
kommen? *°. In den Nukleinsiduren sind die stark negativ geladenen
Phosphatgruppen gute Bindungsstellen fir Kationen, doch dirften ver-
schiedene Metallionen, besonders der Ubergangsmetalle, teilweise chelat-
artig an die Basen der Nukleinsiuren gebunden sein. Die genannten
Ubergangselemente kénnen auf Grund ihrer Elektronenkonfiguration in die
3d-Schale Elektronen aufnehmen, sie konnen kovalente Bindungen ein-
gehen und somit Molekiilkomplexe bilden. Die meisten von ihnen sind
leicht zum Valenzwechsel befdhigt. Auf Grund dieser Figenschaften
konnen diese Elemente auch bevorzugt jene katalytischen Funktionen
ausiiben, die sie als Co-Fermente und mdéglicherweise auch als Stoff-
wechselregulatoren in Organismen zu erfiillen haben.

Nachfolgend sind die Methode und die Ergebnisse der Spurenelement.-
analysen in Nukleinsiuren angegeben. Durch Untersuchung derselben
Nukleinsgure nach versehiedenen Vorbehandlungen sollte geprift werden,
inwiewelt es bei verschiedenen Nukleinséurepradparationen bzw. -reini-
gungen zu Abspaltungen von Spurenelementen kommen kann. Hs sollte
ein. Weg gefunden werden, bei dem einerseits die untersuchten Schwer-
metallionen noch nicht herausgespalten, andererseits aber auch nicht
wihrend des Aufarbeitungsganges aus dem ,,pool” freier Tonen der Zelle
angelagert werden. Gleichzeitig sollte aus der Menge der nach verschie-
denen Behandlungen abgespaltenen Metallionen dariiber n#here Aus-
kunft erhalten werden, wie fest an die Nukleinsdure gebunden die ein-
zelnen Elemente vorliegen. Aus dieser Bindungsstirke konnte man
némlich ersehen, ob das betreffende Metallion nur elektrostatisch an der
Phosphatgruppe oder chelatartig gebunden an den Purinbasen sitzt
oder aber eine Chelatbindung eingegangen ist, an der Base und Phosphat-
gruppe beteiligt sind.

 T'.Yamane und N. Dawvidson, Biochim. Biophys. acta [Amsterdam]
55, 609 (1962).

8 T Yamane und N. Davidson, J. Amer. chem. Soc. 83, 2599 (1961).

7 G. Pfleiderer und H. M. Rauen, ,,Biochemisches Taschenbuch** Springer-
Verlag, 1956, 973.

8 H. Altmann, G. Stehlik und K. Kaindl, Nature [London] 199, 823
(1963).

® G. Stehlik, H. Altmann und K. Kaindl, Nature [London], in Druck.

W H. Altmonn, G. Stehlik und K. Kaindl, Atompraxis 9, 256 (1963).
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IT. Methodik
a} Prdparation der Nulkleinsiuren

Hefe-Ribonukleinsdure: Fur die Testuntersuchungen wurde in allen
Fiallen RNS pract. aus Hefe der Firma Serva Entwicklungslabor, Heidelberg,
Nr. 34410, verwendet.

RNS umgefdllt: Hefe-RNS wurde in 0,1 mol Trispuffer [Tris-(hydroxy-
methyl)-aminomethan] von pH 7.0 gelost, mit dem doppelten Volumen
Athanol in der Kilte gefdllt und abzentrifugiert.

RNS, 3fach wmgefdllt: Wie oben beschrieben, nur dreimal wiederholt.

RNS - EDTA: Hefe-RNS umgetallt aus 0,1 mol Trispuffer von pH 7,0,
dem 1% EDTA (Athylendiaminotetraessigsdure) bzw. beim 2. Umfillen
0,19, EDTA zugesetzt waren. Das dritte Umféllen wurde in reinem 0,1 Mol
Trispuffer vorgenommen.

RNS + DTPA: Dem Trigpuffer waren 0,1 bzw. 0,019, bzw. kein DTPA
{Diathylentriaminopentaessigsaure) * zugesetzt.

RNS nach Awmmonformiat: Hefe-RNS wurde in 1,0 mol Ammonformiat
geldst, 3 Min. bei 100°C belassen, nach raschem Abkiihlen mit dem doppelten
Volumen Athanol gefdllt und abzentrifugiert.

RNS nach y-Bestrahlung: Eine 0,02proz. Losung der Hefe-BEN.S in 0,1 mol
Trispuffer von pH 7,0 wurde 20000 rad ausgesetzt. Die Bestrahlung selbst
erfolgte bei 23°C mit Hilfe einer 600 Curie 60Co-Quelle. Die ENS wurde
anschlieBend sofort mit dem doppelten Volumen Athanol in der Kilte aus-
gefdllt und abzentrifugiert.

RNS acetyliert: Es wurde acetylierte Hefe-RNS der Firma Serva Ent-
wicklungslabor, Heidelberg, verwendet (Nr. 34420).

DNS aus Heringsperma: Untersucht wurde ein Priparat DNS pract.
aus Heringsperma der Firma Serva Entwicklungslabor, Heidelberg (Nr, 18 580).

DNS aus Lachssperma: FPraparat DNS reinst, hochpolymer, aus Lachs-
sperma, ebenfalls der Firma Serva Entwicklungslabor, Heidelberg (Nr. 18 570).

TMV-RNS: Tabakmosaikvirus wurde aus Nicotiana tabacum-Pflanzen
durch Extraktion mit 0,1 mol Phosphatpuffer von pH 7,0 gewonnen. Nach
Fillung und Zentrifugation der cytoplasmatischen Nukleoproteide bei pH 4,7
in der Kilte wurde das TMV bei pH 3,4 ebenfalls in der Kalte gefallt und
abzentrifugiert. Zur Reinigung wurde mehrmals aus 0,1 mol Phosphatpuffer
und zuletzt aus 0,1 mol Trispuffer umgeféllt. Aus dem so gereinigten 7'MV
wurde die Nukleinssiure durch dreimaliges kurzzeitiges Kochen mit 1,0 mol
Ammonformiat!! herausgespalten und in der Kilte mit dem doppelten
Volumen Athanol gefillt.

NS aus Tabakpflanzen: Tabakpflanzen der Species:

Nicotiana glauca

Nicotiana semperante
Nicotiana debneyi
Nicotiana bigelovii
Nicotiana bigelovii X glauca

* DTPA wurde uns von der Firma Ciba fiir die Versuche zur Verfiigung
gestellt.

11 H, Alimann und G. Stehlik, Atompraxis 8, 471 (1962).
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wurden in einem Mixer mit 60proz. Athanol homogenisiert und dadurch die
freien Nukleotide herausgelost. Nach Zentrifugation wurden die Zellriick-
stande zur Entfernung der Farbstoffe und Lipoide mit Alkohol, Alkohol—
Ather (3:1) und zuletzt mit reinem Ather erschopfend extrahiert!. Das
Herausspalten der Nukleinsiiuren erfolgte wieder durch kurzzeitiges Er-
hitzen mit 1,0 mol Ammonformiat und anschlieflende Fallung mit Athanol.
Zur Priifung der Reinheit wurde von aliquoten Teilen mit Hilfe eines Zeiss-
Spektralphotometers PMQ IT in Quarzkiivetten das Spektrum im UV-
Bereich aufgenommen.

b) Proben- und Standardbereitung fiir die Bestrahlung

Die Quarzgutréhrchen (Lénge 65 mm, Durchmesser 8 mm) wurden vor
Verwendung mit rauch. HNOz und mehrmals mit dreifach destill. H,0
gewaschen. Die Proben lie man in diesen Rohrchen zur Trockene dampfen
und verschlof sie mit einem Teflonstopfen. Nach sorgfaltiger Reinigung
ihrer AuBenseite wurden die Réhrchen unter vermindertem Druck in spuren-
elementfreiem Plastik (Wye Plastics, Ltd. 5774/57) eingeschmolzen. Als
Dosimeter fir eine Neutronenflu-Korrektur wurde jeder Probe ein in Plastik
eingeschmolzener 50,0 mm langer Molybdandraht (Gewicht ca. 0,98 mg) bei-
gefiigt. Da die Versuchsbedingungen bei der Bestrahlung jeweils etwas
differieren, wurden in jeder Bestrahlungsposition Standards mit bekanntem
Spurenelementgehalt gleichzeitig mitaktiviert. Obwohl sich theoretisch aus
einer vorhandenen Aktivitét die Gesamtmenge des jeweiligen Elements
nach Formel I berechnen 1aBt, kommt man mit Vergleichsstandards zu ge-
naueren Resultaten, da sowohl die Ungenauigkeiten der Werte fiir Neutronen-
fluB und Einfangsquerschnitt als auch die methodischen Fehlerquellen im
Aufarbeitungsgang eliminiert werden kénnen.

w
A, = 610238760 M(1_6~0,693t/T) < 50,698 ¢/ (T)

wobei: [ = Neutronenflu {in Neutronen pro cm? und sec)
o = Einfangquerschnitt (in barn)
® = Haufigkeit des Isotops (in %)
W = Probengewicht (in g)
A, = Aktivitdt zur Zeit ¢ (in Zerfillen pro sec)
M = Atomgewicht
T = Halbwertszeit
d = Abklingzeit

Die Eichlésungen wurden jeweils in den Quarzgutréhrchen auf einem
Filterstreifen eingedampft und wie Analysenproben weiterbehandelt. Die
Zusammensetzung der Elemente in den Eichlésungen siehe Tab. 3.

Diese Proben wurden in 2 oder 3 Schichten zu je 3 Stiick zussitzlich noch
in einen Plastikschlauch eingeschmolzen, mit einer 6,5 mm starken, leicht
aufrollbaren Aluminiumhiille umgeben und so in Containern direks im Core
des Astra-Reaktors bestrahlt oder zu 3—4 Stiick in vérschraubbaren Poly-
dthylenbehiltern (100 ml Inbalt) mit Hilfe der pneumatischen Rohrpost-
anlage in Core-Nihe gebracht. Die Dauer der Bestrahlung variierte zwischen
1 und 2 Stdn. (integrierter therm. Neutronenflu8 ca. 1. 1016 n/em2) bei der
Bestimmung von Cu, Ni, Zn, Mn, Cd, Na, K und P. Nach Beendigung der
Bestrahlung wurden wiihrend einer Wartezeit von 45 Min. die Radionuklide
mit kurzer Halbwertszeit abklingen gelassen. Bei der Bestimmung von Co,

75%
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Fe, Cr, Mo, Ag und wieder P wurden die Proben in Quarzgutréohrchen, die
mit Schliffstopfen verschlossen werden konnten, zur Trockene gedampft
und in verschweiliten Aluminiumbehéltern im Reaktorcore neutronen-
bestrahlt. Nach einer diskontinuierlichen Bestrahlung wihrend 8—10 Tage
(integrierter therm. NeutronenfluB ca. 5- 1018 nfcr?) lieB man stérende
kiirzerlebige Radionuklide bei einer Wartezeit von einer Woche abklingen.
Fir eine Neutronenflufkorrektur wurden diesen Proben Dosimeter aus einer
Aluminium—Kobalt-Legierung (Bestimmung der therm. Neutronen) bzw. aus
einer Aluminium—Nickel-Legierung (Bestimmung der schnellen Neutronen)
beigegeben.

c) Veraschung

Die vorteilhafte Veraschung der Proben auf trockenem Wege 1aBt sich
hier leider nicht anwenden, da ein Teil der untersuchten chemischen Elemente
selbst bei relativ niederen Temperaturen fliichtig ist. Bei den uns interessie-
renden Elementen entstehen z. B. nach einer 12stdg. Veraschung bei 500° C
folgende Verluste: Eisen ca. 199, Kobalt ca. 259, und beim Silber sogar ca.
339%. Bei der nassen Veraschung mit einem Sauregemisch HIN O3 : TIC104: HaS04
= 3:1:1 treten hingegen keine nennenswerten Verluste auf!2.

Wir verwendeten eine Veraschungssiure der Zusammensetzung HNOs:
:HCI04: HaS804 = 50:5: 1, deren Siedepunkt noch etwas tiefer liegh, und konn-
ten ebenfalls keine Verluste feststellen. Da wir auch besonderen Wert auf die
quantitative Bestimmung des Phosphors legten, untersuchten wir eventuelle
Verluste an Phosphorsdure nach 3-, 6- und 9stdg. Kochen und konnten hier
ebenfalls keine nennenswerten Abnahmen bemerken. Das bestrahlte Proben-
material wurde nach der oben beschriebenen Wartezeit mit einer Trager-
16sung von inaktiven Metallionen (s. Tab. 1) versetzt und anschlieBend mit
10 ml der Veraschungssiure in Kjeldahl-Veraschungskolbchen gespiilt.

Tabelle 1. Zusammensetzung der Tridgerlésung (in Milligramm)

I. Bestimmung bei integriertem 1I., Bestimmung bei integrierfem
NeutronenfluBl von ca. 1. 10 n/cm? NeutronenfluB von ca. 5. 10 n/ecm?
Cua 0,02 Cd 0,02 Ag 0,08 Mo 0,06
Zn 0,06 Na 0,10 Co 0,05 Cr 0,10
Mn 0,02 K 0,10 Fe 0,40 P 0,50

Nioi5 P 0,50

Um das zur Trockene gedampfte Probenmaterial quantitativ aus den Rohr-
chen zu légen, wurden diese nach sorgfiltiger Reinigung ihrer AuBenseite mit
der Offnung nach unten in die Veraschungskolbchen gebracht und mit einem
Glasstab derart aufgespieBt, dafl die Rohrchendffnung iiber der Sdureober-
flache zu liegen kam (s. Abb. 1).

Die jeweils verdampfte Veraschungssdure wurde durch Zugabe von rau-
chender HNQj ersetzt. Nach vollkommener Veraschung der Proben wurde
Wasser zugegeben und nochmals aufgekocht, um nitrose Gase zu entfernen.

2 J. Pijck, J. Gillis und J. Hoste, Internat. J. appl. Rad. Isotopes 10,
149 (1961).



H. 6/1963] Die Anwendung der Neutronenaktivierungsanalyse 1169

d) Chemische Trennung

Bei der chemischen Auftrennung der Elemente wurde eine modifizierte
Methode des Aufarbeitungsganges von Hdofner'® angewendet. Nach dem Er-
kalten wurden die veraschten klaren Ldsungen mit wenig Wasser in 150 ml-
Schiitteltrichter gespiilt und mit 5 Tropfen Kresolrot versetzt. Nach Einstellen
eines pH-Wertes von 8,5 mit NH; konz. (Indikator schligt nach Violett um)
wurden 4 ml einer 40proz. Natriumecitratlésung zugefigt und Cu bzw. Ag
mittels Bleidiathyldithiocarbaminat (DDTC) nach Scharrer und Schaum-
loffell* quantitativ abgetrennt. Gegeniiber der kolorimetrischen Bestimmung
wurde das Cu 2-bis 3mal je 2Min. lang mit 15ml Portionen einer ca.0,02proz.
chloroformischen Pb(DDT'C)y-Lisung geschiittelt und anschlieffend die ver-
einigten Extrakte mit Wasser von pH 8,5 gewaschen. Das Waschwasser ent-

Abb. 1, Herauslosen und Veraschen des Analysenmaterials nach Neutronenaktivierung

hielt Na-, K-und Citrat-ionen. Nach dem Waschen wurde zur vollstdndigen
Phasentrennung 30 Min. gewartet und anschlieBend die das Cu enthaltende
CHCl3-Phase in Aluminiumschélchen (Durchmesser 59 mm, Héhe 7 mm,
Blechdicke 0,4 mm) zur Trockene gedampft. Zur Aufnahme der Gamma-
spektren in einem R.1.D.L. 200 Kanalgerit wurden diese Aluwminiumschilchen
direkt auf einen 3”7 x 3”7 NaJ-(Tl)-Kristall gestellt und bei gleicher Geo-
metrie unter Berlicksichtigung der Totzeit des Spekirometers gleich lang
gemessen.

In der Cu-freien Losung wurde bei unverdndertem pH durch Zugabe
von 1,5 ml einer 2proz. alkohol. Dimethylglyoximlésung das Ni gefillt und
der gebildete Komplex zweimal mit je 15 ml CHCI3 extrahiert. Vor der letzten
Extraktion wurden nochmals 0,56 ml Reagenslosung zugefiigt. Die vereinigten
CHCl3-Extrakte wurden wieder, wie bereits beim Cu beschrieben, mit Wasser
von pH 8,5 gewaschen und nach volliger Phasentrennung in Aluminium-
schilchen gemessen. Wegen der kiirzeren Halbwertszeit wurde das Ni noch
vor dem Cu gewaschen, eingedampft und gemessen.

In der Restlésung wurden ohne Verdnderung des pH-Wertes Co, Zn und
Cd mit einer 0,05proz. Losung von Dithizon in CHCl; 3mal je 5 Min. geschiit-
telt und dadurch als primére Dithizonate extrabiert. Die abgetrennten organi-
schen Phasen wurden wieder, wie schon beim Cu beschrieben, mit Wasser

13 W. Héfner, Landwirtsch. Forsch. 13, 287 (1960).
4 K. Scharrer und H. Schaumliffel, Z. Pflanzenernshr. Diing. Bodenkde.
87, 1 (1959).
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von pH 8,5 gewaschen und nach dem Eindampfen zur Gamma-Messung ge-
bracht.

In der wiBirigen Phase, die nach Abtrennung obiger Elemente verblieb,
konnten Mn und Fe nach Fiallung als Didthyldithiocarbaminate mit CHCl3
extrahiert werden. Um die zeitraubende Oxydation des Mn mittels Luft-
sauerstoff1¥ zu umgehen, wurden die Proben mit 1 ml Bromwasser (ca.
0,2 mol) versetzt, wobei der Indikator in ein intensives Violett umschligt.
Durch Zugabe etwa einer Spatelspitze voll festem Na-DDT'C bilden sich die
innerkomplexen Didthyldithiocarbaminate. Diese wurden mit 2 x 15 ml
CHCl3 je 2 Min. lang extrahiert und die vereinigten CHCl3-Losungen wieder
mit. Wasser von pH 8,56 gewaschen. Da die Dissoziation des citratgebundenen
Fe durch Ansduern auf pH 6,5 (Umschlag des Indikators von Violett nach
Gelb) gesteigert wird, wurde nach Einstellen dieses pH-Wertes noch 2mal mit
CHCl3 extrahiert, wobei erneut Na-DDT(C zugefiigt wurde. Die CHCl3-Lo-
sung wurde mit Wasser von pH 6,5, das keine Citrat-ionen enthielt, gewaschen
und anschliefend nach Vereinigung mit obigen CHCl3-Extrakten eingedampft
und gemessen.

Zur Tsolierung von Mo wurde die nach Abtrennung von Mn und Fe ver-
bliebene wiifirige Restphase nach Schaumlsffel'® mit verd. HaSO04 (1:1) bis
zum Umschlag des Indikators auf Rot gebracht und durch Zugabe von weiteren
0,5 ml dieser Sdure auf einen pH-Wert von ca. 0,5 eingestellt. Nach Mischen
und Abkihlen wurden tropfenweise 2 ml einer 6proz. walrigen Kupferron-
Losung zugesetzt und das ganze mit 10 ml CHCl; 2 Min. lang extrahiert. Nach
weiterer Zugabe von 1 ml Kupferron-Loésung wurde nochmals mit 10 ml CHCls
geschiittelt und die vereinigten organischen Phasen, wieder in Aluminium-
schilchen eingedampft, zur Messung gebracht.

Fir die Bestimmung von Na und K geniigte es, nach Auffillen der ver-
bliebenen Restlosung auf 100 ml eine 10 ml-Portion eingedampft zur Mes-
sung zu bringen. Die restlichen 90 ml dienten der Phosphatbestimmung.

Das Phosphat wurde in der Hitze als MgHPO4 gefallt?s.

Zu diesem Zwecke wurde die saure Restlosung nach Zugabe von 60 mg
KeHPO, als Triager und je 20mg NaCl und KCl als Riickhalttriger mit
einem Uberschuf an Magnesiamixtur versetzt, 10 ml einer gesatt. NH4Cl-
Lasung zugefiigt und bis zum beginnenden Sieden erhitzt. Unter stdndigem
Umrithren wurde 2,5proz. NH4OH zufliefen gelassen. Nach dem Erkalten
wurden noch. 10 m! konz. NH;OH zugesetzt. Wahrend einer Wartezeit von
einer Woche lieB man mitgerissene Spuren an 24Na und 42K abklingen
und bestimmte dann im abgesaugten und gewaschenen Niederschlag die
Beta-Aktivitdt des P mittels eines Endfensterzéhlrohres. Nach Auflosen
des Phosphatniederschlages in verd. HCl kann man die 32P-Aktivitdt auch
mittels eines Flissigkeitszéhlrohres messen.

e) Auswertung der Mefergebnisse

Die vom Gammaspektrometer gemessenen und gespeicherten Impuls-
raten wurden nach automatischer Leerwertsubtraktion mit Hilfe eines
Schnelldruckers auf Papierstreifen registriert. Abb. 2 zeigt an Hand eines
Gamma-Spektrums von 64Cu die Auswertung in quantitat. Hinsicht, Diese

15 B, Schawmliffel, Landwirtsch. Forsch. 13, 278 (1960).
16 B, Schmitz, Z. anal. Chem. 45, 512 (19086).
17 A. H. A. Heyn und H. L. Finston, Analyt. Chem. 32, 328 (1960).
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wurde so gewahlt, dal man, ohne das Spektrum zeichnen zu milssen, nur
durch Ablesen vom Papierstreifen mit einfachen Rechenoperationen zum
Endresultat gelangen konnte. Ausgehend vom jeweiligen Hochstwert wurden
die Impulse einer konstanten Anzahl von Kaniilen addiert. Fiir eine Hinter-
grundkorrektur wurde jenes Produkt abgezogen, das in Abb. 2 als schraf-
fierte Flache zu sehen ist. Man erhélt es durch Multiplikation des Impuls-
ratenmittels der beiden dem ausgewerteten Peak benachbarten Kanile mit
der Anzahl der insgesamt summierten Kanéle.

IMPULSRATE
30000

v0,511 MeV

_.‘_

200001

.

400

T J T

80
KANALZAHL

Abb. 2. Auswertung eines Gammaspekirums

Die auf diese Weise erhaltenen Peakfldchen sind den Aktivitdten der
verschiedenen durch die Neutronenaktivierung erzeugten Radionukliden
direkt proportional. Diese Aktivitéten sind aber wieder ein Maf fir die in
der betreffenden Probe vorhandenen Menge jener Kernarten, die fiir diese
Reaktion in Frage kommen, und somit auch ein MaB fiir die Menge des ge-
suchten Elements selbst, da die Isotopenzusammensetzung der natiirlichen
Elemente praktisch immer konstant ist.

Die Photo-Peakflichen wurden nach Auswertung der den einzelnen
Proben beigegebenen Molybdéndraht-Dosimeter auf gleichen Neutronen-
fluf und durch Berficksichtigung der Halbwertszeiten der wverschiedenen
Nuklide auf identische Mefzeiten korrigiert. Durch Vergleich dieser Flidchen
mit solchen, die aus analog behandelten Standardmischungen (Zusammen-
setzung s. Tab. 3) gewonnen wurden, konnte der Gehalt der angefithrten
Elemente in den Nukleinsduren quantitativ mittels der einfachen Relation

Photopeakfliche der Probe  Gewicht des Elements in der Probe
Photopeakfliche des Standards ~ Gewicht des Elements im Standard

estimmt werden.
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Die Tab. 2 soll eine kurze Ubersicht geben iiber Halbwertszeiten, aus-
gewertete Gamma-Energien, Nachweisbarkeitsgrenze und eventuell auf-
tretende stérende Kernreaktionen jener Elemente, die im Zusammenhang
mit dieser Arbeit von Interesse sind. Allerdings bezieht sich die Nachweis-
grenze auf Istdg. Bestrahlung und wurde fir die langlebigen Isotope wie
Silber, Kobalt usw. bei 8tdgiger, allerdings nur diskontinuierlicher Bestrah-
lung mindestens um den Faktor 10 unterboten. Da sich der max. Neutronen-
fluB im Astra-Reaktor spiter bei voller Leistung mit 5. 1013 njem? - see
ebenfalls betréchtlich iber dem der Tabelle zugrunde liegenden Wert be-
finden wird, kann auch hier die Empfindlichkeit dieser Methode noch wesent-
lich gesteigert werden.

Ergebnisse und Diskussion

Wie aus Tab. 3 ersichtlich ist, besteht eine recht gute Ubereinstim-
mung zwischen berechneten und durch die Neutronenaktivierung ge-
fundenen Standardzusammensetzungen. Die gréfite Abweichung bei
den Kupferbestimmungen liegt unter 89, beim Zink betrigt sie etwa
129, beim Mangan ca. 10%. Um zu priifen, wie weit die in Tab. 2 an-
gegebenen, durch die schnellen Neutronen hervorgerufenen n,p-Reak-
tionen unter den von uns angewandten Versuchsbedingungen stérend
wirken, wurden als Extremfall 3,6 mg Fe(NOjz);: 9 H0 (= 0,5mg
Eisen) aktiviert und das gebildete 56Mn bestimmt (siehe Standard 9 in
Tab. 3). Selbst bei diesen groffen, in unseren Proben niemals auch
nur anndhernd anwesenden Mengen konnten nur 0,052 yg Mangan
gefunden werden. Wenn man bedenkt, daB davon bis zu 0,029 ug
als Verunreinigung im FEisenstandard (Merck-Prdparat pro Analyse)
vorhanden sein konnten, darf man diese Nebenreaktion sicherlich ver-
nachldssigen.

In Tab. 4 und 5 ist der Spurenelementgehalt fiir verschiedene Nu-
kleinsduren angegeben. Auffallend ist der hohe Kupfer- und Mangan-
gehalt der untersuchten Hefe-RNS, der im Vergleich zu den DNS-
Priparaten um den Faktor 10 hoher liegt. Allerdings handelt es sich
dabei um kéuflich erworbene Nukleinséduren. Der Metallionengehalt der
aus TMV isolierten RNS liegt ebenfalls — besonders was die Flemente
Mangan und Zink betrifft — weit unter dem der Hefe-RNS.

Bei der Gamma-Bestrahlung wurden betrichtliche Mengen an Spuren-
elementen aus der Nukleinsdure abgespalten. Ahnliche Resultate er-
hielten wir auch bei Bestrahlungsversuchen an Hefezellen® in vivo. Es
wurde schon verschiedentlich darauf hingewiesen, daf in Makromole-
kiilen Energietransport iiber relativ weite Strecken méglich ist. Unter
diesem Gesichtspunkt kann man verstehen, daB Anrvegungs- bzw. sogar
Energien, die zu Tonisationen fithren kénnen, nicht zu Kettenbrichen
oder Basen- und Zuckerverdnderungen fiihren miissen, sondern dall
Spurenelemente, dhnlich wie in Proteinen die Schwefel-Atome, Elek-
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Tabelle 3. Berechnete und gefundene

Sy ot e, Nogto o om w ow N
1 1.1016 ber. 0,50 3,00 0,50 0 2,0
gef. 0,52 3,09 0,46 0 2,9
2 1.10186 ber. 5,00 15,00 4,00 30,0 10,0
gef. 5,02 15,49 4,26 31,5 9,3

3 1-1016 ber. 1,00 5,00 0,20 0 0
gef. 1,07 5,28 0,22 0 0,5
4 1.1016 ber. 5,00 15,00 4,00 30,0 10,0
gef. 4,88 13,15 3,59 28,3 10,0
5 1.1016 ber. 5,00 20,00 3,00 30,0 5,0
gef. 5,28 22,40 3,28 30,5 4,8
6 1.1016 ber. 3,00 15,00 3,00 30,0 5,0
gef. 2,76 16,06 3,01 29,7 5,2

7 1.101s ber. 2,00 20,00 2,00 — —
gef. 1,98 21,42 1,87 — —

8 1.10186 ber. 2,00 20,00 2,00 4,0 —
gef. 2,01 18,65 2,15 4,1 —

9 1.1018 ber. — — 0 — —
gef. — — 0,052 — —

10 5. 1018 ber. — — — — —
gef. — ~— — — —

11 5.1018 ber. — — — — —
gef. — — — — —

12 5.1018 ber. — — — — —
gef. — — — —_ —

tronen aufnehmen und abgeben koénnen und dadurch als Stabilisierungs-
faktoren ausgleichend wirken. Ein Valenzwechsel bedingt allerdings
auch eine Verschiebung in der rédumlichen Anordnung des Molekiils.
Die dadurch entstehenden schwécheren Bindungskréfte werden auf diese
Weise oft zerstort, so dal es zur Spurenelementabspaltung kommt.

Obwohl in den Nukleinsduren betrdchtliche Mengen an Metallionen
sitzen, sind die noch freien Bindungsstellen aber bei weitem noch nicht
abgesittigh. Wie aus Tab. 5 ersichtlich, kommt auf je 50—100 Nukleo-
tide in der Nukleinsdurekette erst eines dieser Elemente.

An Hand der Hefe-RNS wurden eventuelle Spurenelementabspal-
tungen bei verschiedenen Isolierungs- und Reinigungsschritten unter-
sucht. Es zeigte sich, daf bei einfachem Umfillen der Nukleinsiure in
Puffer bei pH 7,0 praktisch noch nichts abgespalten wird. Das TMV
muBte von uns zur Reinigung zwar mehrmals umgeféllt werden, doch
ist in diesem Falle die RNS von einem Proteinmantel umgeben und
dadurch weitgehend geschiitzt.

Beim Vergleich der Metallionenabspaltung durch die verschiedenen
Reinigungsschritte kann man die relativ feste Bindung des Kupfers
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Standardzusammensetzung (in ug)

K Cd P Co Ag Fe Mo Cr

50,0 10,0 200,0 — _ - — ,_
54,7 9,7 202,1 — — — — —
80,0 — 200,0 — — — - _
76,3 — 199,1 — — . _ .

— — — — — 500 — —

— — 200,0 10,0 — 100,0 20,0 25,0
— — 195,0 12,4 — 102,9 21,9 25,8
— — 300,0 10,0 20,00 100,0 10,0 —
— — 304,2 8,8 19,86 97,1 11,7 —
— — 200,0 20,0 20,00 — 10,0 15,0
— — 202,4 19,8 20,16 — 9,4 14,5

an die Nukleinsduren erkennen. Man kann sich dies mit der stirkeren
Chelatbindung an die NS-Basen erkléren.

Zink, Mangan und vor allem natiirlich Natrium dirften dagegen
hauptsdchlich an die Phosphatgruppen gebunden vorliegen. Durch Zu-
satz starker Komplexbildner, wie EDTA oder DTPA, kommt es zur
fast vollstindigen Abspaltung der Spurenelemente.

Die aus verschiedenen Tabaksorten isolierten ,,pufferunléslichen
Nukleinsduren® stellen ein Gemisch von ENS und DNS dar. Um sie
mit der Virusnukleinsiure vergleichen zu konnen, miiBte erst ein Weg
gefunden werden, sie ohne Zerstérung und Spurenelementabspaltung
voneinander zu tremnen. Untersuchungen auf diesem Gebiet sind im
Gange, doch soll dariiber, sowie {iber die mégliche biologische Wirkung
der Metallionen in den Nukleinsduren, an anderer Stelle noch ausfiihr-
lich berichtet werden.

Herrn Dr. W. Hofner und Herrn o. Prof. Dr. H. Linser danken wir
fir wertvolle methodische Hinweise.

Der Austria Tabakwerke AG. danken wir fiir die finanzielle Unter-
stitzung dieser Arbeit.
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Tabelle 5. Spurenelementgehalt der Nukleinsiuren, berechnet
als Anzahl Metallionen pro 1000 Nukleotide

1177

Probenmaterial Cu Mn Zn Ni Cd Na Fe Cr
Hefe-BNS ... .o 0,84 0,36 17,54 0,76 < 0,00t 23,7 0,26 0,47
TMV-ENS ... 0,67 0,02 1,81 0 0,001 11,4 — o
DNS aus Heringsperma ........ 0,06 0,03 6,28 — 0 54 0,76 0,67
DNS aus Lachssperma ......... 0,04 0,04 048 - 0 52 — —
NS aus Nic. glauea ............ 0,13 3,09 5,60 0 0 1,1 — —
NS aus Nie. semperante ........ 0,10 4,47 4,87 < 0,01 0 1,1 - —
NS aus Nic. debneyi . .......... 0,07 2,56 5,52 0 0 1,1 - —
NS aus Nie. bigelovii .......... 0,03 2,92 2,90 0,02 0 L0 — —
NS aus Nic. bigelovii x glauca .. 0,10 4,98 8,43 0 (¢] 0,9 — —



