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Es wird ein Verfahren besehrieben, Spurenelemente ht 
Nukleinsauren nach NeutronenaktivJerung rind nasser Ver- 
aschung des organisehen Materials chemisch aufzutrennen und 
quant i ta t iv  zu bestimmen. Dabei wurden nach Tr~tgerzusatz die 
einzelnen Elemente durch spezifische Komplexbi ldner  bei ver- 
schiedenen pH-Wer ten  mit  I l i lfe yon Flfissigextraktionen von- 
einander getrennt.  Durch Vergleich der erhaltenen Gamma- 
spektren mit  solchen aus Standards,  di e unter  gleichen Bedingun- 
gen aufgenommen wurden, konnten diese Spurenelemente quan- 
tRat iv  best immt werden. Ft ir  die ErmRthmg des spezifisehen 
Gehaltes der Nukleinsguren an diesen Metallionen war es be- 
sonders vorteilhaR, gleiehzeitig im selben Arbeitsgang auch den 
akt ivier ten Phosphor mitzumessen. Der nach dieser Mefhode 
tmtersuchte Spurene]ement.gehalt versehiedener Nukleins.~uren 
wird angegeben. 

I.  E i n l e R u n g  

Die Bedeu tung  der  Spurene lemente  in biologischem Mater ia l  und 
das In teresse  an  ihnen stieg in den le tz ten  J a h r e n  s ta rk  ~n. Seit  sich 
aber  das  H a u p t a u g e n m e r k  der A n a l y t i k e r  vom komplexen  biologisehen 
Mater ia l  (Pflanzentei le ,  Gewebeschni t te  usw.) immer  mehr  den einzelnen 
Zel lorganel len und  noch feineren F r a k t i o n e n  zuwandte ,  wurden  die 
Spurene le lnen t -Bes t immungen  immer  schwieriger.  Man ben6t ig te  ent- 
weder groBe Mengen an  Ausgangsmater ia l ,  wobei  sich nat i i r l ich  bei der  
Aufa rbe i tung  leicht  Verunre in igungen einschleichen k6nnen,  oder  a ber 
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man mugte  bei Verwendung geringerer Quantit/iten nahe an der Naeh- 
weisbarkeitsgrenze der einzelnen Ionen arbeiten. 

In  Ietzter Zeit win'de dem Analytiker mit der ,,Aktivierungsanalyse" 
eine Methode in die Hand gegeben, bei der mit  Hilfe der entstandenen 
radioaktiven Nuklide die einzelnen Elemente noeh in sehr kleinen Kon- 
zentrationen relativ gertau best immt werden kSnnen. 

Mit Hilfe der Neutronenaktivierung kann nun die ErfaSbarkeit  der 
meisgen Elemente gegenfiber dell bis jetzt  empfindliehsten Methoder~ 
mindestens um den Faktor  10 unterboten werdert. Neben der hohea 
Genauigkeit dieser l~lethode besteht aber, wie erwghnt, ihr gr58ger Vor- 
teil darirt, dab alle Elemente, die uns interessieren - -  as sind dies Kupfer, 
Zink, Mangan, Nickel, Cadmium, Kobalt,  Molybd/in, Silber, Natrium, 
Kalium, Chrom und Eisen - - ,  in e i n e m  Arbeitsgang best immt werden 
k6nnen. Das ist yon wesentlieher Bedeutung, da uns meistens nut  ge- 
ringe Mengen Untersuehungsmaterial zur Verffigung stehen. 

Ffir die Ermitt lung des spezifisehen Spurenelementgehaltes der 
Nukleinsguren erwies es sieh als besonders giinstig, naeh Abbrennung 
der Metallionen im gleiehert Arbeitsgang aueh noeh den Phosphor zu 
bestimmen. Es ist dies ohne grSBere Sehwierigkei~ mSglieh. Dureh 
diese zusittzliehe Bestimmungsgr6ge hat man neben der sonst iibliehen 
UV-Extinktionsmessung bei 260 bzw. 290 m[z eine gute Kontrolle ffir 
etwaige Verluste w~ihrend der Aufarbeitung in der Hand. 

Von den zahlreiehen isolierten und untersuchten Fraktionen einer 
Zelle zghlen die Nukleins/~uren zu den wiehtigsten and  interessantesgen. 

Bei vielen Enzymen wurde die t~olle der Metalle, die diese auf Struk- 
tur und Funktion ausfiben, bereits genauestens untersueht. In  den 
Nukleins/furen warden zw~r bereits yon mehreren Autoren 1-3 Spuren- 
elemente naehgewiesen, doeh besteht fiber ihre biologisehe Bedeutung 
noch Unklarheit. 

Untersuehungen yon Loring und Wari t z  ~ am Tabakmosaikvirus ( T M  V) 

zeigten, dag die in der Viruspartikel enthaltenen Spurenelemente zum 
gr68ten Teil an dessert R N S  gebunden sirtd. Nach Entfernung yon 
Metallionen wurde die Infektiositgt des kompletten T M V  und der dar- 
aus isolierten Nukleinss erheblieh verminderg. 

Aueh in-vitro-Versuehe bewiesen verschiedene Einfliisse yon Spuren- 
elementen auf Nukleinss 

Dove and Davidson 4 fanden eine Stabilisierung der D N S  gegen Hii,ze- 
denaturierung dureh Kobalt ,  Magnesium und vor Mlem dureh Silber. 

1 H.  N. Lori)$~ und R. S. Waritz,  Science [New York] 125, 646 (1957). 
2 K .  Fuwa ,  W.  E.  C. Wacker, R.  Druyan,  A .  F. Bartholomay und B. L; 

Vallee, Proc. Nat. Aead. Sci. U.S. 46, 1298 (1960). 
W. E.  C. Wack, er und B. L. Vallee, J. Biol. Chem. 234, 2357 (1959). 

4 W.  F.  Dove und N.  Davidson, J. Mol. Biol. 5, 467 (1962). 
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Y a m a n e  und D a v i d s o n <  6 beraerkten eine starks Abnahme der ,,in- 
trinsic v i s c o s i t y "  und eine Anderung der UV-Absorption yon D N S  nach 
Zugabe yon verschiedenen SchwermetMlionen. Inwieweit die hier in 
vitro gehmdenell Ergebnisse, d~f3 Spurenelemente Wasserstoffbriicken 
ersetzen, allgemein anwendb~r sind, bed~rf noch gena.t~erer Klgrung. 

Schwermetallionen k6nnen vide Enzymreaktionen stimulieren bzw. 
hemmenV, u. Aueh in Zusammenhamg mit der Strahlenresistenz dtirfte 
dan Spurenelementen in dart Nukleinsguren eine wiehtige Rolle zu- 
kommen 9, 10. In den Nukleinsguren sind die stark negativ geladenen 
Phosphatgruppen gute Bindungsstellmz fiir Kationen, doeh dtirften ver- 
sehiedene Metallionea, besonders der {)bergangsmetalle, teilweise ehelat- 
artig an die Basea der Nukleinsguren gebunden sein. Die genannten 
{;'bergangselemente kSnnen auf Gruad ihrer Elektronenkonfiguration in die 
3d-Sehale Elektrorten aufnehmen, sie kSnnen kovalente Bindungen ein- 
gehen and somit MoIekfilkomplexe bildem Die meisten yon ihne~ sind 
leieht zum Valenzweehsel befghigt. Auf Grund dieser Eigensehaften 
k6nnen diese Elemente aueh bevorzugt jene katalytisehen Funktionen 
ausiiben, die sie als Co-Fermente und mSglieherweise aueh als Stoff- 
weehseh-egulatoren in Organismen zu erftillen haben. 

Na.ekfolgend sirtd die )s und die Ergebnisse der Spurenelemertt- 
a~alysen i~a Nukleinsguren a~gegeben. Dutch Untersuehung dersetbml 
Nukleinsgure naeh versehiedenen Vorbehandlungen soltte geprtift werden, 
inwieweit es bei versehiedenen NukleinsgurewS, parationen bzw. -reinL 
gungen zu Abspaltuagen yon Spurendementea kommen kanm Es soltte 
ein Wag gefunden werden, bei dem einerseits die untersuehten Sehwer- 
metallionen noeh nieht herausgespalten, andererseits abet aueh nieht 
wghrend des Aufarbeitungsganges aus dem ,,pool" freier Immn der Zelle 
angelagert werden. Gleietizeitig sollte aus der Meage der ilaeh versehie- 
denen Behandlungen abgespaltenen Metallionen dar/iber nghere Ans- 
kunft erhalten werden, wie test an die Nukleinsgnre gebunden die tin- 
zelnen Elemente vorliegen. Aus dieser Bindungsstgrke k6nnte man 
ngmlieh ersehen, ob das betreffende Metallion nut elektrostatiseh an der 
Phosphatgruppe oder ehelatartig gebunden an den Pm'inbasen sitzt 
oder aber eine Chelatbindung eingegangen ist, an der Base und Phosphat- 
gruppe beteiligt sin& 

s T. Y a m a n e  trod N. Davidson,  Bioehim. Biophys. aeta [Amsterdam] 
55, 609 (1962). 

6 T.  Yamar~e und N .  Davidson,  J. Amer. chem. See. 83, 2599 (1961). 
7 G. Pfleiclerer und H.  M .  Rauen ,  ,,Biochemisehes Tasehenbueh" Springer- 

Veriag, 1956, 973. 
s H.  Air, mann,  G. S tehl ik  und K .  Ka i nd l ,  Nature [London] 199, 823 

(1963). 
9 G. Stehlis  H.  A l t m a n n  und K .  Kaind[ ,  Nature [London], i~ Druek. 

ao H.  A~tmctnn, G. S tehlik und K .  K(zindl,  Atompraxis 9, 255 (t963). 
Monatshefte ftir Chemie, Bd. 94/6 75 



1166 G. Stehlik und H. Al tmann:  [~r Chem., Bd. 94 

I I .  M e t h o d i k  

a) Prdparation der Nukleinsduren 

He]e-Ribonukleinsdure: Fii r  die Testuntersuchungen wurde in Mlen 
F~llen R N S  pract,  aus Hefe der F i rma  Serva Entwicklungsl~bor, Heidelberg, 
Nr. 34410, verwendet.  

R N S  umge/dllt: Hefe-RNS wurde in 0,1 tool Trispuffer [Tris-(hydroxy~ 
methyl)-aminomethan]  yon p H  7,0 gelSst, mit  dem doppel~en Volumen 
Ji thanol in der Kal te  gef~llt und abzen~rifugiert. 

RNS,  3]ach umge]dllt: Wie oben besehrieben, nur dreimal wiederholt.  

R N S  + E D T A :  Hefe-RNS umgef~llt aus 0,1 reel Trispuffer yon p H  7,0, 
dem 1% E D T A  (~thylendiaminotetraessigs/iure) bzw. beim 2. Umf~llen 
0,t % E D T A  zugesetzt warem Das dr i t te  Umf/~llen wurde in reinem 0,1 Mol 
Trispuffer vorgenorrmaen. 

R N S  + D T P A :  Dem Trispuffer waren 0,1 bzw. 0,01~o bzw. kein D T P A  
(Di~ithylentriaminopentaessigs/iure) * zugesetzt. 

R N S  nach Ammon]ormiat: Hefe-RNS wurde in 1,0 tool Ammonformiat  
gelSst, 3 Min. bei 100~ belassen, naeh raschem Abkiihlen mit  dem doppelten 
Volumen ~ thano l  gef~llt und abzentrifugiert.  

R N S  nach 7-Bestrahlung: Eine 0,02proz. LSsung der Hefe-RNS in 0,1 moI 
Trispuffer yon pH 7,0 wurde 20000 rad  ausgesetzt. Die Bes~rahlung selbs~ 
erfolgte bei 23~ mi t  Hilfe einer 600 Curie 60Co-Quelle. Die R N S  win'de 
ansehliegend sofort mit  dem doppelten Volumen Xthanol in der X~lte aus- 
gefNlt und abzentrifugiert.  

R N S  acetyliert: Es wurde acetylierte  Hefe-RNS der F i rma Serva Ent-  
wicklungslabor, Heidelberg, verwendet (Nr. 34420). 

D N S  aus Heringsperma: Un~ersucht wurde ein Pri~parat D N S  pract.  
aus Heringsperma der F i rma  Serva Entwieklungslabor,  Heidelberg (Nr~ 18 580). 

D N S  aus Lachssperma: Pri~parat D N S  reiast ,  hochpo]ymer, aus Laehs- 
sperma, ebenfMls tier F i rma  Serva, Entwieklungslabor,  Heidelberg (Nr. 18 570). 

T M V - R N S :  Tabakmosaikvirus  wurde aus Nicotiana tabacum-Pflanzen 
dutch Ex~raktion mit  0,1 tool Phosphatpuffer  yon p H  7,0 gewonnen. Naeh 
FNlung und Zentrifugation der ey~oplasma~ischen Nukleoproteide bei p H  4,7 
in der K~ilte wurde das T M V  bei p H  3,4 ebenfalls in der K~lte gef~tllt und 
abzentrifugierg. Zur l~einigung wurde mehrmals aus 0,1 tool Phosphatpuffer  
und zuletzt  aus 0,1 tool Trispuffer umgef~llt. Aus dem so gereinigten T M V  
wurde die Nukleins~ture dutch dx'eimaliges kurzzei~iges tfoehen mit  1,0 tool 
Ammonformia~ n herausgespalten und in der K~lte mi t  dem doppelten 
Volumen ~ h a n o l  gef-~llt. 

N S  aus Tabakp]lanzen: Tabakpflanzen der Species : 
Nicotian~ glauca 
Nieo%iana semperan%e 
Nieotiana debneyi 
Nieogiana bigelovii 
Nieogiana bigelovii • glauea 

�9 JOTPA wurde uns yon der F i rma  Ciba fiir die Versuche zur Verf/igung 
gestellt. 

n H. Altmann und G. Stehlilc, Agompraxis 8, 471 (1962). 
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warden in einem Mixer mit  60proz. Xthanol homogenisiert und dadureh die 
freien Nukleotide herausgelSst. Naeh Zentrifngation wmlden die Zellriiek- 
st~nde zur Entfernung der Farbstoffe and  Lipoide mit  Alkohol, Alkohol--  
Xther (3: 1) und zuletz~s rait reinem Xther ersch6pfend extrahiert n. ])as 
I-Ierausspalten der Nukleinsguren erfolgte wieder dutch kurzzeitiges Er- 
hitzen mit  1,0 tool Ammonformiat  und ansehliegende Ffillung rait Xthanol. 
Zur Priifung der Reinheit wurde yon aliquoten Teilen rait tIilfe eines Zeiss- 
Spektralphotometers PMQ I I  in Quarzk~vetten das Spektrum im UV- 
Bereieh aufgenommen. 

b) Proben- und Standardbereitung ]i~r die Bestrahlung 

Die Quarzgutr6hrehen (Lgnge 65 ram, Durehmesser 8 ram) wurden vor 
Verwendung rait raueh. HNO~ und mehrraals mit  dreifaeh destill. H:~O 
gewasehen. Die Proben lieB man in diesen RShrchen zur Troekene darapfen 
und  verschloB sie mit  einera Teflonstopfen. Naeh sorgfgltiger Reinigung 
ihrer AuBenseite wurden die RShrchen unter  vermindertera ])ruek in spuren- 
eleraentfl'eiera Plastik (~r Plastics, Ltd. 5774/57) eingesehmolzen. Als 
Dosimeter fiir eine Neutronenflug-Korrektur wurde jeder Probe ein in Plastik 
eingesehraolzener 50,0 ram langer Molybd/~ndraht (Gewieht ca. 0,98 rag) bei- 
gef~gt. ])a die Versuchsbedingungen bei der Bestrahhmg jeweils etwas 
differieren, warden in jeder Bestrahlungsloosition Standards mit  bekanntem 
Spurenelementgehalt gleiehzeitig mitaktiviert.  Obwohl sieh theoretiseh aus 
einer vorhandenen Aktivit~t die Gesamtmenge des jeweiligen Elements 
naeh Formel I bereehnen l~gt, kommt man mit Vergleiehsstandards zu ge- 
naueren t{esultaten, da sowohl die Ungenauigkeiten der ~rerte ffir Neutronen- 
flug und  Einfangsquersehnitt  als aueh die methodisehen ];ehlerque]Ien im 
Aufarbeitungsgang elirainiert werden kSnnen. 

W 
A t  = 6 �9 102a / a 0 M (1 - -  e-0,~93 t/T) �9 e-0,69s a/T (I) 

wobei" f = NeutronenfluB (in Neutronen pro era s u n d  see) 

= Einfangquersehnitt  (in barn) 
O = H~ufigkeit des Isotops (in ~o) 

W = Probengewieht (in g) 
A t = Aktivit~it zur Zeit t (in Zerf/~llen pro see) 
M = Atomgewieht 
T -- Halbwertszeit 
d = Abklingzeit 

Die Eiehl6sungen wurden jeweils in den QuarzgutrShrehen auf einem 
Filterstreifen eingedarapft und  wie Analysenproben weiterbehandelt. ])ie 
Zusammensetzung der Elemente in den Eichl6sungen siehe Tab. 3. 

Diese Proben wurden in 2 oder 3 Sehieh~uen zu je 3 St/iek zus.5~tzlieh noeh 
in einen Plastiksehlaueh eingesehmolzen, rait einer 0,5 ~m~l starken, leieht 
aufrollbaren Aluminitra~hiille iungeben and  so in Co~tainern direkt im Core 
des Astra-Reaktors bestrahlt oder zu 3--4  St/iek in versehraubbaren Poly- 
/ithylenbeh~ltern (100 raI Inhalt)  rait t-Iilfe der pneumatisehen l~ohrpost- 
anlage in Core-Nfihe gebraeht. ]Die ])auer der BestrahlLmg variierte zwisehen 
1 and  2 Stdn. (integrierter therm. NeutronenfluB ca. 1 �9 101~ ~z/em 2) bei der 
Bestimraung yon Cu, Ni, Zn, Mn, Cd, Na, K und P. Naeh Beendigung der 
Bestrahlung wurden wghrend einer V~rartezeit yon 45 Min. die t%adionuklide 
mit  kurzer ttalbwertszeit abklingen gelassen. Bei der Bestiramung yon Co, 

?5* 
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Fe, Cr, Me, Ag und wieder P wurder~ die Proben in Quarzgutr6hrehen, die 
mit Sehliffstopfen versehlossen werden konnten, zur Troekene gedampft 
und in versehweigte~ Aluminiumbeh~Itern im l%eaktorcore neutronen- 
bestrahlt. Naeh einer diskontinuierliehen Bestrahlung w~hrend 8--10 Tage 
(integrierter therm. NeutronenfluB ca. 5. 10~Sn/em 2) ]ieg man stSrende 
kiirzerlebige Radionuklide bei einer Wartezeit yon einer Woehe abk]ingen. 
Fiir eine NeutronenfluSkorrektur wurden diesen Proben Dosimeter aus einer 
Aluminium--KobMt-Legierung (Bestimmung der therm. Neutronen) bzw. aus 
einer A lumin ium- -Nieke l -Leg i e rung  (Bes t immung der sehnellen Neut ronen)  
beigegeben. 

e) V e r a s c h u n g  

Die vor te i lhaf te  Verasehung der Proben  auf t rockenem Wege l~gt sich 
bier  leider n ieht  anwenden,  da ein Tell der un te r such ten  chemisehen E lemen te  
se]bst bei r e la t iv  n iederen Tempera tu r en  fli ichtig ist. Bei  den uns interessie- 
renden  E l e m e n t e n  en ts tehen  z. B. naeh  einer 12stdg. Verasehung bei 500 o C 
fo]gende Ver lus te :  E isen  ca. 19%, Koba l t  ca. 25% und  be im Silber sogar ca. 
33 %. Bei  der nassen Veraschung mi t  e inem S~uregemiseh I-INO3 : t /CIO4 : H2S04 

- -  3 : 1 : 1  t r e t en  hingegei~ keilte nennenswer ten  Ver]uste auf  ~2. 
W i t  ve rwende ten  eine Verasehtmgss~ure der Zusammense tzung  H N 0 3 :  

: HCI04  :I-t2SO4 : 50: 5 : 1, deren Siedepui tkt  noch e twas  t iefer  liegt, und  konn-  
t en  ebenfMls keine Verluste  feststellen. Da  wir auch besonderen W e r t  auf  die 
qua l t t i t a t ive  B e s t i m m u n g  des Phosphors  legten, un te r sueh ten  wir  eventuel le  
Ver lus te  an  Phosphors~ure  nach  3-, 6- und  9stdg. Koehen  und  konn te~  hier 
ebenfa]ls keine nennenswer ten  Abn~hmen  bemerken.  Das bestrah]te  Proben-  
mate r ia l  wurde  nach  der oben besehr iebenen War teze i t  m i t  einer Tr~ger- 
15sung von  inak t iven  MetMlionen (s. Tab.  l) verse tz t  und  anschlieBend mi t  
10 ml  der Veraschungss~ure in Xje]dahl -VerasehungskSlbchen gespiilt. 

Tabel le  1. Z u s a m m e n s e t z u n g  d e r  T r ~ g e r l 6 s u n g  (in Mil l igramm) 

I. :Bestimmung bei integriertem IL :Bestimmung bei in~egriertom 
NeutronenfluB yon ca. 1.101~ n/cm ~ Neutronenflug yon ca. 5.10 ~8 n/cm ~ 

Cu 0,02 C4 0,02 Ag 0,08 .Me 0,06 
Zn 0,06 Na  0,10 Co 0,05 Cr 0,10 
Mn0,02 X 0,10 Fe  0,40 P 0,50 
Ni  0,15 P 0,50 

U m  das zur  Trockene  gedampf te  P robenmate r i a l  q u a n t i t a t i v  aus 4elt tZ6hr- 
chert zu 16sen, wurden  diese naeh  sorgf~lt iger Re in ignng  ihrer  Aul~enseite mi t  
der 0 f f rmng nach  un ten  in die Veraschul lgskSibchen gebraeht  und  mi t  e inem 
Glasstab dera r t  aufgespiel~t, da~ die l~6hrchen6ffnung fiber der S~ureober- 
fl~ehe zu l iegen k a m  (s. Abb.  1). 

Die jeweils ve rdampf t e  Veraschungss~ure wurde durch  Zugabe von  rau- 
chender  HNO~ ersetzt .  N a e h  vo l lkommener  Verasehtmg der P roben  wurde  
Wasser  zugegeben und  nochmMs aufgekocht ,  u m  nitrose Gase zu entfernen.  

12 j .  Pile/c,  J .  Gil l is  und  J .  Hos te ,  In te rna t .  J .  appl. Rad.  Isotopes  10, 
149 (1961). 



H. 6/1963] Die Anwendung der Neutronenaktivierungsanalyse 1169 

d) Chemische Trennung 

Bei tier chemischen Auftrennung der Elemente wurde eine modifizierte 
Methode des Aufarbeitungsganges yon HS]ner 13 angewendet. Nach dem Er- 
kalten wurden die veraschten klaren LSsungen mit  wenig Wasser in 150 ml- 
Schiitteltrichter gespfilt und  mit  5 Tropfen Kresolrot versetzt. Nach Einstellen 
eines pH-~Vertes yon 8,5 mit  NHs konz. (Indikator schl~igt nach Violett urn) 
wurden 4 ml einer 40proz. Natriumcitrat]6sung zugefiigt und Cu bzw. Ag 
mittels Bleicliathyldithiocarbaminat (DDTC) nach Scharrer und Schaum- 
~5]/e114 quant i ta t iv  abgetrennt. Gegen/iber cter kolorimetrischen Bestimmung 
wurde das Cu 2- bis 3mal je 2 Min. lang mit  15 ml Portionen einer ca. 0,021oroz. 
chloroformischen Pb(DDTC)2-LSsung gesehtittelt und  ansehlieBend die ver- 
einigten Extrakte  mit  Wasser yon pH 8,5 gewasehen. Da.s Wasehwasser ent- 

Abb. 1. HerauslSsen und Verasehen des Analysenmaterials naeh Neutronenaktivierung 

hielt Na-, K-und Citrat-ionen. Nach dem Waschen wurde zur vollst~ndigen 
Phasentrennung 30 Min. gewartet und anschlie~end die das Cu enthaltende 
CHCl3-Phase in Aluminiumsch~]chen (Durchmesser 59 turn, HShe 7 mm, 
Blechdicke 0,4 ram) zur Trockene gedampft. Zur Aufnahme der Gamma- 
spektren in einem I~.I.D.L. 200 Kanalger/it ~rden di~se Aluminiumschglchen 
direkt auf einen 3 '~ • 3 ~' NaJ-(Tl)-Kristall gestellt und bei gleicher Geo- 
metrie unter Berflcksichtigung der Totzeit des Spektrometers gleich fang 
gemessen. 

In der Cu-freien Lbsung wurde bei unver~indertem pH durch Zugabe 
yon 1,5 ml einer 2proz, alkohol. Dimethylglyoximlbsung das Ni gef~llt und 
der gebildete Komplex zweimal mit je 15 ml CHCI3 extrahiert. Vor der letzten 
Extraktion wurden noehmals 0,5 ml Reagensl6sung zugeft~gt. Die vereinigten 
CHCl3-Extrakte wurdeu wieder, wie bereits beim Cu beschrieben, mit Wasser 
yon pH 8,5 gewaschen und nach v611iger Phasentrennung in Aluminium- 
sch~Ichen gemessen. Wegen der kfirzeren Halbwertszeit wurde das Ni noch 
vor dem Cu gewaschen, eingedampft und gernessen. 

In der RestlSsung wurden ohne Ver~nderung des pH-VVertes Co, Zn und 
Cd mit einer 0,05proz. L5sung yon I)ithizon in CHCI3 3ram je 5 Min. geschiit- 
felt und dadurch als prim~ire Dit.hizonate extrabiert. Die abgetrennten organi- 
schen Phasen wurden wieder, wie sehon beim Cu beschrieben, mit ~u 

13 W. H6]ner, L~ndwirtsch. Forsch. 13, 287 (1960). 
~4 K. Seharrer und E. Schauml6]/el, Z. Pflanzenern~hr. Dfing. Bodenkde. 

87, 1 (1959). 
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von pH 8,5 gewaschen und nach dem Eindampfen zur Gamma.Messung ge- 
braeh~. 

In der w~il]rigen Phase, die nach Abtrennnng obiger Elem~nte verblieb, 
konnten Mn und Fe nach F~llung als I)i~thyldithiocarbaminate mit CHCls 
extrahiert werden. Urn die zeitraubende Oxydation des Mn mittels Luft- 
sauerstoff la zu umgehen, wurden die Proben mit 1 ml Bromwasser (ca. 
0,2 tool) versetzt, wobei der Indikator in ein intensives Violett umschl~igt. 
Durch Zugabe etwa einer Spatelspitze voll festem Na-DDTC bilden sich die 
innerkomplexen Di~ithyldithioearbaminate. Diese wurden mit 2 • 15ml 
CI-ICIs je 2 Min. fang extrahier~ und die vereinigten CHC1s-L6sungen wieder 
mit Wasser yon pI-I 8,5 gewaschen. Da die Dissoziation des eitratgebundenen 
Fe durch /Lus~tuern anf pH 6,5 (Umsehlag des Indikators vo~ Violett naeh 
Gelb) gesteigert wird, wnrde nach Einstellen dieses pH-Wertes noeh 2mal mit 
CHCI3 extrahiert, wohei erneut Na-DDTC zugefiigt wurde. Die CHCla-L6- 
sung wurde mit Wasser yon pH 6,5, das keine Citrat-ionen enthie]t, gewaschen 
nnd ansehlieBend naeh Vereinigung mit obigen CI-IC]8-Extrakten eingedampft 
und gemessen. 

Zar Isolierung yon Mo wurde die naeh Abtrennnng yon Mn und Fe ver- 
bliebene wg]]rige l~estphase naeh Schauml6]]e115 mit verd. H2SO4 (1:1) bis 
zum Umschlag des Indikators auf l~ot gebracht nnd durch Zugabe von weiteren 
0,5 ml dieser S~ure auf einen pH-Wert  yon ca. 0,5 eingestellt. Nach Mischen 
und Abkiihlen warden tropfenweise 2 ml einer 6proz. wii8rigen Xupferron- 
LSsung zugesetzt und (Ins ganze mit  10 ml CHCl~ 2 Min. lang extrahier~. Naeh 
weiterer Zugabe yon 1 ml Kupferron-LSsung wurde nochmals mit  10 ml CHCla 
geschiittelt and  die vereinigten organischen Phasen, wieder in Aluminium- 
seh~tlchen eingedampft, zur Messung gebraeht. 

Fiir die Bestimmung yon Na und  K geniigte es, naeh Aufffillen der ver- 
bliebenen l~est]6sung auf 100 ml eine 10 ml-Portion eingedampft zur Mes- 
sung zu bringen. Die res~lichen 90 ml dienten der 72hosphatbesthnrnung. 

])as Phosphat wurde in der Hitze als ~r gef~llt1% 
Zu diesem Zwecke wurde die saure RestlSsung nach Zugabe yon 60 mg 

K2HPO4 als Tr~ger und je 20 mg l~aC1 und KC1 als Rfickhalttr~iger mit  
einem Uberschuit an Magnesiamixtur versetzt, 10 ml einer ges~tt. NHtC1- 
L6sung zugefiigt und  bis znm begimlenden Sieden erhitzt. Unter  st~indigem 
Umriihren wurde 2,5proz. NHaOH zuflieI~en gelassen. Naeh dem Erkalten 
wurden noeh I0 ml konz. NH40H zugesetzt. W~hrend einer Wartezeit yon 
einer Woche ]ie~ man mitgerissene Spuren an 24Na und 42K17 abklingen 
und bestimmte dann im abgesaugten und gewaschenen Niederschlag die 
Beta-Aktivit~t des P mittels eines Endfensterz~hlrohres. l~ach Aufl6sen 
des Phosphatniederschlages in retd. HCI karm man die 32P-Aktivit~it auch 
mittels eines Fliissigkeitsz~ihlrohres messen. 

e) Auswertung der Me/3ergebnisse 

Die vom Gammaspektrometer gemessenen und gespeicherten Impuls- 
raten wurden nach automatischer Leerwertsubtraktion rnit Hilfe eines 
Sclmelldruckers anf Paloierstreifen registriert. Abb. 2 zeigt an Hand eines 
Gamma-Spektrums yon 64Cu die Auswertung in qnantitat. Hinsicht. Diese 

15 E.  SchaumlS/]el, Landwirtsch. Forsch. 13, 278 (1960). 
I6 B.  Schmitz,  Z. anal. Chem. 45, 512 (1906). 
~ A .  H.  A .  Heyn  nnd H. L. t~inston, Analyt. Chem. 32, 328 (1960). 
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wurde so gewghl~, dab man, ohne das Spektrum zeichnen zu mt~ssen, nur 
dutch Ablesen vom Papierstreifen mit eJnfachen l%eehenoperationen zum 
Endresultat gelangen konnte. Ausgehend vom jewejligen HSebstwert wurden 
die Impulse einer konstanten Anzah] yon Kanilen addiert. Fdr eine Hinter- 
grundkorrektur wurde jenes Produkt abgezogen, das in Abb. 2 als sehraf- 
fierte Fl~tehe zu sehen ist. Man erh~ilt es dureh Multiplikation des Impuls- 
ratenmittels der beiden dem ausgewerteten Peak benaehbarten Kan~ile mit 
der Anzahl der insgesamt summierten l~an~ile. 

IIvlPUL SRA T E 

30000 I 

20000 i 
I 

t ,  

r MeV 

20 @0 60 80 400 
KANALZAHL 

Abb. 2. Au~wer~ung eines Garnmaspek~rums 

Die auf diese Weise  e rha l t enen  Peakf lgchen  s ind den A k t i v i t g t e n  der  
verschiedenen dureh die Neutronenaktivierung erzeugten Radionukliden 
direkt proportional. Diese AktivJt~ten sind aber wieder ein MaB ffir die in 
der betreffenden Probe vorhandenen 5[enge jener Kernarten, die fiir diese 
Reaktion in Frage kommen, und somit aueh ehl Ma9 ftir die Menge des ge- 
suehten Elements selbst, da die Isotoloenzusammensetzung der natiirliehen 
Elemente praktiseh irnmer konstant ist. 

Die Photo-Peakfl~ehen wurden naeh Auswertung der den einze]nen 
Proben beigegebenen Molybd~ndraht-Dosimeter auf gleichen Neutronen- 
flul~ und durch BeriJcksiehtigung der Halbweriszeiten der versehiedenen 
Nuk]ide auf identische MeBzeiten korrigiert. Durch Vergleieh dieser Fl~chen 
mit solehen, die aus analog behandelten Standardmisehungen (Zusammen- 
setzung s. Tab. 3) gewonnen wurden, konnte tier Gehalt der angefiihrten 
Elemente in den Nukleins~uren quantitativ mittels der einfachen Relation 

Photopeakfl~che der Probe Gewicht des Elements in der Probe 
Photopeakflaehe des Standards - Gewicht des Elements im Standard 

e s t i m m t  werden.  
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Die Tab. 2 soll eine kurze f~Vbersieht geben tiber Halbwertszeiten, aus- 
gewertete Oamma-Energien, Naehweisbarkeitsgrenze und eventuell auf- 
tretende stSrende Kernreaktionen jener Elemente, die im Zusammenhang 
mit dieser Arbeit yon Interesse sind. Allerdings bezieht sieh die Naehweis- 
grenze auf lstdg. Bestrahlung und w~trde fiir die langlebigen Isotope wie 
Silber, Kobalt usw. bet 8t~igiger, allerdings nur diskontimderlieher Bestrah- 
lung mindestens um den Faktor 10 unterboten. Da sieh der max. Neutronen- 
flug im Astra-Reaktor sp/iter bet roller Leistung mit 5. 1013n/em 2. see 
ebenfalls betriiehtlieh tiber dem der Tabelle zugrunde liegenden Wert be- 
finden wird, kann aueh bier die Empfindliehkeit dieser Methode noeh wesent- 
lieh gesteigert werden. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Wie aus Tab. 3 ersiehtlich ist, besteM eine reeht gute {Jbereinstim- 
mung zwisehen bereehneten und durch die Neutronenaktivierung ge- 
fundenen Standardzusammensetzungen. Die gr6gte Abweiehung bet 
den Kuloferbestimmungen liegt unter 8~o, beim Zink betrggt sie etwa 
12%, beim Mangan ca. 103/o. Um zu priifen, wie welt die in Tab. 2 an- 
gegebenen, dureh die schnellen Neutronen hervorgerufenen n,p-I~eak- 
tionen unter den yon uns angewandten Versuehsbedingungen stSrend 
wirken, wurden als Extremfa!l 3,6 mg Fe(NO3)a �9 9 H20 (= 0,5 rag 
Eisen) aktiviert und das gebildete 56Mn bestimmt (siehe Standard 9 in 
Tab. 3). Selbst bet diesen grofJen, in unseren Proben niemals aueh 
nur ann/ihernd anwesenden Mengen kmmten nur 0,052 gg Mangan 
gefunden warden. Wenn man bedenkt, dab davon bis zn 0,029 ~zg 
als Verunreinigung im Eisenstandard (Merek-Prgparat pro Analyse) 
vorhanden sein konnten, daft man diese Nebenreaktion sieherlieh ver- 
naehl/~ssigen. 

In  Tab. 4 und 5 ist der Spurenelementgehalt fiir versehiedene Nu- 
kleins//nren angegeben. Auffallend ist der hohe Kupfer- und Mangan- 
gehalt der untersnehten ttefe-RNS, der im Vergleieh zu den DNS- 
Pr//paraten um den Faktor 10 h6her liegt. Allerdings handelt es sieh 
dabei um ks erworbene Nukleins/~uren. Der Metallionengehalt der 
aus TMV isolierten BNS liegt ebenfalls - -  besonders was die Elemente 
Mangan und Zink betrifft - -  weit unter dem der Hefe-RNS. 

Bet der Gamma-Bestrahlung wurden betr/iehtliehe Mengen an Spuren- 
elementen ans der Nukleins/~ure abgespalten. Ahnliche I~esultate er- 
hielten wit aueh bet Bestrahlungsversuehen an I-Iefezellen s in vivo. Es 
wurde sehon versehiedentlieh darauf hingewiesen, daS in Makromole- 
kfilen Energietransloort fiber relativ weite Streeken mSglieh ist. Unter 
diesem Gesiehtspunkt kann man verstehen, dab Anregungs- bzw. sogar 
Energien, die zn Ionisationen ffihren kSnnen, nieht zu Kettenbriiehen 
oder Basen- und Zuekervergnderungen fiihren mfissen, sondern dab 
Spurenelemente, tthnlieh wie in Proteinen die Sehwefel-Atome, Elek- 
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Tabelle3. B e r e c h n e t e  u n d  g e f u n d e n e  

Stun- Integr. therm. Neutro- Cu Zn ~ n  Ni Na 
dard nenflu8 (n/em :) 

1 1 

2 1 

3 1 

4 1 

5 1 

6 1 

7 1 

8 1 

9 1 

10 5 

11 5 

12 5 

1016 ber. 0,50 3,00 0,50 0 2,0 
gel. 0,52 3,09 0,46 0 2,9 

1016 ber. 5,00 15,00 4,00 30,0 10,0 
gel. 5,02 15,49 4,26 31,5 9,3 

1016 ber. 1,00 5,00 0,20 0 0 
gel. 1,07 5,28 0,22 0 0,5 

1016 ber. 5,00 15,00 4,00 30,0 10,0 
gel:. 4,88 13,15 3,59 2 8 , 3  10,0 

1016 ber. 5,00 20,00 3,00 30,0 5,0 
gel. 5,28 22,40 3,28 30,5 4,8 

1016 ber. 3,00 15,00 3,00 30,0 5,0 
gel:. 2,76 16,06 3,01 29,7 5,2 

1016 ber. 2,00 20,00 2,00 - -  - -  
get:. 1,98 21,42 1,87 - -  - -  

1016 ber. 2,00 20,00 2,00 4,0 - -  
gef. 2,01 18,65 2,15 4,1 - -  

1016 ber. - -  - -  0 - -  
gel. - -  - -  0,052 - -  - -  

10 is bet. - -  . . . .  
gef. - -  . . . .  

10 is bet. - -  - -  - -  - -  
gef. - -  . . . .  

10 is bet. . . . .  
gef. - -  . . . .  

t ronen  aufnehmen  u n d  abgeben kSnnen  u n d  dadureh als Stabilisierungs- 
faktoren ausgleichend wirken. E in  Valenzweehsel bedingt  allerdings 
uueh eine Verschiebung ir~ der rgumlichen Anordnung  des Molekfils. 

Die dadureh  en ts tehenden  schw/icheren Bindungskr/ifge werden auf diese 
Weise oft zerstSrt, so dab es zur Spurene lementabspa l tung  kommt .  

Obwohl in  den Nukleins/ iuren betr/~chtliehe Mengen an  Metall ionen 

sitzen, s ind die noch freien Bindungss te l len  abet  bei weitem noch nicht  

abges//ttigt. Wie aus Tab.  5 ersichtlich, k o m m t  auf ]e 50--100 Nukleo- 

t ide in der Nukleins/~urekette erst eines dieser Elemente .  

An  H a n d  der Hefe-RNN wurden  eventuelle Spurenelementabspal-  
t ungen  bei verschiedenen Isolierungs- und  Reinigungssehr i t ten  unter-  
sueht. Es zeigte sich, dab bei einfachem Umf/il len der Nukleins//ure in 
Puffer bei p H  7,0 prakt isch noch niehts  abgespal ten wird. Das T M V  
mul3te yon  uns  zur Reinigung zwar mehrmMs umgef/~llt werden, doeh 
ist in  diesem Falle die R N S  yon  einem Pro te inmante l  umgeben  u n d  
dadureh  weitgehend geschfitzt. 

]3eim Vergleich der Meta l l ionenabspal tung dutch  die verschiedenen 
l~einigungsschrit te k a n n  m a n  die relM~iv feste B indung  des Kupfers  
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S t a n d a r d z u s a m m e n s e t z u n g  (in ~g) 

1175 

K C d  P C o  A g  F e  M o  C r  

- -  - -  1 0 0 , 0  . . . . .  

- - -  1 0 1 , 4  . . . . . . .  

- -  - -  i 0 0 , 0  . . . . . .  

- -  - -  95,2 . . . . . .  

- -  - -  200,0 . . . . . . . . .  
- -  - -  206,6 . . . . .  

5,0 . . . . .  
- - -  5 , 7  . . . . . . . . . .  

--- 5,0 . . . . . . . .  
- -  4 , 7  . . . . . .  

50,0 10,0 200,0 . . . . .  
54,7 9,7 202,1 . . . . .  
80,0 - -  200,0 . . . . . . .  

76,3 - -  199,1 . . . .  
. . . .  5 0 0  . . . .  

- -  - -  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 Nukle ins /~uren  e rkennen .  M a n  k a n n  sich dies *nit der  s t g r k e r e n  

C h e l a t b i n d u n g  a n  die N S - B a s e n  erkl/*ren. 

Zink,  M a n g a n  u n d  v o r  a l l em na t / i r l i ch  N a t r i u m  d i i r f t en  d a g e g e n  

h a u p t s g c h l i c h  an  die P h o s p h a t g r u p p e n  g e b u n d e n  vor l iegen .  D u r c h  Zu-  

sa tz  s t a rke r  K o m p l e x b f l d n e r ,  wie EDTA odor  DTPA, k o m m t  es zu r  

fas t  vol ls t /*ndigen A b s p a l t u n g  der  S p u r e n e l e m e n t e .  

D ie  aus  v e r s c h i e d e n e g  T a b a k s o r t e n  i so l ie r ten  , ,puf ferunI6s l ichen  

Nulde ins /*uren"  s te l len  ein Gemisch  y o n  RNS n n d  DNS dar.  U m  sie 

m i t  de r  Virusnukle ins /*ure  v e r g l e i c h e n  zu  kSnnen ,  miil~te e rs t  e in  W e g  

g e f u n d e n  werden ,  sie ohne  Z e r s t 5 r u n g  u n d  S p u r e n e l e m e n t a b s p a l t u n g  

v o n e i n a n d e r  zu  t r e n n e n .  U n t e r s u c h u n g e n  auf  d ie sem Geb ie t  s ind  i m  

Gange ,  d o c h  solt d~r i iber ,  sowie  i iber  die  mSgl i che  b io logisohe  W i r k u n g  

de r  M e t a l l i o n e n  i~  d e n  N u k l e i n s g u r e n ,  an  a n d e r e r  St.elle n o c h  ausf i ihr -  
l ich  ber ich~et  werden .  

H e r i n  Dr .  W. Hg/ner u n d  H e r r n  o. Prof .  Dr .  H. Linser d a n k e n  wi t  

f~ir w e r t v o l l e  m e t h o d i s c h e  Hinwe i se .  

D e r  A u s t r i a  T a b a k w e r k e  AG.  d a n k e n  wir  fiir  die  fin.anzielle Un~or- 

s t f i t zung  dieser  Arbe i t .  
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T a b e l l e 5 .  S p u r e n e l e m e ~ t g e h a l t  d e r  N u k l e i n s ~ u r e n ,  b e r e c h n e t  
a ] s  A n z a h l  M e t a l l i o n e n  p r o  1 0 0 0 N u k l e o t i d e  

Probenmaterial Cu )In Zn 5-i Cd Xa Fe Cr 

H e f e - R N S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,84 0,36 7 ,54  
T M V - R N S  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,57 0,02 1,81 0 
D N S  a u s  1 4 e r i n g s p e r m a  . . . . . . . .  0 ,06  0,03 6,28 - -  0 5,4 0 ,76  0,57 
D N S  a u s  L a c h s s p e r m a  . . . . . . . . .  0 ,04  0 ,04  0,48 - -  0 5,2 - -  - -  
N S  a u s  l~ic. g l a u c a  . . . . . . . . . . . .  0 ,13 3,09 5 ,60  0 0 1,1 ---  
N S  a u s  Nic .  s e m p e r a n t e  . . . . . . . .  0 ,10 4,47 4,87 ~ 0,01 0 1,1 . . . . . . .  
N S  a u s  Nic .  d e b n e y i  . . . . . . . . . . .  0 ,07 2,56 5,52 0 0 1,1 . . . .  
N S  a u s  l~ic. b i g e l o v i i  . . . . . . . . . .  0 ,03 2,92 2 ,90  0,02 0 1,0 - -  
N S  a u s  Nic .  b i g e l o v i i  • g l a u c a  . . 0 ,10  4,98 8,43 0 0 0,9 . . . .  

0 ,76 < 0,001 23,7 0 ,26  0,47 
0,001 11,4 - -  - -  


