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Biologische UV-Wirkungen — Grundlagen,

MefgroBen, Einheiten

J. Kiefer

1. Einleitung

Ultraviolette Strahlen kénnen biologische Wir-
kungen nur entfalten, wenn sie im betrachteten Sy-
stem absorbiert werden. Dieser Vorgang ist spezi-
fisch und an das Vorhandensein von Molekiilen
oder Strukturen gebunden, deren optische Eigen-
schaften im betrachteten Wellenldngenbereich eine
Absorption erlauben. Hiufig sind diese Chromo-
phore nicht bekannt, und es liegt nahe, aus der
Wellenlidngenabhingigkeit eines biologischen Ef-
fekts auf ihre Natur zurilickzuschlieBen. Dies ist die
Idee der Aktionsspektroskopie, deren Faszination
darin liegt, daB sie erméglicht, durch einfache Va-
riation eines physikalischen Parameters — der Wel-
lenldnge — Aufschluf} iiber den Ablauf biologischer
Vorginge zu erhalten, ohne das System zu zersto-
ren. So einfach der gedankliche Ansatz auch ist, so
birgt die Durchfiihrung jedoch eine Reihe von Fall-
stricken, so daB bei Nichtbeachtung der Vorausset-
zungen leicht falsche SchluBfolgerungen gezogen
werden konnen (KIEFER, 1986). Aus diesem
Grunde werden im folgenden die Bedingungen der
Aktionsspektroskopie in elementarer Form disku-
tiert.

2. Fotobiologische Grundprozesse

Der Ausgang einer jeden fotobiologischen Reak-
tion ist die Absorption eines Quantums in einem
Rezeptormolekiil. Die Wahrscheinlichkeit dieses
Ereignisses wird beschrieben durch die Angabe des
Absorptionswirkungsquerschnittes (Abb. 1). Be-
trachtet man eine diinne Schicht einer Fliissigkeit,
in welcher die absorbierenden Molekiile, die
Chromophore, homogen verteilt sind, so erhilt
man

dﬂ=03'g'0 1)

Dabei sind
2 = Quantenfluenz, d.i. die Zahl der pro Fliche
auftreffenden Quanten

dg = Anderung der Quantenfluenz durch Absorp-
tion in der betrachteten Schicht

A

™N

dx
Abbildung 1

Zur Ableitung des Absorptionsquerschnitts

®-doé

A = die Flache senkrecht zur Quanteneinfallsrich-
tung

= Zahl der Chromophore im Absorptionsvolu-
men

Der Proportionalititsfaktor o, hat die Dimension
einer Fliche und wird daher Absorptionsquer-
schnitt genannt. Anschaulich beschreibt er die Flai-
che, die man sich um jeden Absorber vorstellen
kann, durch die ein Quant fallen muf3, um vollstin-
dig absorbiert zu we:rde:nN

Die Konzentration ist g3, wenn man sie in ,,Zahl
pro Volumen“ ausdriickt. Die iiblicherweise be-
nutzte molare Konzentration c erhilt man durch
Multiplikation mit der Avagadro-Zahl N,
(= 6.02 x 10®), so daB sich mit (1) ergibt

dg=0,"Ny-c-2-dx )
oder nach Integration

g=goe'°ANA'C’x 3).
Diese Gleichung beschreibt die Abhéingigkeit der
Quantenfluenz von der Eindringtiefe x unter den
gemachten Voraussetzungen, ndmlich homogene
Verteilung der Chromophore, parallele Lichtstrah-
len und Abwesenheit von Streuung.

Gleichung (3) entspricht im wesentlichen dem be-
kannten LAMBERT-BEER-Gesetz:

g=0-10°°" (4)

wobei £ den molaren dekadischen Extinktionkoef-
fizienten bezeichnet. Durch einfachen Koeffizien-
tenvergleich erhilt man

€ =04 Na-logpe &)

Typische ,starke“ Chromophore haben Extink-
tionskoeffizienten um 10°cm™” (mol/l)?, was einem
Absorptionsquerschnitt von ca. 4 x 107 cm’ ent-
spricht, d.h. einer Kreisscheibe mit 3.5 x 10° cm
Radius. Die Beziehung (5) stellt fest, daB die Quan-
tenfluenz exponentiell mit der Eindringtiefe ab-
nimmt. Dies ist jedoch nur unter den gemachten
Voraussetzungen giiltig. Wesentlich ist hier die
Vernachldssigung von Streuung und Brechung.
Falls sie auch noch beriicksichtigt werden muf, 4n-
dern sich die Verhéltnisse recht entscheidend. Da
hierbei die Strahlrichtung nicht mehr konstant
bleibt, spielt dann auch die Ausdehnung des Licht-
biindels eine Rolle, und es kann im Inneren der
Flissigkeit sogar eine hohere Fluenz auftreten als
an der Oberfliche. Die analytische Behandlung
auch einfacher Fille ist keineswegs trivial und kann
hier nicht durchgefiihrt werden, ein illustrierendes
Beispiel ist in Abbildung 2 dargestellt. Eine weiter-
gehende Diskussion dieser Problematik findet man
bei STAR und MARIJNISSEN (1987), wo auch auf
die Bedeutung unterschiedlicher Brechungsindizes
eingegangen wird.
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Abbildung 2

Fluenz als Funktion der Eindringtiefe bei breit auftref-
fenden Lichtbiindeln. Hierbei ist vorausgesetzt, daf3
die Berechnungsindizes von Objekt und Umgebungs-
medien gleich sind. Obere Kurve: Probendicke 50 um,
untere Kurve: Probendicke 200 um (nach STAR und
MARIJINISSEN, 1987), hier findet man auch die der
Berechnung zugrundeliegenden Parameter.

An dieser Stelle soll auch auf eine andere mégliche
Fehlerquelle hingewiesen werden: Man ist intuitiv
geneigt, bei gut geriihrten Suspensionen die Ab-
sorption des Mediums zu vernachléssigen und die
auf das Objekt treffende, mittlere Fluenz mit dem
an der Oberflache ermittelten Wert gleichzusetzen.
Dies ist im allgemeinen jedoch keineswegs korrekt,
wie folgende Rechnung zeigt: Gleichung (3) wird
dafiir in der Form geschrieben:

g=0.,e" 6)

wobei x die Schichtdicke wie zuvor und a einen wel-
lenldngigen Absorptionskoeffizienten darstellt.
Die mittlere Fluenz @ ist dann

__1_ o b -ax
o=30 Je dx  (7)
Hier ist X die Gesamtschichtdicke. Daraus ergibt

sich

1-e¥

° aX ®)

aX stellt die Gesamtabsorption dar, die leicht — na-
tiirlich.immer bei der Bestrahlungswellenldnge — zu

g=0

messen ist. In Abhéngigkeit von ihr kénnen sich er--

hebliche Unterschiede zwischen der Oberflichen-
fluenz ¢, und dem in der Suspension herrschenden
Mittelwerts ¢ ergeben (MOROWITZ, 1950).

Das Absorptionsereignis stellt zwar den Ausgangs-
punkt der fotobiologischen Wirkung dar, entschei-
dend fiir die weiteren Reaktionen ist jedoch die
Entstehung fotochemischer Produkte. Die Wahr-
scheinlichkeit ihrer Bildung wird charakterisiert
durch die Quantenausbeute Q:

Zahl verdnderter Molekiile

Q= Zahl absorbierter Quanten

oder auch

_ Mole der verinderten Molekiile
Q= E =
1nstein

1 Einstein ist die Zahl absorbierter Quanten als
Vielfaches der AVOGADRO-Zahl, gewisserma-
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Ben also ,,1 Mol Quanten®.

Bei einstufigen Prozessen kann Q nicht grofer als 1
werden. Haufig schlieBen sich jedoch Folgereak-
tionen an, so daf3 auch gréflere Werte vorkommen.
Ein bekanntes Beispiel bildet die chemische Akti-
nometrie nach HATCHARD und PARKER (1956)
(s.a. BLUME und GUSTEN, 1977).

Die Zahl gebildeter Fotoprodukte N’ ergibt sich
somit nach dem vorstehend Gesagten als

N'=Q:0,4'Npy-c- 2 (9a)
oder mit (5) auch als
N’ = Q -¢-c-g/logpe (9b)

3. Aktionsspektroskopie

Die letzten Beziehungen bilden den gedankli-

chen Ausgangspunkt fiir die Aktionsspektroskopie.
Man versteht darunter die Bestimmung der Abhéin-
gigkeit eines fotobiologischen Effekts von der Wel-
lenldnge des eingestrahlten Lichts. Ein wichtiges
Motiv fiir solche Untersuchugnen stellt die Hoff-
nung dar, aus der Form der gefundenen Abhéingig-
keit auf die Natur der primiren Chromophore
riickschliefen zu kénnen. Praktisch sind sie wichtig
bei der Bewertung von Strahlenquellen in bezug auf
ihre biologische Bedeutung. Das ,,Ozonproblem*
ist ein Beispiel fiir diese Fragestellung. In diesem
Zusammenhang spricht man auch héufig von einer
»spektralen Wichtungsfunktion®.
Der fotobiologische Effekt hdngt im allgemeinen in
komplizierter und meist nicht einfach zu durch-
schauender Weise von der Zahl der primér gebilde-
ten Fotoprodukte ab, allerdings mu8 fiir eine sinn-
volle Anwendung der Aktionsspektroskopie vor-
ausgesetzt werden, daB3 dieser Zusammenhang ein-
deutig und unabhingig von der eingestrahlten Wel-
lenlénge ist. Bezeichnet man das Effektniveau mit
y, so muf} gelten

y = f(\) gleich fiir alle Wellenléngen (10)

wobei iiber die Form von f(N”) meist keine allge-
meinen Aussagen zu machen sind. Mit (9b) kann
man dann auch schreiben

(11)

Beziehung (11) impliziert eine wichtige Folgerung:
Die Wirkungskurven, bei denen y gegen @ aufge-
tragen wird, missen geometrisch dhnlich sein, d.h.
sich lediglich durch eine Veridnderung des Abszis-
senmafstabs ineinander iiberfiihren lassen. Dies ist
offensichtlich, da sicher € und ¢ nicht von & abhin-
gen. Nicht selbstverstdndlich ist dies allerdings fiir
Q, die Quantenausbeute, da bei einer grofen Zahl
primirer Fotoprodukte Sekundarreaktionen nicht
auszuschlieBen sind, welche Anderungen in Q be-
wirken konnen. Es ist daher anzustreben, bei nicht
zu hoher Fluenz zu arbeiten, um solche ,,Séttigungs-
effekte” auszuschlieBen. Wegen der im allgemeinen
nicht bekannten Form von f(N’) missen Aktions-
spektren immer auf dieselbe Wirkung bezogen
werden. In diesem Fall kann man schreiben

(12)

Falls mit Hilfe der Aktionsspektroskopie ein unbe-
kannter Chromophor identifiziert werden soll, muf3
vorausgesetzt werden, dal Q nicht von der Wellen-
lange abhéngt. Dann gilt

y = f(Q - ¢ - @/loge)

Q- ¢-c- @ = constant/[gpeffekt

(13)

&€ @ = constant/[goeffekt



woraus sich unmittelbar die Verfahrensvorschrift
ergibt: Man bestimme fiir ein gegebenes Effektni-
veau die Quantenfluenz, die zu seiner Auslosung
notwendig ist und trage den Kehrwert gegen die
Wellenlinge auf. Die so erhaltene Kurve entspricht
dann dem Extinktionsspektrum des gesuchten pri-
méren Absorbers.

Es ist angebracht, an dieser Stelle noch einmal die
Voraussetzungen, welche dieser Analyse zugrunde-
liegen, zusammenzufassen:

1. Das eingestrahlte Licht erreicht den Chromo-
phor unverédndert, d.h. Streuung und Vorabsorp-
tion sind zu vernachlissigen. Diese Bedingung ist
nur in diinnen Schichten zu realisieren, da selbst bei
Fehlen stoérender Komponenten die Eigenabsorp-
tion des Chromophors die Fluenz in grof3erer Tiefe
verdndert.

2. Die Quantenausbeute ist iiber den gesamten Be-
reich konstant.

3. Die Chromophorenkonzentration c ist konstant.
Diese Forderung impliziert, daf} die Zahl gebildeter
Fotoprodukte klein bleibt im Vergleich zur Aus-
gangskonzentration. Die applizierten Fluenzen miis-
sen also so gering wie moglich gehalten werden.

In der Praxis spielt ein weiterer Faktor noch eine
besondere Rolle, ndmlich eine mégliche Abhangig-
keit von der Intensitdt. Die Fluenzen zur Errei-
chung eines bestimmten Effekts iiberspannen in der
Regel mehrere Zehnerpotenzen. Die Messungen
machen daher in der Regel unterschiedliche
Fluenzraten notwendig. Zuverldssige Ergebnisse
sind nur zu erzielen, wenn die Wirkung vom Zeit-
faktor bei der Exposition unabhingig ist, d.h. nur
durch das Produkt ,Zeit x Fluenzrate“ bestimmt
wird. Die Giiltigkeit dieses sogenannten ,,Rezipro-
zititsgesetzes“ mufl — evt. durch Kontrollmessun-
gen—sichergestellt sein.

Auch die Anforderungen an die spektrale Reinheit,
d.h. die spektrale Brandbreite der verwendeten
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»Klassisches* Aktionsspektrum der Bakterienabté-
tung (GATES, 1930), in dem die Quantenkorrektur (s.
Text) nicht durchgefiihrt wurde.

Monochromatisierungseinrichtungen, sind nicht zu
vernachléssigen. Die Absorptionsspektren biolo-
gisch wichtiger Molekiile sind zwar im allgemeinen
recht breit, daraus darf aber nicht geschlossen wer-
den, daB der spektralen Auflgsung keine besondere
Beachtung zuzuschreiben ist. Die Flanken der Ab-
sorptionsspektren sind ndmlich oft sehr steil, eine
zu grofle Bandbreite fithrt hier — und nicht im Be-
reich der Maxima — zu nicht unerheblichen Fehlern.
Die bisherigen Uberlegungen haben deutlich ge-
macht, daB3 die entscheidende MeBgroBe die zur
Erreichung eines bestimmten Effekts nortwendige
Quantenfluenz @ ist. Sie wird jedoch in der Regel
nicht gemessen (s.0.), sondern meist die Energie-
fluenz H, d.h. die auftreffende Energie pro Fliche.
Nach der bekannten EINSTEIN-PLANCK-Bezie-
hung gilt fiir die Quantenenergic E

E=hv=h;

(A: Frequenz, c: Lichtgeschwindigkeit im Vakuum,
A: Wellenlidnge, h: Elementarquantum, h = 6,63 x
10™*J/s). Esist also

—p.C.
H=h-7-0 (14

Beziehung (13) wird damit

e- H -\ = constant/[geffekt (15)

Daraus folgt, daBl die bestimmten Energiefluenzen
jeweils mit den Wellenldngen A multipliziert wer-
den miissen, um zu einem korrekten Aktionsspek-
trum zu gelangen (sogenannte ,,Quantenkorrek-
tur®). In der Regel werden diese auf eine bestimm-
te Bezugswellenldnge — meist die des Maximums —
normiert.

Abbildungen 3 und 4 zeigen zwei Beispiele von Ak-
tionsspektren. Das erste reprisentiert ein klassi-
sches Exempel, wodurch schon mehr als zehn Jahre
vor der biochemischen Aufklirung die Bedeutung
der Desoxyribonukleinsiure gezeigt wurde. In Ab-
bildung 4 wird ein neueres Pendant gezeigt, nim-
lich das Aktionsspektrum fiir die Abtétung von
Saugerzellen.

4. Aktionsspektren bei Vorabsorption

Im bisher diskutierten ,reinen“ Fall entspricht
die spektrale Wirkungsfunktion s(A) dem Verlauf
des Extinktionsspektrums €(A) des priméren Chro-
mophors. Diese idealen Verhéltnisse sind in praxi
selten anzutreffen. Bei Vorabsorption wird der In-
tensititsverlauf der Lichtquelle durch das Trans-
missionsspektrum T()) der vorgelagerten Molekiile
moduliert, die den Chromophor erreichende Quan-
tenfluenz ist u.U. deutlich verringert. Die dann
gemessene spektrale Wirkungsfunktion zeigt einen
oft drastisch gednderten Verlauf. Bezeichnet man
mit s’(A) das bei Vorabsorption bestimmte Wir-
kungsspektrum und mit o’(\) die zugehdrigen
Fluenzwerte, so gilt

_ < N
s(A\) = ORI (c: Normierungsfaktor)

und

0= )

somit

gA)=TQ)-s(r)  (16)

Die erhaltene Wirkungsfunktion ist also durch das
Produkt aus Transmissions und tatsdchlichem Wir-
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Aktionsspektren fiir Inaktivierung von Zellen des Chi-
nesischen Hamster (¥ TODD et al, 1968,54 ROTH-
MAN und SETLOW, 1979, ¢ WELLS und HAN,
1984, @l ZOLZER und KIEFER, 1984 (aus: ZOLZER,
1986) im Vergleich zu einem mittleren Aktionsspek-

trum fir die Schidigung von Bakterien und Phagen

(SETLOW, 1974).

kungsspektrum gegeben. Ein gutes Beispiel fiir die
geschilderten Verhéltnisse stellt--die Erythembil-
dung dar, welche auf einer Zellschidigung im Stra-

tum germinativum der Haut beruht, die im wesent-

lichen dem Absorptionsverhalten der DNS folgt.

Die dariiber liegende Lederhaut (Stratum cor-
neum) schirmt die eindringende Strahlung jedoch
betrdchtlich ab. Dies ist in Abbildung 5 verdeut-
licht. Man erkennt, daf3 zumindet im kurzwelligen
Bereich Theorie und Experiment recht gut tiberein-
stimmen, die Ausldufer bei groferen Wellenldngen
sind wahrscheinlich dadurch bedingt, daf auch
noch andere Chromophore eine Rolle spielen.

5. Polychromatische Strahlenquellen

In den meisten Fillen emittieren die verwende-

"ten Strahlenquellen mehr als eine Wellenlinge.

Falls zwischen ihnen in Bezug auf den fotobiologi-
schen Effekt keine Wechselwirkungen bestehen,
spricht man von additiver Wirkung, d.h. die prima-
ren Fotoprodukte werden von jedem Teil des Ge-
samtspektrums unabhingig erzeugt und addieren
sich zum Gesamteffekt:

=QfsM)esM)dr  (17)
und
y=1£(N")
=f(Q[s()e(M\)dr)  (18)

Dabei sind s(A) die wellenlangenabhéngige spektra-
le Wirkungsfunktion und @()) das Quantenfluenz-
spektrum. Aus (18) geht hervor, daf} eine notwen-
dige Bedingung fiir Additivitit die geometrische
Ahnlichkeit der erhaltenen Fluenz-Effekt-Kurven
ist. Es besteht AnlaB darauf hinzuweisen, daB die
Additivitit auf der Ebene der primaren Fotopro-
dukte und nicht der gemessenen biologischen Wir-
kung besteht. Nur und nur bei linearen Wirkungs-
kurven ergibt sich eine Additivitdt auch der Wir-
kungen.

Hiufig werden Aktionsspektren nicht mit Hilfe

:monochromatischer Lichtquellen, sondern dadurch

bestimmt, daB mit Hilfe von Kantenfiltern aus ei-
nem Gesamtspektrum schmale Anteile sukzessiv
eliminiert werden. Zur Analyse dieses Verfahrens
ist es zweckméBig, die spektrale Quantenfluenz als
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Abbildung 5

Konstruktion eines Aktionsspektrums fiir die Erythembildung und Vergleich mit experimentellen Daten

(PARRISH etal., 1982).
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Produkt aus der Gesamtfluenz @ und einer nor-
mierten Verteilungsfunktion zu schreiben:

o) =o-f0) (19
mit [ f0\) dh =1

Von einem Gesamtspektrum, das sich von A, bis Ay,
erstreckt, werde nun ein schmales Band A,...A; ab-
geschnitten. Wie iiblich werden wieder identische
Wirkungen betrachtet. Dann gilt

2 i‘ﬁ(x) f(1) dA

1

= ﬁ1[}fm50~) f(r) d - } s(A) f(0) dA] - (20)
A A

0 (s]

und nach Uqurmungy

}ls()») £() dn
A

=(1-2) )j‘“s(x) fady (21)
o1 7»0

Dabei ist g, die fiir die Wirkung notwendige Quan-

tenfluenz des gesamten Spektrums, @, die nach Ein- |

schaltung des Kantenfilters.

Falls der ausgeblendete Bereich schmal genug ist,
kann man die linke Seite von Gleichung (21) mit
s(Ay) gleichsetzen, das Integral auf der rechten Seite
ist konstant. Die Bestimmung der spektralen Wir-
kungsfunktion setzt also — wie bei der Verwendung
monochromatischer Quellen - eine exakte Messung
der Quantenfluenzen voraus.

Das beschriebene Verfahren 148t sich verallgemei-
nern durch sukzessives Abschneiden des Spektrums
mit Hilfe mehrerer Kantenfilter. man erhélt dann
analog

- A
02) = 0 (- ) [SM & (22)
Die weitere Verallgemeinerung ist offensichtlich.:

6. Uber die Anwendung von Wirkungsfunktionen

Spektrale Wirkungsfunktionen haben nicht nur
einen fundamentalen Wert zur Erforschung von
Grundvorgéngen, sondern kénnen auch herange-
zogen werden zur Bewertung von Lichtquellen, al-
lerdings immer nur im Hinblick auf einen bestimm-
ten Effekt. Aus diesem Grunde ist Skepsis ange-
bracht bei der Einfithrung von ,,allgemeinen Wir-
kungsfunktionen®“. Es mufB3 auch darauf hingewie-
sen werden, daf} die grundsétzliche Anwendbarkeit
an die Voraussetzung der Additivitdt gekniipft ist.
Diese ist sehr haufig nicht gegeben, vor allem dann,
wenn im betrachteten Spektralgebiet noch andere
fotobiologische Effekte vorliegen. Ein typisches
Beispiel ist die Fotoreaktivierung der UV-induzier-
ten Inaktivierung von Mikroorganismen. Wechsel-
wirkungen zwischen verschiedenen Spektralberei-
chen fithren dazu, daf3 ,,monochromatische* und
»polychromatische“ Aktionsspektren erhebliche
Unterschiede aufweisen kdnnen.

7. SchluBifolgerungen

Aus dem vorher Gesagten geht hervor, daf3 exak-
tes fotobiologisches Arbeiten eine moglichst ge-
naue Kenntnis der Bestrahlungsbedingungen vor-
aussetzt. Die Erfahrung zeigt, daB die Ubernahme
von Lampen- und Filterspektren aus Firmenpro-

spekten nicht ausreicht. Fabrikationsunterschiede
und Alterungsprozesse konnen zu gravierenden
Abweichungen von der ,Norm* fiilhren — auf die
eigene Messung kann nicht verzichtet werden. Die
spektrale Verbindung der Quantenfluenz ist die
entscheidende MeBgrof3e, ihre Bestimmung ist bei
nicht monochromatischen Quellen durchaus nicht
trivial. Aber auch bei monochromatischer Strah-
lung koénnen Vorabsorption und Streuung bewir-
ken, daB die biologischen Objekte eine geringere
als an der Oberfliche gemessene Fluenz erhalten,
wie zuvor gezeigt.

Bei der Beschreibung von Grundphidnomenen ist
auf die Angabe von Fluenzen und deren spektraler
Verteilung nicht zu verzichten. Die Wichtung mit
noch so attraktiv erscheinenden Wichtungsfunktio-
nen sollte vermieden werden, denn hierdurch wird
— aufgrund der durchgefiihrten Mittelung — Infor-
mation verloren. Ein solches Verfahren hat nur ei-
nen gewissen heuristischen Wert zur schnellen ver-
gleichenden Charakterisierung verschiedener Sze-
narien, kann aber die genaue Angabe der optischen
Parameter niemals ersetzen. Die Wichtung mit
nicht dem untersuchten Effekt entsprechenden Ak-
tionsspektren stellt einen schwerwiegenden syste-
matischen Fehler dar, der leicht vollig unzutreffen-
de Schlufifolgerungen provozieren kann.
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