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Ao Einleitung

Eine entscheidende biologische Wirkung ionisierender Strah­
len ist die Hemmung der Zellteilung und des Zellwachstumso

Wesentlich für das Zustandekommen dieses Strahlenschadens
ist die Veränderung des Erbgutes. Die Nukleinsäuren als
Träger der genetischen Information spielen hierbei eine

zentrale Rolle.

Die Bedeutung der Desoxyribonukleinsäure (DNS) für die bio­
logische Strahlenreaktion zeigt ein Versuch mit Mikroorga­
nismen (DAVIS 1953)0 Bei Bestrahlung von Bakteriophagen mit
niederenergetischen Elektronen, deren Reichweite man genau
bestimmen konnte, wurden zwei Zonen von unterschiedlicher
Strahlenempfindlichkeit erkennbar: Während die Schädigung
der äußeren Proteinhülle die Aktivität des Phagen kaum be­
einflußte, erfolgte bei einer bestimmten Eindringtiefe der
Elektronen ein starker Aktivitätsabfallo Man konnte auf­
grund dieser Untersuchungen die Größe des strahlenempfind­
lichen Bereichs des Phagen bestimmen; sie war identisch
mit dem Volumen der Desoxyribonukleinsäure.

Ein Vergleich von Mikroorganismen und Säugetierzellen
zeigt, welchen Einfluß das Volumen der DNS auf die Strah­
lenempfindlichkeit einer Zelle in Bezug auf ihre Teilungs­
fähigkeit hat. Die Säugetierzelle, die wegen ihres kompli­
zierten genetischen Informationsgehaltes über eine größere
DNS-Menge verfügt, ist zehnmal strahlenempfindlicher als
ein Bakterium. Schon bei einer Dosis von 50 R, bei der
Chromosomenbrüche zu beobachten sind, ist die Teilung
einer diploiden menschlichen Zelle unterbunden; der Zell­
kern bleibt in der Prophase der Mitose stehen. So können
verhältnismäßig kleine Strahlendosen beträchtliche biolo­
gische Strahlenschäden bewirken, die vermutlich nur durch
sehr geringe Veränderungen an der DNS-Struktur bedingt
sind. Mit chemischen Methoden lassen sich diese aber erst
nachweisen, wenn man die Zellen mit sehr hohen Dosen be­
strahlt; hier können jedoch sekundäre, d.h. stoffwechsel­
bedingte Reaktionen an der DNS nicht ausgeschlossen werden.
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Es ist deshalb zweckmäßig, die verschiedenen strahlenbe­
dingten Reaktionen an der DNS in wässrigen Lösungen zu

untersuchen.

Bei der Bestrahlung von DNS-Lösungen kommt weniger die im
DNS-Molekül direkt absorbierte, sondern vor allem die im
Lösungsmittel absorbierte Strahlenenergie zur Wirkung. Hier
führen die im Wasser entstehenden Reaktionsprodukte zu Radi­
kalen im Makromolekül und dann zu bleibenden chemischen
Veränderungen. Diese Art der Strahlenwirkung wird als indi­
rekte Wirkung bezeichnet. Die direkte Strahlenwirkung kann
man dagegen eindeutig nur nach Bestrahlung im trockenen
Zustand bestimmen. Da wir es bei biologischen Objekten
meist mit wasserhaItigen Systemen zu tun haben, müssen wir
bei in vive Bestrahlungen mit beiden Strahlenwirkungen
rechnen.

Die primäre und sekundäre Struktur der DNS bietet einen
Anhalt für die Untersuchung und Erklärung von Strahlen­
schäden.

Abb. 1

Abbildung 1 zeigt einen kurzen Abschnitt eines DNS-Mole­
küls. Es hat die Form einer Doppelhelix aus zwei Polynukleo­
tidketten, in denen Purin- und Pyrimidinbasen in einer
spezifischen Sequenz angeordnet und durch Wasserstoff­
brücken miteinander verknüpft sind. Zwischen den Basen
Adenin und Thymin werden zwei, zwischen Guanin und Cytosin
drei Wasserstoffbrücken angenommen. In diesem Zustand wird
das DNS-Molekül als nativ bezeichnet. Eine DNS mit dem Mole­
kulargewicht von 107 baut sich aus 16 500 Nukleotidpaaren
auf.

Extreme pR-Bedingungen oder hohe Temperaturen vermögen die
Wasserstoffbrücken zwischen den Basen aufzulösen, so daß
sich die beiden Einzelstränge entspiralisieren und trennen.
Eine solche DNS nennt man denaturiert. Der allmähliche An­
stieg der Extinktion bei 260 nm während der Denaturierung
mit steigender Temperatur wird als Schmelzkurve bezeichnet-,
die Extinktionserhöhung wird hyperchromer Effekt genannt.
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Durch Enzyme, mechanische Kräfte, Säuren oder alkalische
Agentien können chemische Bind~gen in beiden Nukleotid­
ketten so gebrochen werden, daß das MolelDiI in kürzere

Stücke zerlegt wird, d~e man dffiL~ als ~~~dierte DNS be­
zeichnete Dabei kfu~j die dop~elsträngige, native Form
(durch die Wasserstoffbrücken stabilisiert) erhalten blei­
ben oder aber eine gleichzeitige Denaturierung eintreteno

Neben den recht gut unter8~ch~en strahlenchemischen Reak­
tionen an den isolierten Nukleinsäure"bausteinen weiß man
noch verhältnismäßig we~ig über die Strahlenschäden an der
DNS selbsto Im folgenden sollen einige Veränderungen der
makromolekularen Struktur der DES, wie sie nach Bestrahlung
in vivo sowie in vitro gefunden wurden, kurz umrissen werdeno

Die ersten physikochemischen Befunde an röntgenbestrahlter
DNS bezogen sich auf das Absinken der Viskosität mit stei­
gender Dosiso Gleichzeitig 1;!urde die Freisetzung terminaler
Phosphatgruppen beobachtet, was auf eine strahlenbedingte
Degradierung der DNS hindeutete (BUTLER 1956, 1959)e Die
Phosphatfreisetzung ließ jedoch auf eine größere Anzahl
von Brüchen schließen als die Abnar-me der Viskositäto
Hieraus ergab sich, daß nach Bestrahlung sowohl Brüche in
der Nukleotid-Einzelkette als euch in der Doppelkette auf­
treten, von denen letztere die viskcsimetrisch meßbare De­
gradierung verursacheno

Die Brüche in der Einzelkette können jedoch erfaßt werden,
wenn man die beiden Stränge durch schonende Denaturierung
voneinander trennto Mit I=~lfe der Molehrulargewichtsvertei­
lung von nativer und denaturierter DNS ermittelte HAGEN
(1967) die Zahl der strahleninduzierten Einzel- und Doppel­
brüche pro DNS-Molekülo Ein Doppelbruch entsteht nur dann,
wenn zwei Einzelbrüche sich genau gegenüber liegen oder
durch höchstens drei Nukleotidpaare voneinander getrennt
sindo Ein weiterer Strahlenschaden ist die Aggregation von
Molekülen, doho eine Vernetzung benach~arter Helices, die
man als Rekombination von Makroradikalen deuten kanno Diese
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von ALEXANDER und LETT (1960) durch das unterschiedliche
Verhalten von Viskosität und Sedimentation nach Bestrah­
lung von DNS-Gelen nachgewiesenen Vernetzungen wurden von
HAGEN und WELLSTEIN (1965) nach Bestrahlung trockener DNS
unter Stickstoff, Sauerstoff und im Vakuum eingehend unter­
sucht 0 Bei der Bestrahlung im Vakuum ist jedes dritte Er­
eignis an der Einzelkette eine Vernetzung, während unter
Sauerstoff die Zahl der Brüche gegenüber den Vernetzungen

ansteigt.

Einen wesentlichen Teil der bekannten Strahlenreaktionen
an der DNSmacLtdie Zerstörung von Basen auso Diese Zer­
störung wird für den Absorptionsverlust der DNS nach Be­
strahlung verantwortlich gemachto Die Desaminierung, die
Ringöffnung an Purinen und die Peroxydbildung am Pyrimidin­
ring sind von WEISS (1964) an isolierten Basen nachgewiesen
und auch nach Bestrahlung makromolekularer DNS beschrieben
worden. Eine besondere Bedeutung kommt der Basenzerstörung
bei der Hemmung der Matrizenfunktion der DNS im RNS-Poly­
merasesystem zu (ZIMMERMANN uoao 1964, HAGEN uoao 1965)0

Außer Brüchen, Vernetzungen und Eaeenschädigungen wurde
auch die Strahlenempfindlichkeit der Wasserstoffbrücken
in der nativen DNS untersucht. COX uoao (1958) konnten
nach Bestrahlung gelöster DNS eine Verschiebung der Titra­
tionskurven nachweisen, die auf einer Zunahme basischer
Gruppen im DNS-Molekül beruht. Sie berechneten daraus den

Prozentanteil zerstörter Wasserstoffbrückeno EMMERBON u.a.
(1960) beobachteten einen Extinktionsanstieg der DNS nach
Bestrahlung, der mit dem hyperchromen Effekt zu vergleichen
ist und damit auf eine Denaturierung hindeutet. Eine Ver­
änderung der Absorption nativer DNS nach Bestrahlung haben
auch COLLYNS uoao (1965) bei verschiedenen pR-Werten ge­
messen. Aus dem Grad der Hyperchromizität bei pH 8,5 und
der Absorptionsabnahme bei pH 2,5 berechneten sie die Zahl
der gebrochenen Wasserstoffbindungen pro 100 eV absorbierter
Strahlenenergie zu 6,6. HAGEN (1962) sowie HAGEN und WILD
(1964) untersuchten diese strahlenbedingte Denaturierung
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unter Heranziehung verschiedener Kriterieno Mit der Be­

stimmung des Absorptionsmaximums, durch eine Veränderung
der Schmelzdiagramme und aufgrund der Formaldehydreaktion

zeigen sie, daß nach einer Strahlendosis, die das Moleku­
largewicht auf ein Zehntel herabsetzt, 50 %aller Wasser­
stoffbrücken gespalten sindo

Mit diesen Untersuchungen war das Aufbrechen von Wasser­
stoffbrücken in der DNS im wesentlichen jedoch nur quali­
tativ und summarisch erfaßt worden und es blieb unberück­
sichtigt, ob einzelne Moleküle vollständig, andere dagegen

nicht denaturiert sind oder ob partiell denaturierte Mole­
küle vorliegeno Bei der Suche nach Wegen, die einzelnen
DNS-Moleküle in ibrer Form und Konfiguration näher zu unter­
suchen, erhob sich die Frage nach der Fraktionierung be­
strahlter DNSo BENDICH uoao (1958) konnten mit einer Zellu­
lose-Ionenaustauscher-Säule DNS nach dem Molekulargewicht
und dem Basenverhältnis fraktionieren sowie 5-Bromuracil­
markierte von normaler DNS trenneno Für unsere Versuche
mit bestrahlter DNS schien jedoch die von MANDELL und
HERSHEY (1960) beschriebene Säule aus methyliertem Albumin
auf Kieselgur (MAK-Säule) geeigneter zu seino

Mit Hilfe der MAK-Säule sind folgende Fraktionierungen
möglich:

10 Trennung von nativen und denaturierten DNS-Moleküleno
20 Trennung nach dem Molekulargewichto
30 Trennung nach der Basenzusammensetzungo

HERSHEY UDaD (1963) zufolge ist die Bindung an die MAK­
Säule ein sehr empfindliches Kriterium zur Erkennung dena­
turierter DNS-Moleküleo Es lassen sich schon Denaturierun­
gen erfassen, die nur auf einen kurzen Abschnitt im Molekül
begrenzt sind und sich noch nicht in einer Veränderung
der Schmelzkurve oder der Hyperchromizität bemerkbar macheno
Die genannten Autoren untersuchten diese "lokalen Denatu­
rierungen", die bei makromolekularer DNS durch Scherkräfte
verursacht werden können, auf ihr spezifisches chromato­
graphisches Verhalteno
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Wie im folgenden gezeigt wird, können durch die Chromato­
graphie an der MAK-Säule auch einzelne, durch ionisierende
Strahlung erzeugte umschriebene Zonen mit offenen Wasser­
stoffbrücken (lokale Denaturierungen) erfaßt werden.

B. Material und Methoden

Die für unsere Versuche benötigte DNS gewannen wir aus dem
lymphozytenreichen Kalbsthymusgewebe nach den im folgenden
beschriebenen Isolierungsmethoden. Die DNS wurde dabei
durch geeignete Detergentien aus der Zelle befreit und von
den Kernproteinen abgetrennt. Mit 1/10 M NaCl-Lösung unter
Zusatz von Natriumcitrat (zur Hemmung der Desoxyribonuklease)
erhielten wir die DNS als Natriumsalz. Beim 1solierungspro­
zeß war vorsichtige Handhabung, d.h. Vermeidung von starken
Scherkräften und hohen Temperaturen, für die Qualität der
DNS von großer Bedeutung.

I. Gewinnung von DNS durch Fällung mit Alkohol

Das Thymusgewebe wurde unmittelbar nach dem Schlachten auf
Trockeneis gelegt und tiefgefroren vom Schlachthof bezogen.
Die weitere Aufbewahrung erfolgte bei -20oC.Nach der Metho­
de von KAY u.a. (1952) wurden 10 g Thymusgewebe in 100 ml
0,14 M NaCI + 0,01 M Na-Citrat-Lösung mit einem Ultra­
turrax zerkleinert und bei oDe 10 min mit 5000 Upm zentri­
fugiert. Das Sediment wurde 3 mal mit NaCI + Na-Citrat­
Lösung gewaschen und danach in 360 ml dieser Lösung aufge­
nommen. Nach Zugabe von 40 ml 5 %igem Natriumdodecylsulfat
(Duponol) wurde die Gesamtpräparation auf 1 M NaCl gebracht,
was durch die Lockerung des Nukleoproteinverbandes zu einem
Anstieg der Viskosität führt. Die durch diese Behandlung
denaturierten und an das Dodecylsulfat komplexartig gebun­
denen Proteine wurden an Kieselgurpulver adsorbiert und
abzentrifugiert (30 min mit 9000 Upm). Den Überstand ver­
setzten wir zu gleichen Teilen mit 96 %igem Alkohol, wo­
durch die DNS gefällt wird. Erst bei weiterer Zugabe von
Alkohol (etwa bei einem Verhältnis von 2:1) fällt auch die
RNS aus (LITTLETON und PETERSEN 1964). Auf diese Weise war
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sie gut von der DNS zu trenneno Die in der Lösung sicht­
bar werdenden weißen DNS-Fasern \~rden in Form eines Ko­
kons auf einen Glasstab gevrickelt, nach leichtem Auflockern

mit zwei Pinzetten in Alkohol, Aceton und Äther gewaschen
und an der Luft getrocknet 0

Um ein DNS-Präparat mit mäSlichst niedrigem Proteingehalt
zu erhalten, resuspendierten wir diese sogo Roh-DNS in
180 ml 0,01 11 NaCl während 10 bis 16 Stunden und homogeni­
sierten die Lösung mit einem Hand~omogenisatoro Danach

wurde sie auf 1 M NaCl eingestellt und nochmals mit 20 ml
Duponol behandelto Nach dem Zentrifugieren folgte wiederum
die Fällung mit Alkohol 0 Anschließend wurde die DNS wie
vorher gewaschen und Ectroc:G1eto Durch mehrfaches Umfällen
konnte der Proteingehalt auf 0,5 % reduziert werdeno Die
Ausbeute an trockener DNS betrug im Mittel 200 bis 300 mg
pro 10 g Thymuso

Diese durch Fällung isolierte DNS wird im folgenden mit
"Duponol-DNS" bezeichne~o

Durch Sedimentationsanalysen war gezeigt worden (HAGEN
1967), daß durch mehrfache Fällung die Größenverteilung
der DNS-Moleküle inmer breiter wurde; daher entschlossen
wir uns, für die vorliegenden Versuche vor allem die DNS­
Präparationsmethode oh.:.'1.e Fällung heranzuzieheno

110 Gewinnung von DNS ohne Fällung

Nach der von COLTER uoao (1962) beschriebenen Isolierung
der DNS mit einer phosphatgepufferten Salzlösung und wasser­
gesättigtem Phenol verfuhren wir folgendermaßen:

2 g Thymusgewebe wurden mit 34 ml 1,0 M NaCl + 0,05 M
Phosphatpuffer pH 7,3 und 4 ml 5 %igem Natriumdesoxycholat
im Handhomogenisator bei + 4 0 C zerkleinerto Mit 40 ml
75 %igem, frisch destilliertem Phenol wurde das Homogenat
30 min gerührt und bei OOC 30 min lang mit 12 000 Upm
zentrifugiert 0
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Der größere Anteil der DNS ist in der wässrigen Phase ge­
löst, die mittels einer Rekordspritze von der Phenolphase
abgehoben wurde. Das denaturierte Zellprotein, das sich

bei der Zentrifugierung in der Interphase zwischen der
wässrigen und der phenolischen Schicht sammelt, enthält
jedoch nicht zu vernachlässigende Mengen an DNSo Diese
weiße Proteinschicht mußte deshalb mit 20 ml 1 M NaCI und
20 ml Phenol nochmals 10 min gerührt werden. Nach dem Zen­
trifugieren wurde die DNS-haltige Phase wie zuvor abgeho­

ben und mit der ersten vereinigt.

Die DNS-Lösungen behandelten wir zur besseren Enteiweißung
dann noch ein- bis zweimal mit Phenol. Das in der wässri­
gen Phase gelöste Phenol wurde im Scheidetrichter 4 bis
5 mal mit Äther ausgeschüttelt, der gelöste Äther im Rota­
tionsverdampfer beseitigt. Um eine Schädigung der DNS durch
Fällung zu vermeiden, wurde die erhaltene DNS-Lösung 10
bis 16 Stunden gegen 0,2 M NaCI pR 7 dialysiert.

Zur Entfernung der RNS inkubierten wir die Lösung 4 h bei
37 °c mit pankreatischer Ribonuklease A (25 Y/ml). Eine
weitere Behandlung mit 75 %igem Phenol entfernte das Enzym­
protein. Darauf folgte eine 10 bis 16 stündige Dialyse
gegen 0,01 M NaCI + 0,01 M KCI pR 7. Die K+-Ionen be­
günstigten die Dialyse der Ribonukleotide. Wir versuchten,
durch die Erhöhung der KCI-Konzentration den RNS-Gehalt
der Präparation zu erLiedrigen; dies gelang jedoch nicht.
Die K+-Ionen wurden durch ein- bis zweifachen Wechsel des
Dialysebades wieder beseitigt. Wir erhielten die DNS in
0,01 M NaCl Lösung mit durchschnittlichen Konzentrationen
von 0,5 bis 0,8 mg/mI und in einer Ausbeute von 20 bis
30 mg pro 2 g Gewebe.

111. Qualitätsprüfungen für die DNS-Präparationen

Zur weiteren Planung der Versuche war es wichtig, die
Qualität der DNS zu bestimmen, da diese durch unvorsich­
tige Isolierungsprozesse leicht beeinflußt werden konnte.
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10 Bestimmung der K~nzen!F~~

Da die drei Bestandteile: Basen, Zucker und Phosphatgrup

pen in der DNS in äquimolarem Verhältnis vorliegen, führt
die quantitative Bestimmung eines jeden Bestandteils allein
bereits zur Ermittlung der Konzentrationo Die folgenden
verschiedenen Besti~~ungsmethodenwurden je nach den expe­
rimentellen Gegebenheiten angewendeto

a) !Q~2~E~!2~~~~~~~g

Gewöhnlich genügt zur Bestimmung der Konzentration die für
.die Basen spezifische Absorption bei 260 nm, die jedoch
durch Verunreinigungen zu hohen Protein- oder RNS-Gehalt
gestört sein kanno Diese Absorption gibt nur einen relati­
ven Wert der Konzentration an, eine absolute Messung ist
nur mit Hilfe der Bestimmung des Phosphatgehaltes möglicho
Für den Vergleich von Phosphatgehalt und Extinktion ver­
wendeten wir besonders gut gereinigte DNSo Der aus dem
Phosphatgehalt ermittelte Extinktionsfaktor für die Kalbs­
thymus DNS mit etwa 40 % Cytosin und Guanin beträgt
22,J cm2/mgo

b) !~!2~~~~!~~~~g~_~~~!~~~g_~~~_~Q2~~Q~~g~g~1~~~

Die Bestimmung des Phosphatgehaltes führten wir nach der
Methode von CHEN uoao (1956) durch 0 Das Chen-Reagenz be­
steht aus: 1 Volo 6 N H2S04 , 2 Volo H20, 1 Volo 2,5 %iges
Ammoniummolybdat + 1 Vol o 10 %ige Ascorbinsäure, es ist
nur einen Tag haltbaro Das organische Phosphat mußte zu­
nächst in anorganisches Phosphat umgewandelt werden, und
zwar durch Aufschluß mit alkoholischer Magnesiumnitrat­
Lösung 0 Von einer DNS-Lösung mit der Konzentration von

etwa 0,1 bis 1,0 mg/mI wurden 0,05 ml mit 0,05 ml 10 %iger
alkoholischer Mg(N03)2-Lösung solange eingedampft, bis sich
keine braunen Dämpfe mehr entwickelteno Das entstandene
Orthophosphat wurde quantitativ in 0,3 ml 1 N HCI aufgenom­
men, 15 min im Wasserbad gekocht, danach mit 1,7 ml H20
aufgefüllt und zu gleicben Teilen mit dem Chen-Reagenz ver­
setzt, wodurch es in einen Molybdänkomplex überführt wirdo
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Dieser Komplex wird mit Ascorbinsäure in Gegenwart von
konz. H

2
S04 zu Molybdänblau reduziert. Nach 1 bis 1,5 h

war das Gleichgewicht dieser Reaktion, bei der das Phosphat

eigentlich nur eine katalytische Wirkung hat, erreicht, und
die Farbintensität konnte bei 820 nm photometrisch gemessen
werden. Aus einer Standardkurve für diese Reaktion mit
KH

2
P04 konnte der gesuchte Phosphatgehalt ermittelt werden.

Der Anteil des Phosphors am Molekulargewicht der Kalbs­
thymus DNS beträgt etwa 10 %0

c) ~2!2E~~~!E!~~g~_~~~~!~~gg_~~E_P~~2!lE!Q2~~_!g_QN§

Wenn die DNS in Phosphatpuffer gelöst vorlag und die Ab­
sorptionsmessung nicht zuverlässig erschien, bestimmten
wir den Desoxyribosegehalt nach den kolorimetrischen Metho­
den von DISCHE (1930), auch in der Abwandlung von BURTON
(1956) oder WEBB uoao (1955)0

Nach der Vorschrift von DISCHE wird die DNS-Testlösung
(10 - 200 ~g/ml) mit einem stark essigsauren Diphenylamin­
reagenz unter Zusatz von konzo H2S04 im Verhältnis 1:2
versetzt und für 5 min in ein kochendes Wasserbad ge­
stellto Das Reagenz besteht aus 1 g Diphenylamin + 98 ml
Eisessig + 2 ml konzo H2S04 o Bei dieser Behandlung werden
die an Purinbasen gebundenen Desoxypentosen hydrolysiert
und mit Diphenylamin zu einer blaugefärbten Komplexbindung
umgesetzt, die bei 540 nm photometriert werden kanno Als
Standard benutzten wir eine gereinigte DNS-Lösung, deren
Phosphatgehalt bekannt war 0 Die nach BURTON veränderte
Dische-Reaktion, bei der Acetaldehyd zugesetzt wird, er­
wies sich wegen ihrer höheren Empfindlichkeit bei geringer
DNS-Konzentration als besonders geeignet.

Die Desoxyribosebestimmung nach WEBB erfolgte mit Nitro­
phenylhydrazino Die DNS-Lösung wird zu gleichen Teilen
mit 10 %iger Trichloressigsäure versetzt und 30 min bei
90 °c im Wasserbad degradiert, danach mit dem 0,5 %igen,
alkoholischen p-Nitrophenylhydrazin-Reagenz in einem Ver­
hältnis von 2,5 ml Testlösung zu 0,1 ml Reagenz gemischt
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und nochmals 20 min bei 90 °c inkubierte Nach dem Abkühlen
auf Raumtemperatur wurde das überschüssige Nitrophenyl­
hydrazin mit Essigsäurebutylester (etwa 5 ml) 5 min lang

ausgeschüttelt, die organische Phase abgehoben und verwor­
fene Von der unteren wässrigen Phase entnahmen wir 1,5 ml
und versetzten diese Menge in einer Meßküvette mit 1 ml

1 N NaORe Nach raschem Durchmischen mußte sofort bei 546 nm
photometrisch gemessen werdeno Aus einer Eichkurve mit
gereinigter DNS ermittelten wir die Konzentrationo

20 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Methode von LOWRY uoa o (1951), die sich für geringe
Proteinmengen, wie sie bei einer DNS-Präparation auftre­
ten, besonders gut eignet, basiert auf dem Prinzip der
Folin-Reaktiono

Von gefällter DNS ließen wir 6 mg in 0,6 ml R20 über Nacht

quellen und 2 h bei 90 °c im Wasserbad degradieren, um
eine homogene Lösung zu erhalteno Von gelöster DNS nahmen
wir 0,6 ml oder ein Vielfaches davon; die Probe sollte
5 bis 100 ~g Protein enthalteno Zu den Proben wurden je
3 ml alkalischer Kupfersulfat-Natriumtartrat-Lösung zuge­
setzt und gut gemischt 0 Diese Lösung besteht aus 50 ml

2 %Na2C03 in 0,1 N NaOH und 1 ml 0,05 %CuS04 + 1 %Natrium­
tartrat 0 Nach 10 min wurde 0,3 ml phenolisches Folin­
Ciocalteu-Reagenz rasch zugefügt und in 1 bis 2 sec gemischte
Nach einer Reaktionszeit von 30 min bei Raurrtemperatur wur­

de die Testlösung bei 691 nm photometrisch gemessene Der
Proteingehalt konnte aus einer Standardkurve mit Rinder­
serumalbumin abgelesen werdene

3e Bestimmung des RNS-Gehaltes

Der ENS-Gehalt von DNS-Präparaten wurde mit der Orcinreak­
tion auf Ribose bestimmt (VOKIN und CORN 1954)0 2 g Orcin
und 1,35 g Ferriammoniumsulfat wurden in 50 ml Wasser ge­
löste Vor dem Gebrauch mußte diese Stammlösung mit 17 Tei­
len konzo HCl und 3 Teilen Wasser verdünnt werden. Das
käufliche Orcin wurde einmal in Aethanol umkristallisierto
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Eine Voraussetzung für die Genauigkeit der Bestimmung ist
jedoch, daß die DNS möglichst beseitigt wird, da sie eben­

falls, wenn auch nur schwach, mit dem Orcinreagenz eine
Färbung gibto Zu diesem Zweck denaturierten wir 1,8 ml
DNS + 0,2 ml 1 N NaOH bei 90 °c und fällten sie anschlies­
send mit 0,25 ml 1 N HCI (pH 2)0 Durch die Alkalibehand­
lung wird die RNS spezifisch hydrolysierto Der Nieder­
schlag konnte abzentrifugiert und der Überstand auf Ribose

untersucht werdeno

1 ml dieser Testlösung, die nicht mehr als 50 ~g Ribose
enthalten sollte, wurde mit 3 ml Orcin-Reagenz 20 min in
ein kochendes Wasserbad gestellt und nach Abkühlen auf
Zimmertemperatur bei 660 nm photometrierto In gleicher
Weise wie beim Diphenylamintest auf Desoxyribose werden
unter diesen Bedingungen nur die an Purine gebundenen
Zucker erfaßto Als Standard benutzten wir "RNA yeast"
(Worthington) nach NaOH-Hydrolyseo

40 Bestimmung des Molekulargewichtes

Eine wichtige Qualitätsprüfung bei unseren Versuehen war
die Bestimmung des Molekulargewichtes; dies erfolgte mit
Hilfe der Viskositätsbestimmung und der Sedimentations­
analyse 0

a) Y~~~2~~~~~~~~~~~g~g_

Die Viskosität der DNS-Präparationen in wässriger Lösung
wurde mit einem Drehviskosimeter nach HATSCHEK-COUETTE
bestimmt, dessen Schergradient 8,4 sec-1 betrugo Die ge­
messene Viskosität ~ wurde zu der Viskosität des reinen
Lösungsmittels ~L in Beziehung gesetzt und so die spezi­
fische Viskosität ~ ermittelt 0sp

= - 1



Das Verhältnis der spezifischen Viskosität zur DNS-Konzen­
tration C~sp/c) gegen die Konzentration Cc) aufgetragen
und auf die Konzentration Null eA~rapoliert, ergab die
Viskosität bei unendlicher Verdiinnung [~Jo

11
[~J = lim ~

c-)O c

Wir erhielten für die Viskosität [~J von "Phenol-DNS" in
0,01 M NaCl-Lösung Werte von 80 bis 170, wobei die Kon­
zentration in g/100 cm3 angegeben wurdeo Da die DNS-Mole­
küle in höherer Ionenkonzentration eine Form annehmen,
bei der die gegenseitige Behinderung abnimmt, ist die Vis­
kosität in 0,1 M NaCl deutlich geringer, daher in größerer
Verdünnung auch nicht so gut meßbaro Die in der Literatur
angegebenen Werte beziehen sich aber in den meisten Fällen
auf 0,1 bis 1,0 M Ionenkonzentrationo

b) §~~!!~g!~!!2g~2~~!!~~gg~g

Die Sedimentation wurde in der analytischen Ultrazentri­
fuge (Modell Spinco E, Beckman) mittels der Absorption
der DNS bei 260 nm untersuchto Die Temperatur betrug 200 C,
die Konzentration der DNS ~~de entsprechend der Extinktion
bei 260 nm so gewählt, daß bei einer Belichtungszeit von
20 sec eine lineare Beziehung zwischen der Schwärzung des
Films und der DNS-Konzentration besteht (5 - 30 ~g/ml)o

Die Ionenstärke der Lösungen betrug 0,2 M NaCl + 0,025 M

Phosphatpuffer pR 7,3D Die denaturierten Proben enthiel­
ten zusätzlich 2 % Formaldehydo Die Denaturierung der
DNS-Proben erfolgte dabei durch eine kurze Alkalibehand­
lung und anschließende Neutralisierung unter Zugabe von
Formaldehyd (DAVISON uoao 1964)0

Die Intensität der Schwärzung wurde mit dem Mikrodensito­
meter Analytrol (Beckman) registrierto Die Sedimentations­
konstante SO wurde graphisch aus dem Verhältnis von~ *)

app

*) Sapp = Sedimentationskoeffizient, der im Experiment bei
der Konzentration c gemessen ~~rde, unkorrigiert für
VerdÜllnungseffekt und Druckeffekto
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zur Konzentration c durch Extrapolation auf unendliche
Verdünnung Cc = 0) ermittelt 0 Nach HAGEN (1967) beträgt
der Unterschied von S zu SO bei nativer DNS mit einemapp
S-Wert von 20 nicht mehr als 12 %und ist bei degradier-
ter sowie denaturierter DNS - mit einem S-Wert kleiner
als 10 - vernachlässigbar kleino Für native Phenol-DNS

erhielten wir Sedimentationsmittelwerte von 21 bis 33 So

c) ~~!~~!~~g~~!2~~~~~~~~~~g~~

Für die Ermittlung der Molekulargewichte aufgrund der Vis­
kosität allein richteten wir uns nach der in unserem Labor
experimentell ermittelten graphischen Beziehung zwischen

Ms~ und [~J in 0,01 M NaClo Das Molekulargewicht Ms~ wird
dabei aus kombinierten Messungen von Sedimentation und
Viskosität erhalteno Die Beziehung [~J zu M stimmt mit
der Angabe von LETT und STACEY (1960) weitgehend überein;
hier wurde das Molekulargewicht unabhängig von der Vis­
kosität mittels der Lichtstreuung bestimmto

Für denaturierte DNS wurde aus den Darstellungen von
EIGNER und DOTY (1965) die Beziehung [l1J = 3,11 0 10-50
MO,912 entnommen 0 Für eine Viskosität von [~J = 20 konnten

wir ein Molekulargewicht von 2,33 0 106 berechneno

Die Bestimmung des Molekulargewichtes einer DNS-Probe
ist jedoch aufgrund der Sedimentationskonstanten zuver­
lässiger als durch die Viskosität, insbesondere im Falle
stark degradierter Probeno Zudem ist die Sedimentation
weniger vom jeweiligen Ionenmilieu abhängig als die Vis­
kosität, und die Fehlermöglichkeiten sind geringer 0

Aus der Sedimentationskonstanten SO läßt sich für native
DNS nach der von EIGNER und DOTY (1965) gegebenen Bezie­
hung das Molekulargewicht wie folgt berechnen: SO = 0,063 0

MO,37, für denaturierte DNS gilt nach HAGEN (1967) die
Beziehung S = 0,057 0 MO,37 o

Bei homologen Polymeren, die sich nur in der Kettenlänge
unterscheiden, kann man Viskosität und Sedimentation kom-
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v =

p =

ß =
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biniert zur Molekulargewichtsbestimmung heranziehen. Die
allgemeine Beziehung für flexible Kettenmoleküle wurde
von MANDELKERN uoao (1952) in der folgenden Formel fest­
gelegt:

1
s [~J3 0 N 0 ~ • 10-13

o 0=-...;;...------...,;;,,----
ß (1 - vp)

Molekulargewicht
Sedimentation bei unendlicher Verdünnung
Viskosität bei unendlicher Verdünnung
Viskosität des Lösungsmittels = 0,01 g cm-1 sec-1

partielles spezifisches Volumen der gelösten DNS =
0,55 cm3jg
Dichte des Lösungsmittels = 1,01 gjcm3

ein experimenteller Wert, der für native und dena­
turierte DNS in gewissen Molekulargewichtsbereichen
konstant ist: für native DNS ß = 2,5 0 106 , für
denaturierte DNS ß = 2,3 • 106

N = 6,0235 0 1023

Diese Gleichung gilt sowohl für native als auch für dena­
turierte DNS unabhängig vom Lösungsmittel. Sie ist die
Grundlage für die oben aufgeführten Beziehungen zwischen
S, [l1J und Mo Für eine native Phenol-DNS in 0,2 M NaCI
mit [~J = 65 und SO = 32,7 ergab sich ein Molekularge­

wicht von Ms~ = 30 • 106
0 Die auf diese Weise erhaltenen

Ergebnisse stellen ein gemischtes Mittel des Molekular­
gewichtes daro Zur Berechnung von Brüchen war die Vertei­
lung der Molekulargewichte einer DNS-Probe sowie das sich
daraus ergebende Zahlenmittel Mn (mittlere Kettenlänge)

notwendig.

d) ~~~~!~~~g_~2~_~~~~g~~

Die Verteilung der Molekulargewichte MGi (1<i<n) läßt sich
aus der Sedimentationsverteilung Si berechnen. Diese ergab
sich wiederum aus einer stufenweisen Auswertung des Gra­
dienten in der Ultrazentrifugenzelle; Einzelheiten dieses
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Verfahrens sind bei HAGEN (1967) und COQUERELLE uoao be­
schriebeno Das Gewichtsmittel und das Zahlenmittel erge­

ben sich aus folgenden Beziehungen:

n
Mw =2: m. 0 MG.

. 1 ~ ~
~= l

- I
n m. 1-1

und Mn = L: ~I
i=1 .)

Der Massenanteil m. wurde aus ~c. in % der Gesamtkonzen-
~ ~

tration ermittelt; n ist die Zahl der Meßpunkteo Für eine

native, unbehandelte Kontroll-DNS, für die wir ein Sapp
von 20,3 berechnet hatten, erhielten wir ein Gewichts­
mittel von 1'1 = 12,91 0 106 und ein Zahlenmittel von

w
1'1 = 5,66 0 106

0 Für eine durch Ultraschall abgebaute
n

native DNS, für die [Tl] = 9 war und S = 10,21, errech-
neten wir für 1'1 Tl = 1,214 0 106 0 Das Gewichtsmittel be-

s 6 6
trug Mw = 1,282 0 10 , das Zahlenmittel Mn = 0,820 0 10 0

Aus der mittleren Kettenlänge der Kontrolle, die dem
Zahlenmittel Mn entspricht, und der mittleren Ketten­
länge der abgebauten nativen Probe (Mn) läßt sich die
Zahl der Brüche berechneno

- 1 = Zahl der Doppelbrüche

Aus dem angeführten Beispiel ergab sich:

5,66 0 106
~~------~6- - 1 = 5,9 , doho

0,820 010

das mittlere Molekulargewicht war auf etwa 1/7 des Aus­
gangsgewichtes degradiert wordeno

Um die Zahl der Einzelbrüche pro Nukleotidstrang ermit-
teln zu können, mußten wir die DNS vor der Molekulargewichts­
bestimmung denaturiereno Die Vollständige Trennung der bei­

den Nukleotidketten war durch die Behandlung mit 2 %igem
Formaldehyd gewährleistet 0 Aus dem Verhältnis der mittle­
ren Kettenlänge nativer DNS zur mittleren Kettenlänge
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denaturierter DNS ergab sich die Zahl der Einzelbrüche
wie folgt:

Mn (nativ)

20Mn (denato)

(Beispiele in Tabo 4)e

- 1 = Zahl der Einzelbrüche.

5. Schmelzpunktbestimmungen

Bei allmählicher Erwärmung einer DNS-Lösung trennen sich
die beiden Einzelstränge des Doppelmoleküls voneinander,
wobei die sie verbindenden Wasserstoffbrücken aufbrechen.
Dies äußert sich in einer Absorptionserhöhung bei 260 nm.
Die Temperatur, bei der 50 %der maximal möglichen Absorp­
tionserhöhung erreicht ist, wird als Schmelzpunkt bezeich­
net. Der Schmelzpunkt ist somit ein Maß für die Stabilität
der Wasserstoffbrücken.

Die Schmelzpunktbestimmungen wurden in einer kontinuier­
lich heizbaren Quarzküvette im Spektralphotometer (Zeiss)
durchgeführt, wobei die Absorption während des Erhitzens
von einem Schreiber registriert wird. Durch Ausmessen der
Kurven konnte der Schmelzpunkt Tm ermittelt werden. Die
maximale Absorptionserhöhung, die bei 90 oe erreicht war,
betrug 40 %.

Ein empfindliches Kriterium für die Stabilität der Wasser­
stoffbrücken war die Renaturierung, worunter man das Zu­
sammenlagern der getrennten Einzelketten unter Wiederaus­
bildung von Wasserstoffbrücken beim langsamen Abkühlen
einer DNS-Lösung verstehte Diesen Prozess verfolgten wir
durch die Absorptionsabnahme während des Abkühlens von
90 0 auf 25 °C. Die meisten unserer DNS-Präparationen
waren nach dem Schmelzen nur zu 60 % renaturierbar.

Der Schmelzpunkt nativer Thymus-DNS betrug in 0,01 M
NaCl-Lösung 66 °c, in 0,2 M NaCl 86 °C. Die höhere Ionen­
konzentration wirkt sich stabilisierend auf die Wasser­
sto~fbrücken gegenüber thermischer Denaturierung aus.
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IV. PSlsikalisc~e und chemische Untersuchun~smethoden

. 60
10 Bestrahlung mit Co-Y-Strahlen

Proben von 3 ml DNS-Lösung in Konzentrationen von 0,5,
5,0 und 10 mg/mI wurden in 0,01 M NaCI, einige in 0,4 M
NaCI-Lösungen mit Stickstoff angereichert und bestrahlto
Bei verdünnten Lösungen ließen wir 5 min lang einen Stick­
stoffstrom durch die Probe perlen, bei DNS-Gelen wurde
mit einer Vakuumpumpe die in der Probe vorhandene Luft
3 bis 5 mal abgesaugt und mittels eines Zweiwegehahns
Stickstoff eingeleiteto Die Bestrahlung geschah in Kobalt­
60-Y-Quellen (Atomic Energy of Canada Ltdo)o Die Dosis­
leistung der beiden benutzten Quellen am Ort der Probe
entsprach für "GammaceIl 200" 6,5 0 104 R/h und für

"GammaceIl 220" 1,7 0 106 R/ho

20 Bestrahlung mit ultraviolettem Licht

Proben von je 5 ml DNS-Lösung der Konzentration 0,2 mg/mI
in 0,01 M NaCl wurden in einem rotierenden Quarzrohr mit
UV-Licht der Wellenlänge 253,7 nm bestrahlt (Quecksilber­
Niederdruckbrenner "Vykor" der Fao Gränzel, Karlsruhe)0
Die in der Probe absorbierte Energie betrug nach der von
uns durchgeführten Aktinometrie mit Uranyloxalat gemäß
der Vorschrift von BOWEN (1949) 276 0 104 erg 0 min-1

0

ml-1 0 Dieser Wert konnte bei gleichen Versuchsbedingungen
mit einer "biologischen" Dosimetrie (Inaktivierung von
Phagen) bestätigt werdeno Unter Verwendung der Daten von

TESSMAN (1956) sowie SETLOW und BOYCE (1963) für den
Phagen T4, dessen Inaktivierungsdosis durch physikalische
Absolutmessungen bestimmt wurde, ermittelten wir die in
einer Suspension aus Thymus-DNS und MB 2 Phagen absor­
bierte Energiemenge (HOTZ 1966)0

30 Degradierung mit Ultraschall

Zur Untersuchung der Abhängigkeit des Strahleneffektes
vom Molekulargewicht degradierten wir die DNS mit Hilfe
eines Branson-Ultraschall-Desintegrators "Sonifier" mit
der Frequenz von 20 kHz o Wir benutzten für unsere Proben
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von 3 ml DNS-Lösung mit der Konzentration 0,5 mg/mI die
Mikrospitze und beschallten 5 bis 10 sec bei der Ampli­
tude 10

Dabei wurde das Molekulargewicht auf 1/4 bis 1/5 reduzierto
Sedimentationsanalysen zeigten, daß bei der Schalldegra­
dierung vorwiegend Doppelbrüche im DNS-Molekül induziert
werdeno

40 Enzymatisc~e De~~adierung

Eine kontrollierbare Degradierung, bei der im Gegensatz
zur Ultraschall-Degradierung zunächst nur Einzelbrüche
erzeugt werden (THOMAS 1956), bietet der Abbau mit Desoxy­
ribonukleaseo Wir führten die Abbauversuche mit kristal­
liner Pankreas-Desoxyribonuklease I (Worthington) bei

-4pH 7 in 0,01 M NaCl unter Zusatz von 0,5 0 10 M MgCl2 +

0,5 0 10-4 M MnC12 durch, wobei wir 0,1 ~g Enzym/mI DNS
einsetzteno Die Reaktion wurde in einem Drehviskosimeter
verfolgt und bei der gewünschten Degradierung durch Erhö­
hung der NaCl-Konzentration auf 1 M und durch Rühren mit
gleichen Teilen 75 %igem Phenol unterbrocheno

50 Depurinisierung

Inkubiert man eine DNS-Lösung 12 Stdo bei 81 °c, so er­
leidet die DNS einen Verlust von 0,9 % Adenin und 1,4 %
Guanin 0 Nach 21 Stdo bei derselben Temperatur beträgt der
Verlust an Adenin 1,2 % und an Guanin 2,5 % (GREER und
ZAMENHOF 1959)0 Im Mittel bedeutet dies einen Verlust von
0,184 % an Purinbasen pro Stundeo Mit einem ~O von 3 be­
rechneten wir nach den Daten der genannten Autoren für
72 °c eine Depurinisierungsrate von 0,63 0 10-4 Basen pro

Stunde 0 In 5 Stdo waren dann 31,5 0 10-4 = 0,315 % Purin­
basen verlorengegangeno

Wir inkubierten DNS-Lösungen in 0,2 M NaCI 5 Stdo lang bei
72 °c, was nach obiger Rechnung den Verlust von 3,15 Pu­
rinbasen aus 1000 Nukleotiden zur Folge hato
Vor und nach der Inkubation wurde die Viskosität der Lö­
sungen gemessen, um eine eventuell eingetretene Degradie­
rung festzustelleno
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6. Adsorptionschromatographie

Die Säulenchromatographie von Nukleinsäuren an methylier­
tem Albumin wurde 1955 von LERMAN eingeführt. Diese Methode
der Fraktionierung von RNS und DNS nach dem Molekularge­
wicht beruht auf der großen Affinität der sauren Phosphat­
gruppen der Nukleinsäuren zu basischem Protein. Die Bin­
dung kann durch NaCI-Lösungen ansteigender Konzentration
wieder gelöst werden. MANUELL und HERSHEY (1960) verwenden
für die Säulenfüllung pulverisiertes Kieselgur, an welches
das methylierte Albumin adsorbiert ist. Diese sog. MAK­
Säulen dienten SUEOKA und CHENG (1961) zur Auftrennung
der DNS nach dem Basenverhältnis. Die Autoren stellten
fest, daß sich eine DNS mit hohem Cytosin-Guanin-Gehalt
bei niedrigerer NaCI-Konzentration eluieren ließ als
solche mit geringem C-G-Gehalt.
Besonders empfindlich und spezifisch erwies sich diese
Methode für die Trennung von nativer und denaturierter
DNS (HERSHEY u.a. 1963). Die von uns verwendeten Säulen
entsprachen der Vorschrift von HAYASHI u.a. (1965).

a) ~~!g~!~~~~ß_~~~_~!Q~g~

2 g Rinderserumalbumin (Behringwerke) wurden in 200 ml
Methanol + 1,68 ml 12 N HCI gelöst und 5 Tage bei 37 oe
in der Dunkelheit aufbewahrt und regelmäßig geschüttelt,
so daß sich ein gleichmäßig flockiger Niederschlag bilden
konnte. Bei dieser Behandlung werden nach FRAENKEL (1945)
alle Carboxylgruppen des Proteins verestert. Der Nieder­
schlag wurde abzentrifugiert und 3 bis 4 mal mit Methanol
gewaschen, bis die Säure beseitigt war. Danach wurde das
Sediment 2 mal mit Äther gewaschen und über KOH im Vakuum­
exsikkator getrocknet. Für den weiteren Gebrauch wurde eine
1 %ige wässrige Lösung mit der pH 6,7 hergestellt und in
Portionen eingefroren.

b) g~E~!~!!~g_~~f_~!~~~!~~=~E~!~!g=§~~E~~!Qg

Das Kieselgurpulver (Hyflo Supercel Serva) wurde nachein­
ander mit 1 N HCI und 0,5 N NaOH gereinigt, mit Wasser
gewaschen und in 2 M NaCl gekocht, erneut mit Wasser und
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mit 0,4 M NaOl + 0,05 M Phosphatpuffer, pR 6,7 gespült,
auf einem Büchner-Trichter abgesaugt und bei 100 0 0 ge­

trocknete Eine Probe wurde im Reagenzglas mit 0,1 M NaOl­
Lösung aufgekocht, abzentrifugiert und der Überstand auf
UV-Absorption geprüfto

20 g des gereinigten Kieselgurs wurden mit 100 ml 0,1 M

NaCl + 0,05 M Phosphatpuffer pR 6,7 aufgekocht und in
eine Vakuumflasche gefüllte Unter Rühren über dem Magnet­
rührer wurde die Luft aus der Suspension evakuierto Nach

Abkühlen wurden 5 ml der 1 %igen Albuminlösung zupipet­
tierto Unter Vakuum mußte noch 5 min weiter gerührt wer­
dene Auf einem Büchner-Trichter wurde die Suspension mit

'100 ml der gepufferten 0,1 M NaOl-Lösung gespült und das
Sediment schließlich in 100 ml derselben Lösung aufgenom­
mene Diese NArr-Suspension mußte bis zum Verbrauch im Kühl­
schrank aufbewahrt werden; sie ist in der Regel nicht
länger als 10 Tage haltbaro

c) ~~E~~!~~g_~~E_§~~!~~f~!!~g

Wir verwendeten doppelwandige, frittierte Glassäulen von
2 cm Durchmessero Die ersten Versuche wurden bei 37 0 0
thermostatisiert durchgeführt, jedoch zeigten die Ergeb­
nisse bei Raumtemperatur keine Unterschiede 0 Die etwa
4 cm hohe Säulenfüllung, die für jeden Versuch neu berei­
tet werden mußte, war ausreichend für 1 mg DNSo Sie bestand
aus folgenden Schichten:

10 0,8 g gereinigte Cellulose

20 2,0 g gereinigtes Kieselgur + 0,5 ml
1 %ige Albuminlösung

3e 1,5 g gereinigtes Kieselgur + 5 ml
MAK-Suspension

40 0,5 g gereinigtes Kieselgur

Gefüllt und gespült wurde die Säule mit 0,4 M NaCl +

0,05 M Phosphatpuffer pR 6,7e
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d) ~~~~h!Q~g_~~E_§~~!~-~~-~!~!!Q~

1 mg DNS wurde in 0,4 M NaCl auf die Säule gegeben und

mit derselben Lösung nachgespülto Mit einem linearen

Gradienten (je 170 bis 250 ml einer 0,6 M bzwo 1,0 M
NaCl-Lösung) wurden zwei Säulen gleichzeitig eluierto
Die Elutionslösungen waren alle mit 0,05 M Na2HP04 +

0,05 M KH2P04 pH 6,7 gepufferto

Das Eluat wurde im Uvicord (LKB) bei 260 nm gemessen und
die Absorption von einem Punktschreiber registriert;

Fraktionen von 5 bis 10 ml wurden aufgefangeno In 0,4 M
NaCl eluierte von der Phenol-DNS eine Vorfraktion, deren
Anteil an der aUfgetragenen DNS-Menge auch nach Y-Bestrah­
lung, Schalldegradierung und Denaturierung nahezu unver­
ändert bliebo Diese Vorfraktion ist in den Auswertungen
der Versuche nicht berücksichtigt; sie wurde gesammelt
und einer besonderen chemischen Analyse unterworfeno Die
Hauptfraktion eluierte in höherer Salzkonzentration; sie
bestand aus etwa 4 bis 6 Einzelfraktionen, welche vereinigt
wurden 0 Aus der bei 260 nm gemessenen Extinktion bestimmten
wir die Menge eluierter DNS in % der aufgetragenen DNS-Menge.

Bei den relativ niedrigen Strahlendosen unserer Unter­
suchungen war noch keine Veränderung der DNS-Absorption
bei 260 nm zu messeno

V. Durchführung und Auswertung der Versuche

Jede DNS-Präparation ergab eine Versuchsserieo Da in Vor­
versuchen festgestellt wurde, daß die Zeitspanne zwischen
Bestrahlung und Analyse keinen Einfluß auf das Ergebnis
hatte, bestrahlten wir immer mehrere Proben gleichzeitig
und chromatographierten sie nacheinander 0 Zu Beginn und
am Ende einer jeden Serie wurde die unbestrahlte Kontroll­
DNS chromatographiert, deren mittlere Ausbeute für die
dosisabhängigen Darstellungen gleich 100 % gesetzt wurdeo
Jeder Meßpunkt stellt den Mittelwert aus mindestens zwei

Bestimmungen in einer Serie daro Alle erhaltenen Dosis­
effektkurven folgen Exponentialgleichungen der Beziehung

N -aD
lr= e

o
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Dabei gibt No die Zahl der bestrahlten DNS-Moleküle an,

N ist die Zahl der durch die Bestrahlung nicht geschädig­

ten Moleküle, die unter bestimmten Bedingungen von der

Säule eluiert werden (vglo Co 110)0 Im halblogarithmischen

Raster ergeben sich Geraden mit der Steigung a, wenn man

auf der Ordinate ~ und auf der Abszisse die Strahlen-
o

dosis D aufträgte Bei exponentiellen Dosiseffektkurven

ist es üblich, diejenige Dosis anzugeben, bei der im

Mittel alle bestrahlten Einheiten einmal getroffen sindo
Dies ist die Dosis, bei der aD 1 ist, doho

N
Ir

o
=

-1e = 0,37

Diese Dosis wird als D37 bezeichnet und gibt in unserem

speziellen Fall den Wert an, bei dem die Elution bestrahl­
ter DNS von der MAK-Säule 37 %der Elution einer Kontroll­
DNS betrugo Die Dosiseffektkurven wurden im halblogarith­

mischen Maßstab dargestellt und die D37 der verschiedenen

Kurven miteinander verglichene

Co Ergebnisse

10 Fraktionierung von DNS

Die Auftrennung von Kalbsthymus-DNS nach dem Molekularge­

wicht mit Hilfe der MAK-Säule wurde von HAGEN (1967)

durch stufenweise Elution mit ansteigenden NaCI-Konzen­
trationen in Phosphatpuffer durchgeführte Die Sedimen­
tationsverteilung der Fraktionen ergab, daß 40,6 % der
Gesamtmenge bei 0,66 M NaCI eluiert wirdo Der größte
Anteil dieser Fraktion entsprach einem S-Wert von 20,
deho einem Molekulargewicht von 9 0 106

0 Im Unterschied

zu diesen Versuchen benutzten wir einen linear ansteigen­

den NaCI-Gradienten, bei dem die Gesamtelution geringer
war als bei einem Stufengradienten; die Hauptmenge der

DNS eluierte jedoch bei höherer Salzkonzentration (etwa

in 0,75 M)o Die mittlere Fraktion (höchste Absorption)

sedimentierte mit einem S-Wert von 26 bis 280 Nach MANUELL
und HERSHEY (1960) vermindert sich die Gesamtelution auch,
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wenn man die DNS in einer zu niedrigen Ionenkonzentration
auf die Säule aufträgt. Diese Erfahrung konnten wir mit
der hochmolekularen T1-Phagen-DNS, die erst in 0,8 bis
0,9 M NaCI eluierte, in zwei Fraktionierungsversuchen
bestätigen.
Mit der ohne Fällung isolierten "Phenol-DNS" erhielten

wir folgendes Elutionsprofil.

Abb. 2

Von 1 mg aufgetragener DNS wurden 4 bis 8 %UV-absorbie­
render Substanz in 0,4 M NaCI nicht an die Säule angela­
gert, sondern sofort wieder eluierto Bei dieser Vorfrak­
tion handelte es sich um teilweise dialysierbare nieder­
molekulare Bestandteileo Für die weiteren Untersuchungen
wurde dieses Eluat im Rotationsverdampfer eingeengt und
über Sephadex G 25 mit 0,05 M Ammoniumacetat entsalzt
oder gegen 0,01 M NaCI dialysiert. Die Rechromatographie
ergab 77,2 %Elution in 0,4 M und 4,6 %bei höherer Salz­
konzentrationo Die chemische Analyse der Vorfraktion von
5 DNS-Präparaten zeigte einen großen Anteil (50 - 70 %)
an RNS und einen kleineren - in der Menge sehr variablen ­
Anteil an DNS, jedoch kein Protein.

Die Hauptfraktion der "Phenol-DNS" eluierte in 0,75
0,85 M NaCI. Bei guten Präparationen enthielt diese
Fraktion 60 - 80 %, bei schlechten Präparationen 50 %
oder weniger der aufgetragenen DNS-Menge. Degradierte
DNS eluierte in 0,6 - 0,7 M NaCI und zeigte eine bessere
Ausbeute als unbehandelte (vglo Tab. 1). Bei der Rechroma­
tograpbie unbehandelter nativer DNS konnten 80 %als
Hauptfraktion wieder eluiert werden. Daß dieser Wert nicht
höher war, liegt vermutlich daran, daß das Eluat im Rota­
tionsverdampfer eingeengt werden und durch Dialyse auf
die gewünschte Ionenkonzentration gebracht werden mußte,
d.h. Arbeitsprozessen ausgesetzt war, bei denen Scher­
kräfte auf die DNS einwirken. Nach HERSHEY uoa. (1963)
verändern Scherkräfte die DNS derart, daß sie eine feste
Bindung an die MAK-Säule erfährt. Thermisch denaturierte
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Tabelle 2: Bindung bestrahlter DNS an die MAIC-Säuleo
(Konzentration: 0,5 mg/mI 0,01 M NaCl) 0

Angaben in %gebundener zu aufgetragener
DNS-Mengeo

DNS Kontrolle 60CO_Y-Strahlen
unbe-Präpo strahlt 250 RI 500 R! 750 R 1000 R 1500 R 2000 R

11 28,4 63,0 ! 82,0

12 25,0
(300R) I (600R)

91,2
18 18,0 55,5 68,6 89,4
29 50,0 70,0 81,0 79,4 88,4 82,7
30 43,0 76,9 79,5
31 43,0 84,1 86,8
33 36,4 82,6
Dupo 20,2 56,0 64,8
Dupo 37,5 68,0 70,5 79,7 78,3 74,0 80,2
Dupo 52,0 76,7 82,0
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(10 min 90 0 0 ), mit NaOH denaturierte (nach STUDIER 1965)
oder in 0,2 M NaOI mit 2 % Formaldehyd denaturierte
(nach DAVISON u.a. 1964) DNS-Proben konnten unter unseren
Versuchsbedingungen nicht von der Säuie eluiert werden.
Eine Übersicht über die genannten Elutionsverhalten gibt
Tabelle 1.

II. Bindung bestrahlter DNS an die MAK-Säule

1. Bestrahlung nativer DN~

Wir prüften den Einfluß ionisierender Strahlen auf die
Fraktionierbarkeit der DNS und stellten fest, daß bestrahl­
te DNS auf der Säule zurückgehalten wird, und zwar in
einem exponentiellen Verhältnis zur Strahlendosis. Tabelle 2
und Abbildung 3 geben die Ergebnisse von 6 bzw. 10 DNS­
Präparationen wieder. Alle Meßpunkte sind Mittelwerte aus
mindestens 2 Fraktionierungen.

Im halblogarithmischen Koordinatensystem ergibt sich -
setzt man den Wert unbestrahlter Kontroll-DNS gleich 100 %­
mit steigender Dosis eine geradlinige Abnahme der Elu-
tion.

~b.4

Aus dem Verlauf der Kurve ist zu entnehmen, daß es nur~
bestimmtes Ereignis pro Molekül ist, das die Bindung an
die MAK-Säule verursacht. Die D37 für dieses Ereignis be­
trägt bei einer DNS-Konzentration von 0,5 mg/mI in 0,01 M
NaOI 460 R. Dies bedeutet, daß 460 R ausreichen, um im
Mittel in jedem der DNS-Moleküle in der Lösung ein sol­
ches Ereignis hervorzuru_feno Dieser Wert ist im Bereich
von 00 bis 20°0 von der Temperatur während der Bestrahlung
unabhängig. Jedoch ist der Wert in starkem Maße von der
Ionenkonzentration der DNS-Lösung abhängig. In 0,4 NaCl
ist die DNS um einen Faktor von 2,5 strahlenresistenter
als in 0,01 M NaOI.
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2. Bestrahiung degradierter DNS

Untersucht man die Abhängigkeit des Strahleneffektes von
der Kettenlänge der DNS, so stellt man fest, daß bei kurzen
Molekülen eine im Vergleich zu langen Molekülen weitaus
höhere Dosis benötigt wird, um das für die Bindung an die
MAK-Säule verantwortliche Ereignis hervorzurufen. Wir de­
gradierten die native DNS mit Ultraschall. Aufgrund der
Viskosität berechneten wir, daß diese Behandlung das Mole­
kulargewicht auf ein Viertel bis ein Fünftel herabsetzt.
Das Molekulargewicht unbehandelter DNS betrug 1 - 1,2.107

([~] ~ 110), das der degradierten DNS 2 - 3.106 ([~] ~ 30).
Die Elution solcher degradierter Proben von der MAK-Säule
war, wie Tabelle 1 zeigt, wesentlich erhöht.

Die Abnahme der Elution verläuft, wie man es aus Abb. 5
ersehen kann, sehr viel flacher als bei undegradierter DNS.
Im halblogarithmischen Maßstab zeigt sich auch hier eine

lineare rosiswirkungskurve. Von einem bestimmten Dosiswert
an (zwischen 15 und 20 R) scheint die Elutionsabnahme ab­
geschwächt zu sein. Berücksichtigt man nur die Anfangsnei­
gung der Kurve, so erhält man für den D

37
-Wert die Dosis

11,2 kR. Dieser Wert ist 20 mal höher als die D
37

undegra­
dierter DNS (vgl. Abbo 4).

3. Degradierung bestrahlter DNS

Nach der Degradierung bestrahlter DNS-Proben konnten wir
eine Erhöhung der Elutionsrate gegenüber undegradierter
DNS messen. Aus der Darstellung in Abb. 6 entnimmt man eine

D
37

von 1880 Re Dies entspricht dem 4-fachen Wert der
D

37
unbehandelter DNS. Ein Vergleich dieser beiden Dosis­

effektkurven läßt darauf schließen, daß das strahlenge­
schädigte Kettenmolekül durch die mechanische Degradierung
in Abschnitte zerlegt wurde, von denen nur die ungeschä-
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digten die Säule passieren. Offenbar ist der für die Bin­

dung an die MAK-Säule verantwortliche Strahlenschaden im
DNS-Molekül lokal begrenzt.

4.• Bestrahlung von D~ls Gel

Mit der Bestrahlung von DNS in hohen Konzentrationen sollte
untersucht werden, inwieweit intermolekulare Vernetzungen
dafür verantwortlich gemacht werden könnten, daß die be­
strahlte DNS an methyliertes Albumin gebunden wird. Ver­
netzungen treten bevorzugt an langen geknäuelten Molekülen
auf und würden in dieser Beziehung dem von uns festgestell­
ten Strahlenschaden entsprechen. DAS GUPTA (1966) zeigte
elektronenmikroskopisch, daß Vernetzungen auch bei Bestrah­
lung verdünnter Lösungen und bevorzugt in niedrigen Ionen­
konzentrationen auftreten. In hochkonzentrierten DNS-Gelen
sowie in trockener DNS Quter Stickstoffatmosphäre dagegen
sind Vernetzungen relativ häufiger (ALEXANDER und LETT

1960, HAGEN und WELLSTEIN 1965)0

Wir bestrahlten gelartige DNS-Lösungen von 5 mg/mI und
10 mg/mI. Die Dosiseffektkurven (Abb. 7) ergeben D37-Werte

Abbo 7

von 11,5 kR und 50 kRo Diese sind um das 2,5-fache bzw.
5-fache höher, als man aus einer linearen Beziehung zwi­
schen Strahlendosis und Konzentration zu erwarten hätte.

Da in dem Bereich zwischen 0,2 mg und 2 mg DNS/ml eine
solche lineare Beziehung in bezug auf die Abnahme der Vis­
kosität besteht, nehmen wir an, daß dies auch für unseren
Strahlenschaden gilto Die Elutionsrate zeigte, daß der ge­

suchte Strahlenschaden in DNS-Gelen nicht begünstigt ist,
doho die bestehende Konzentrationsabhängigkeit läßt nicht
auf Vernetzungen schließeno

Die beiden Dosiseffektkurven zeigen zunächst ein Minimum,
dann aber mit steigender Dosis einen Wiederanstieg, dessen
Steigung zwar geringer ist, jedoch bei 100 bzwo 300 kR
zu einer Elution von 100 % der Kontrolle führt. Bei mecha-
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nischer Degradierung der Proben im Elutionsminimum er­
reichten wir 50 %Elutionserhöhung, nach einer Dosis
von 200 kR konnten wir mit der Degradierung die Elution

nur um 8 %erhöhen 0 Dies zeigt, daß dem Wiederanstieg
der Kurven eine strahlenbedingte Degradierung der DNS

zugrunde liegto

50 Bestrahlung mit ultraviolettem Licht

Es ist bekannt, daß für die hohe Absorption der DNS bei

260 nm die Basen verantwortlich sindo Sie sind es auch,
die bei Bestrahlung mit Licht dieser Wellenlänge in erster
Linie verändert und geschädigt werden (MARMUR uoao 1961)0
Zum Vergleich mit der Wirkung von y-Strahlen bestrahlten
wir DNS-Lösungen von 0,2 mg/mI mit UV-Licht der Wellen­
länge 253,7 nmo Die Fraktionierung dieser Proben an der
MAK-Säule ergab die in Abbo 8 dargestellte Elutionsabnahme
mit zunehmender Belichtungszeito

Die D37 ist hierbei nach 3,3 min erreicht, was einer Ener­
gieaufnahme von 9,2 0 106 erg/mI entsprichto

Der Prozentanteil geschädigter Basen nach UV-Bestrahlung

läßt sich aus der Abnahme der Absorption errechneno Man
benutzt hierzu zweckrnäßigerweise denaturierte DNS, da bei
nativer DNS der hyperchrome Effekt die Absorptionsabnahme
überlagern würdeo Die folgenden Messungen geben uns einen

ungefähren Wert für den Anteil zerstörter Baseno

UV-Licht E1 ,0
260

Native DNS ° 0,825
Denato DNS ° 1,00

1 min 1,00
2 min 0,99
3 min 0,97
4 min 0,96
5 min 0,95

E % % Zerstörte
Basen

°100 0
100 0

99 1

97 3
96 4

~5 5
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Nach diesen Messungen waren unter unseren Versuchsbedin­
gungen nach einer Energieaufnahme von 9,2 0 106 erg/mI
3,3 %aller Basen in der DNS veränderto

60 Depurinisierung

Zu einer weiteren Untersuchung auf Basenschädigungen inku­
bierten wir - unter Verwendung der Daten von GREER und
ZAMENHOF (1959) - eine DNS-Lösung in 0,2 M NaCl 5 Stdo
lang bei 72 °c oder 15 Stunden bei 62 °Co Dabei sollen
3,15 Purinbasen aus 1000 Nukleotiden herausgelöst werden,
doho 0,157 %aller Bas€no Viskositätsmessungen vor und
nach der Inkubation zeigten keine Veränderung, so daß wir
annehmen können, daß keine Degradierung eingetreten waro

Die Elution von der MAK-Säule betrug im Mittel 65 % der
Kontrolle 0

70 Gegenüberstellung der Ergebnisse au~ Co 110 102 50 und 60

Ein Vergleich des Wertes der Dep~rinisierungmit den Ergeb­
nissen der UV-Bestrahlung und der Y-Bestrahlung erfolgt in
Tabelle 30

Tabelle 3: Veränderung von Basen in der DNS bei 37 %Elu­
tion von der MAK-Säuleo

Methode % Basen Bestimmungs- Autorverändert art

60 G-vJ.::;rt fürCo-y- 0,03 WEISS (1964)Strahlen Bo.sen

UV-Licht, 3,3 Absorptionsab- eigene
253,7 nm nahme denaturier- Messungen

ter DNS

Depurini- >0,157 Verlust an Adenin GREER und
sierung Uo Guanin ZAMENHOF (1959)

Nach WEISS (1964) kann man für die Gesamtheit der Basen in
der DNS einen G-Wert von 1 annehmen und aus diesem Wert be­
rechnen, wieviele Basen bei einer Dosis von 460 R zerstört
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werdeno Das mittlere Molekulargewicht eines Desoxyribo­
nukleotids beträgt in Kalbsthymus-DNS mit 40 %CG-Gehalt

3080 Eine DNS-Lösung von 0,5 mg/mI enthält somit 1,6 ~ mol

Nukleotide pro ml oder

1,6 0 6 0 1023 0 10-6 = 9,6 0 1017 Nukleotide/mlo

460 R führen zu 2,82 0 1014 e 100 eV Energieabsorptiono
Ist G = 1, dann sind nach dieser Dosis 2,82 0 10

14 Basen
zerstörte Bezogen auf 9,6 0 1017 Nukleotide sind dann

2,82 0 1014

9,6 0 1017

der Basen zerstörte Vergleicht man diesen Wert mit dem
Anteil geschädigter Basen durch UV-Bestrahlung oder durch
Depurinisierung (vglo Tabelle 3), so ergeben sich bei

gleicher Abnahme der Elution verschiedene Werte für die
Basenzerstörungo

1110 Schmelzpunktbestimmungen

Die Absorptionserhöhung der DNS bei 260 nm mit steigender
Temperatur beruht darauf, daß die hydrophoben Kräfte zwi­
schen den beiden Einzelsträngen der Doppelhelix geschwächt
werden und die Wasserstoffbrücken aufreißeno Dies geht
nicht nach dem "Reißverschluß-Mechanismus" vor sich, son­
dern sukzessive von bestimmten empfindlichen Zonen im
Molekül aus in beiden Richtungen (INMAN 1966)0 Es ist
bekannt, daß ionisierende Strahlen einen starken Einfluß
auf die Stabilität der Wasserstoffbrücken haben; nach Be­
strahlung erfolgt die Denaturierung schon bei tieferen
Temperaturen, doho es besteht eine Erniedrigung des Schmelz­
punktes (HAGEN und WILD 1964)0 Wir untersuchten die Anhän­
gigkeit der Schmelzpunktverschiebung von der Kettenlänge
der DNS, da der Verdacht bestand, daß der Effekt an der
MAK-Säule, der ja eine starke Abhängigkeit von der Ketten­
länge zeigte (vglo Abbo 5), durch denturierte Zonen hervor­
gerufen würdeo
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Bei nativer, undegradierter DNS ist nach Bestrahlung mit
50 kR eine Schmelzpunkterniedrigung von 15 °c zu messeno
Ultraschalldegradierte DNS zeigt bei 4 kR und 10 kR

keinen Unterschied zur Kontrolle, bei 50 kR eine Verschie­
bung um 5~6 °c, wie a~s Abou 9 ersichtlicht isto

Abbo 9

Diese Tatsache läßt da~auf schließen, daß die Wasserstoff­
brücken in kurzen DNS-Ketten stabiler sind als in langeno
Da die Renaturierung allgemein als ein empfindlicheres
Kriterium für die Wassers~offoTückenzerstörungangesehen
wird, bestimmten wir Renaturierungskurven (Abbo 9) von
undegradierter und degradierter DNS, indem wir die Extink­
tionsabnahme bei langsamem, kontinuierlichem Abkühlen der
Probe im Spektralphotometer verfolgteno Hierbei zeigte
sich jedoch kein meßbarer Unterschied zwischen den beiden
DNS-Probeno

Diese Versuche wurden nicht w2itergefü~rt, da zu hohe Strah­
lendosen notwendig waren, um einen meßbaren Effekt zu er­
halten, der somit zur Aufklärung des diskutierten Strahlen­
schadens nur wenig beit~azen konnteo

IVo Enzymatische :Q.~h!:adieru~

Aus den Untersuchungen von THO~\S (1956) und von BERNARDI
und SADRON (1964) zur Wirlrnngsweise von pankreatischer
Desoxyribonuklease auf DNS ist zu entnehmen, daß durch
die Spaltung einer Phosphoresterbindung zunächst nur ein
Bruch in der Einzelkette entsteht 0 Zu einem Bruch der
Doppelkette kommt es erst dann, wenn die Einzelbrüche so
häufig sind, daß zufällig ein zweiter Bruch an der gegen­
überliegenden oder benachbarten Stelle eintritt und die
dazwischenliegenden Wasse~stoffbrückenaufspringeno Enzy­
matisch degradierte DES-Moleküle besitzen deshalb noch
zahlreiche Einzelbrüche in ihren Ketten im Gegensatz zu
Molekülen, die mit Ult~aschall abgebaut wurdeno
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Mit einer derart degradierten Probe wollten wir prüfen,

ob Einzelbrüche die Ursache für die Bindung bestrahlter
DNS an die MAK-Säule sei, da es bekannt ist, daß auch
ionisierende Strahlen Einzelbrüche in der DNS auslöseno
Wie wir zeigen konnten, reicht ja schon ein einziges Er­
eignis pro Molekül aus, um dasselbe an die Säule zu bin­
den; enzymatisch degradierte DNS müßte daher in starkem
Maße an die Säule gebunden werdeno

Zur Bestimmung der Zahl der Einzelbrüche wurde die DNS in
2 %igem Formaldehyd denaturiert, und mit Hilfe der Sedi­
mentationsanalyse die Verteilung der Molekulargewichte
der getrennten Einzelfragmente bestimmto In Tabelle 4
sind Versuchsergebnisse zur Charakterisierung enzymatisch
degradierter DNS im Vergleich zu Ultraschall degradierter
DNS und nativer DNS zusammengestellt 0

Die Elutionsrate der betreffenden Proben von der MAK-Säule
zeigt, daß kurze Ketten besser eluiert werden als lange,
unabhängig von der Zahl der Einzelbrüche im Einzelstrango
Vergleicht man zoBo die Probe Da mit D7, so zeigt die
enzymatisch degradierte Probe drei Einzelbrüche pro Mole­
kül, die mechanisch degradierte keine Einzelbrüche; die
Elution von der MAK-Säule ist bei den beiden Proben etwa
gleicho Die Einzelbrüche allein können also nicht die
Ursache für die Bindung an die Säule seine

Eine weitere Untersuchung zur Frage, welche Rolle die Ein­
zelbrüche bei der Bindung bestrahlter DNS an die MAK-Säule
spielen, wurde mit der Molekulargewichtsbestimmung einer
mit 550 R bestrahlten Probe vor und nach der Fraktionie­
rung durchgeführto Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 ange­
führto Da die Anzahl von Einzelbrüchen vor der Fraktionie­
rung sowie im Eluat von bestrahlter DNS die gleiche ist,
erscheint es als sicher, daß die Trennung der Moleküle
auf der MAK-Säule nicht nach der Anzahl der Einzelbrüche
erfolgte



Tabelle 4: M~lekulargewichte degradierter DNS, die Bestimmung von Einzelbrüchen und die Elution

von der MAK-Säule.
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Vo Elution mit 2 N NH3
Versuche zur Elution der an die MAK-Säule gebundenen Frak­

tion unter Anwendung einer von SMITH und BURTON (1966) be­
schriebenen Elutionsmethode zeigten Erfolge Die genannten
Autoren fraktionierten mit einer stufenweisen Elution T5­
infizierte Eocollli-DNS nach ihrem Gehalt an Molekülen der
replikativen Forme Sie verfuhren dabei folgendermaßen:
Auf die Elution mit einem linearen Gradienten von 0,6 bis
1,0 M NaCl + 0,05 M Phosphat pH 6,7 folgte eine Elution

mit 1,5 M NaCl + 0,1 M Trispuffer pH 8 und danach mit

1,5 M NaCl + 2 N NH3-Lösunge

Mit dieser Elutionsfolge konnten wir von bestrahlter DNS

in 3 Fraktionen eine nahezu vollständige Ausbeute von der
MAK-Säule erzielene Das Elutionsprofil ist in Abbe 10
wiedergegeben

Abbo 10

Es setzt sich aus folgenden Fraktionen zusammen:

Fraktion I: 10,7 % in 0,4 M NaCl + 0,05 M P04
Fraktion 11: 12,3 % in 0,6 bis 1,0 M NaCl + 0,05 M P04
Fraktion 111: 61,5 % in 1,5 M NaCl + 2 N NH3

Wichtig ist jedoch, daß man vor der Elution mit NH3 den
pH-Wert mit einer Tris-Pufferlösung von 6,7 auf 8,0 er­
höht, da ein plötzlicher Anstieg auf 2 N Ammoniaklösung
zur Elution von Säulenprotein führt, wie Absorptionsmes­

sungen bei 280 nm zeigteno

Mit thermischer Denaturierung der Fraktion 111 erreichten

wir nur eine Extinktionserhöhung von 8 %; dies bedeutet,
daß die DNS in NH

3
zu 80 % denaturiert isto

Sedimentationsanalysen dieser Fraktion gaben noch keinen
weiteren Aufschluß über die Art der zuvor an die Säule
gebundenen Moleküleo Das Molekulargewicht der Einzelketten
entsprach dem in einer bestrahlten unfraktionierten Probe
und bestätigte nochm~ls, daß die Zahl der Einzelbrüche in
der gebundenen sowie in der eluierten Fraktion gleich isto
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D. Diskussion

Mit Hilfe der Chromatographie an methyliertem Albumin auf
Kieselgur konnten wir an in vitro bestrahlter Kalbsthymus­
DNS einen Strahlenschaden feststellen, der mit den bisher
bekannten Strahlenschäden nicht identisch ist. Für die Be­
sprechung unserer Untersuchungen seien zunächst die we­
sentlichsten Versuchsergebnisse zusammengefaßt:

10 Die bestrahlte DNS wird in einem exponentiellen Ver­
hältnis zur Strahlendosis an die MAK-Säule gebundeno Die
Dosiswirkungskurve stellt eine Eintrefferkurve dar. Die
D37 beträgt 460 R, wenn die DNS bei einer Konzentration
von 0,5 mg/mI 0,01 M NaCI bestrahlt wird.

20 Die Erhöhung der Ionenkonzentration von 0,01 auf 0,4 M
NaCI verursacht eine Stabilisierung der Doppelhelixstruk­
tur und der gemessene Strahleneffekt ist geringer.

30 Die Abhängigkeit des Strahlenschadens von der Ketten­
länge der DNS ist deutlich. Mechanisch degradierte DNS
mit einem mittleren Molekulargewicht von 2 - 3 Millionen
ist strahlenresistenter als unbehandelte mit einem Mole­
kulargewicht von 10 - 12 Millionen.

40 Mit Hilfe der Degradierung bestrahlter DNS konnten wir
zeigen, daß der Strahlenschaden im Molekül lokal begrenzt
ist. Die DNS wird nach geschädigten und ungeschädigten
Molekülabschnitten fraktioniert.

50 Bestrahlt man die DNS als Gel von 5 oder 10 mg/mI, so
tritt das für die MAK-Säule kritische Ereignis seltener
als in verdünnter Lösung auf.

60 Bestrahlung mit ultraviolettem Licht sowie eine ther­
mische Depurinisierung ergeben nur einen schwachen Effekt
auf der MAK-Säuleo
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70 Die Schmelzpunktverschiebung (ein Maß für die Stabili­
tät der Wasserstoffbrücken gegenüber Bestrahlung) ist

von der Kettenlänge abhängig 0 Degradierte DNS erweist sich
auch hierbei gegen Strahlung stabiler als undegradierteo

80 Enzymatisch degradierte DNS vrurde bezüglich der Zahl

der Brüche pro Nukleotidkette untersucht und mit Ultra­
schall degradierter DNS verglicheno Die Fraktionierung
an der ~~-Säule zeigt keine Abhängigkeit von der Zahl der
enzymatisch erzeugten Einzelbrücheo Vergleichend dazu wur­
de die Molekulargewichtsverteilung des Eluats bestrahlter
DNS untersuchto Die bestrahlte DNS-Lösung zeigt in der
Zahl der Einzelbrüche keinen Unterschied zum Eluato

90 Mit 2 N Ammoniak-Lösung kann die an die MAK-Säule gebun­
dene Fraktion nahezu vollständig eluiert werden; dies ist
eine Bestätigung für die Bindung der strahlengeschädigten
Moleküle 0

100 Für einen Vergleich unserer Versuchsergebnisse mit defi­
nierten in der Literatur beschriebenen strahleninduzierten
Veränderungen an der DNS-Struktur bietet sich der G-Wert
an, der bei Bestrahlung in wässrigen Lösungen (ohne Berück­
sichtigung der Verunreinigungen) erhalten wurdeo

Für ein Molekulargewicht von 107 läßt sich aus unseren
Daten ein G-Wert wie folgt berechnen:

Molekulargewicht der DNS 107

Konzentration der Lösung 0,5 mg/mI
3,01 0 1013 Moleküle befinden sich in 1 ml Lösung

Bei der Dosis von 460 R erhält im Mittel jedes Molekül eine

Läsiono Die Energieabsorption beträgt dann

460 0 0,612 0 1012
0 100 eV = 2,82 0 1014

0 100 eV

Die Zahl der Läsionen pro 100
rechnet sich wie folgt:

3 01 0 1013,
2,82 0 1014

eV absorbierter Energie er-

= 0,107
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Das für die Bindung an 'die I1AK-Säule kritische Ereignis

('! ~eigt somit einen G-Wert von'" 0.,1" Dieser Wert ist deut­
lich niedriger als der G-Wert für den Bruch einer Phosphor­
esterbindung, welcher etwa 0,4 beträgt (HAGEN 1967), oder
für die Zerstörung einer bestimmten Base" Der G--Wert für

die Summe aller Basen in der DNS ist etwa 1 (WEISS 1964)"
Dies bedeutet, daß in einem DNS-Molekül mit einem Mole­
kulargewicht von 107 auf eine (für die MAK-Säule kritische)
Läsion 4 Einzelbrüche und 10 veränderte Basen kommen"
Dies bedeutet, daß es sich bei dem besagten Ereignis nicht
um einen bereits bekannten Strahlenschaden handelt" Die
unterschiedlichen G-Werte sowie Punkt 5, 6 und 8 schließen
Brüche, Vernetzungen oder Basenveränderungen als al~einige

Urs ache aus" ...

Dagegen macht die Abhängigkeit von der Ionenkonzentration
und der Kettenlänge (Punkt 2 und 3) wahrscheinlich, daß
es sich ebenso wie bei der Verschiebung des Schmelzpunktes
(Punkt 7) um eine Veränderung der Wasserstoffbindungen

. . .

'handert~ Da der StrahleIl:schaden lokal begrenzt ist (Punkt
4), könnte man ihn al's eine räumlich umschriebene Öffnung

- ,I -. " " ..

der Wasserstoffbindungen in einem nativen DNS-Molekül .. .

deuten"

Für die Zerstörung von Wasser9toffbrücken werden im all­
gemeinen sehr hohe G~Werte angegeben" COX u"a" (1958)
haben eine Verschiebung der Titrationskurve infolge der
Zunahme basischer Gruppen in der DNS nach Bestrahlung
festgestellt" Die Differenz zwischen der Titrationskurve
~hermisch vollständig denaturierter DNS und bestrahlter
DNS wird mit steigender Strahlendosis immer .kleiner ... Aus
diesem Wert berechnen die Autoren G-Werte von 1 bis 65"
HAGEN un~'WILD (1964) untersuchten die Erniedrigung des
Schmelzpunktes und ~ie Formaldehydreaktion als ein Maß
für die Summe aufgebrochener WasserstQ~fbrückenund fan­

den hierbei G-Werte von 3, 8 bi~. __?1+, 1 ~ . ~n.-._ beiden Fällen
wurde die gelöste DNS mit sehr hohen Dosen bestrahlt"
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Man kann sich das Aufbrechen von Wasserstoffbindungen als
eine Kettenreaktion vorstellen, so daß für die einzelnen

H-Bindungen hohe G-Werte resultiereno Eine räumlich um­
schriebene Trennung der beiden Nukleotidstränge könnte
dagegen einen viel kleineren G-Wert haben 0

Die Versuche mit UV-Licht widersprechen zunächst dieser
Annahme, da ja gleichzeitig mit der Veränderung der Nukleo­
tidbase auch Protonenbindungen verloren geheno Eine ent­
sprechende strahlenbedingte Denaturierung und eine Verschie­
bung des Schmelzpunktes nach Ultraviolettbestrahlung wurde
auch von anderer Seite beobachtet (MARMUR uoao 1961, HAGEN

uoao 1965)0 Es ist aber möglich, daß nach UV-Einwirkung
größere denaturierte Zonen fehlen, da eine ausgedehnte
Trennung der Stränge infolge der gleichzeitig entstehen-
den intramolekularen Vernetzungen nicht möglich ist

"-
(GLISIN und DOTY 1962)0

Aus Untersuchungen über die Wirkung anderer Agentien als
Strahlen, zoBo der Temperatur, weiß man, daß das Öffnen
von Wasserstoffbrücken auf bestimmte Bereiche begrenzt
sein kanno INMAN (1966) fertigte aufgrund elektronen­
mikroskopischer Untersuchungen Verteilungskarten für
empfindliche Zonen in der DNS an, von denen aus bei Er­
hitzen die partielle Auftrennung der beiden Komplementär­
stränge vor sich gehto Schematisch stellt der Autor diesen

Vorgang folgendermaßen dar (Abbo 11);

Abbo 11

Bei der 19 ~ langen Doppelstrang-DNS des Phagen A fanden
sich pro Molekül 3 begrenzte Zonen mit ausgeprägter
Empfindlichkeit gegenüber Temperaturerhöhungo Die Mittel­
punkte dieser Zonen behielten ihre Position bis zu einer
Temperatur, bei der gerade noch native Molekülabschnitte
zu erkennen waren o Die kleinste partielle Denaturierung
("single site") umfaßte etwa 60 Nukleotidpaareo PEACOCKE
uoao (1962) berechneten 20 Basenpaare als die kleinste,
bei der thermischen Denaturierung aufbrechende Einheito
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Weiterhin untersuchte INMAN euch die Lage der "sites" bei

Molekülen mit einem oder mehreren Einzelbrüchen und kam
zu dem Ergebnis, daß sowohl die Lage der empfindlichen
Zonen als auch die Größe derselben unabhängig von der Zahl

der Einzelbrüche waren 0

Neben diesen thermischen Denaturierungen lassen sich durch
Scherkräfte lokale Denaturierungen erzeugen, welche noch
keine Hyperchromizität zeigeno HERSHEY uoao (1963) unter­
suchten die Wirkung von Scherkräften auf die DNS mit der
chromatographischen Fraktionierung an der MAK-Säule. Eine
einzige denaturierte Zone in einem Molekül bewirkt eine
feste Bindung desselben an die MAK-Säuleo Ferner wurde ge­
zeigt, daß die Empfindlichkeit der DNS bezüglich der lokalen
Denaturierung mit der Kettenlänge zunimmt und zur Mitte des
Moleküls hin am höchsten isto Mit Hilfe der Saccharosezen­
trifugation wies HERSHEY nach, daß die lokalen Denaturie­
rungen keine präformierten Bruchstellen sindo Er erklärt
es damit, daß ein Kettenmolekül an der Stelle, an der es
seine geordnete Stabilität verloren hat, freier beweglich
und stärker geknäuelt und damit gegen mechanische Kräfte
unempfindlich wirdo

Die Übereinstimmung dieser Befunde mit unseren Ergebnissen
läßt annehmen, daß es sich auch in unserem Fall um eine
lokale Denaturierung handelto

Das Zustandekommen solcher lokalen Denaturierungen in Makro­
molekülen nach Bestrahlung läßt sich mit der von PLATZMAN
und FRANCK (1958) beschriebenen Wirkungsweise ionisierender
Strahlen erklären 0 Den genannten Autoren zufolge werden
durch das spontane Auftreten elektrischer Ladungen im
Innern eines Protein- oder DNS-Moleküls die polarisier­
baren Seitengruppen derart ausgerichtet, daß mehrere
schwache Bindungen, zoBo Wasserstoffbrücken simultan auf­
brecheno Da die Stärke der Polarisationswelle vom Entste­
hungszentrum nach den Seiten hin abnimmt, bleibt das Auf­
brechen von Wasserstoffbindungen auf einen Bereich im Mole­
kül begrenzto Der G-Wert von 0,1 besagt in unserem Fall,
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daß nicht jede primäre Ionisation zu dieser spezifischen
Läsion führt, sondern erst jede 100 Ionisation eine für
die MAK-Säule erkennbare lokale Denaturierung verursacht.

Dieser von PLATZMAN und FRANCK diskutierte Mechanismus
gibt darüber hinaus eine Möglichkeit, die unterschiedliche
Empfindlichkeit der DNS-Struktur gegenüber ionisierenden
Strahlen und ultraviolettem Licht zu erkläreno

Die strahlenbedingten denaturierten Zonen scheinen ferner
eine große Ähnlichkeit mit der Stelle der Replikation in
einer Doppelstrang-DNS zu besitzeno In verschiedenen chro­
matographischen und anderen Fraktionierungssystemen zeigen

sie gleiches Verhalten (KIDSON und KIRBY 1964, KIDSON 1966).
Die Trennung der normalen DNS von der replikativen DNS an
der MAK-Säule wurde von PAOLETTI uoa o (1966) sowie von
SMITH und BURTON (1966) durchgeführto Die Eluierbarkeit
der gebundenen Fraktion (welche die replikative Form ent­
hält) mit Ammoniak besteht ebenfalls für bestrahlte DNS o

Auch bei der Transcription, doho der Ablesung des geneti­
schen Code durch die RNS-Nukleotidyltransferase während der
RNS-Synthese, sind die DNS-Stränge partiell denaturiert

(ANTHONY u.ao 1966, WALTER uoa. 1967), jedoch besteht noch
keine gesicherte Vorstellung über die Ausdehnung dieser
denaturierten Zonen.

Ein enzymatischer Nachweis partieller Denaturierungen in
der DNS wurde von HERSHEY uoa. (1963) mit Phosphodiesterase I
(nach LEHMAN) geführt; dieses Enzym ist spezifisch für Ein­
strang-DNS, es benötigt 3' OH-Gruppen als Startpunkteo Es

ist daher anzunehmen, daß die denaturierten Zonen nur dann
erfaßt werden können, wenn sie an der Stelle eines Einzel­

bruchs entsteheno

Da die Chromatographie an der MAK-Säule allein keine quan­
titativen Angaben zuläßt, gäbe ein solcher enzymatischer
Test gewiß eine Möglichkeit, weitere Aussagen über die Art
und insbesondere über die Ausdehnung der durch ionisierende
Strahlen verursachten denaturierten Zonen zu macheno
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E. Zusammenfassun6

In der vorliegenden Arbeit wird über einen chromatographisch

nachweisbaren Strahlenschaden an bestrahlter Desoxyribo­
nukleinsäure berichteto Charakteristisch für diesen Strah­
lenschaden ist eine außergewöhnliche Bindung der DNS an
eine Säule aus methyliertem Albumin auf Kieselguro Die Bin­
dung an die MAK-Säule steht in einem exponentiellen Ver­
hältnis zur Strahlendosiso Dies besagt, daß eine Läsion
pro Molekül genügt, um das ganze Molekül an die Säule zu
bindeno

Die Strahlenempfindlichkeit der DNS in bezug auf die Bin­
dung an die Säule ist von der Ionenkonzentration der Lösung
abhängig 0 Mit Ultraschall degradierte DNS eluiert wesentlich
besser von der Säule und verhält sich resistenter gegen
Strahlung als unbehandelte DNSo Diese Resistenz kurzer DNS­
Ketten zeigt sich auch in bezug auf die strahlenbedingte
Verschiebung des Schmelzpunktes 0 Nach mechanischer Degra­
dierung bestrahlter DNS wird die Fraktion ungeschädigter
Moleküle erhöht 0 Dies bedeutet, daß es in bestrahlter DNS
Molekülabschnitte gibt, die keinen Strahlenschaden aufwei­
sen und der Schaden folglich lokal begrenzt isto

Durch vergleichende Untersuchungen mit bereits bekannten
Strahlenschäden lassen sich Vernetzungen, Basenschädigun­
gen und Brüche als alleinige Ursache für die Bindung an
die MAK-Säule ausschließeno Dagegen ist es wahrscheinlich,
daß die Bindung des DNS-Moleküls durch begrenzte Zonen
mit aufgebrochenen Wasserstoffbrücken hervorgerufen wirdo
Solche Zonen wurden auch von anderen Autoren nach Einwir­
kung von Scherkräften oder Erhitzen beobachtet und als
lokale Denaturierung bezeichneto

Die Häufigkeit dieser Läsion pro 100 eV absorbierter Ener­
gie beträgt 0,10 Dieser Wert wird vergleichend mit G-Werten
für bekannte Strahlenschäden diskutierto Er besagt, daß es
sich bei dem Öffnen einer bestimmten Anzahl von Wasser­
stoffbindungen um eine Folgereaktion handelt; offenbar ist
nicht jede Ionisation imstande, eine lokale Denaturierung
zu verursacheno
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Abbo 1: Struktur der Desoxyribonukleinsäure mit Wasser­
stoffbrückeno
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Abbo 2: Elutionsprofil einer Kalbsthymus DNS an methylier-

tem Albumin auf KieselgurD native DNS,
---------- degradierte DNS (Ultraschall)~
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Abbo 3: Bindung bestrahlter DNS an die MAK-Säule 0

Dargestellt sind Werte aus 6 DNS-Präparationeno
(Konzentration 0,5 mg/ml)o
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Abbo 4: Elution bestrahlter DNS von der MAK-Säuleo
Der Wert unbestrahlter DNS ist mit 100 %
angenommen 0 (Konzentration während der
Bestrahlung 0,5 mg/mI, Ionenstärke 0,01 M
NaCI)o
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AbbD 5= Bestrahlung degradierter DNSo Das Molekularge­
wicht wurde vor der Bestrahlung auf ein Viertel
reduziert 0 (Konzentration während der Bestrahlung
0,5 mg/mI, Ionenstärke 0,01 M NaCI)o Die Meßpunkte
sind Werte aus 3 DNS-Präparationen mit je 2 Frak­
tionierungen.
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Abb. 6: Degradierung bestrahlter DNS. Das Molekularge­
wicht wurde nach der Bestrahlung auf ein Viertel
reduziert. ---------- Dosiseffektkurve der Elu­
tion unbehandelter DNS (Abb. 4).
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Abb. 7: Bestrahlung von DNS als Gel. Offene Symbole
5 mg/mI, geschlossene Symbole 10 mg/mI.
Ionenstärke 0,01 M NaClo Die Meßpunkte sind
Mittelwerte aus 2 Versuchen.



,,
t:::), . • t=)• r--\

1
I

D:::: I~
/c:::>

/l.L)

1Ir-

I
c.r:>
~

c::::>
CI)LC:>

"CI)
c=>

'1:::J
c::
a..:>-
...c::
co
l:....-.
-+-
C/J0



Abbo 8: Bestrahlung von DNS mit ultraviolettem Licht
der Wellenlänge 253,7 nmo (Konzentration während
der Bestrahlung 0,2 mg/ml, Ionenstärke 0,01 M
NaCl) 0 Meßpunkte sind Mittelwerte aus 4 Frak­
tionierungen 0
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Abbo 9: Schmelz- und Renaturierungskurven von degradierter

DNS in 0,2 M NaClo Kontrolle Tm = 85,6 °0,
--------- nach Bestrahlung mit 50 kR Y-Strahlen Tm=

80,0 °Ca Die Kurven für 4 kR und 10 kR stimmen mit
der Kontrolle übereino
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Abbo 10: Elutionsprofil einer bestrahlten DNS mit

3 Elutionsstufeno
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Abb. 11: Schematische Darstellung der partiell denatu­
rierten DNS-Doppelhelix des Phagen A (nach

INI1AN 1966) 0

A: Kettenanfang; B, C, D sind Zonen, deren
Wasserstoffbrücken labil sind.
I lI mul tiple sites", t 11 single sites 11 •
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