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1. Finleitung

Die Wirkung ionisierender Strahlen auf biélOgiéche Objekte
kann formal durch Dosiseffektkurven beschriebeh werden.
Hierbei wird der biologische Schaden mit det Betrage der
absorbierten Strahlenenergie in Beziehung gesetzt. Einé
tiefergehende Analyse dieser Kurven wurde besonders bei
Bakterien und Viren durchgefiihrt, wobei dié¢ Zerstdrung der
Koloniebildungsfihigkeit der bestrahlten Organismen als
biologischer Effekt der Strahlung gewertet wurde. Diese
Analysen fiihrten zur Entwicklung der Treffer- und Treff-
bereichstheorie (Lea 1946, Timofé&eff-Ressovsky und Zimmer
1947), die als wirksames Prinzip der Strahlung konkrete
Ereignisse der Energieabsorption in einem empfindlichen
Volumen des bestrahlten Organismus wahrscheinlich machten.

Weitere strahlenbiologische Arbeiten versuchten, die auf
die Energieabsorption folgenden Prozesse ndher zu beschrei-
ben. Dabei interessierten einmal die unmittelbar daran an-
schlieBenden physiko-chemischen Reaktionen - meist Radikal-
reaktibnen - zum anderen die spater erreichten stabilen
Veranderungen einzelner Molekiile. Diese molekularen Ver-
anderungen fihren ilber zahlreiche biochemische und biolo-
gische Reaktionen zu dem beobachtbaren Strahleneffekt am
biologischen Objekt.

Bei Mikroorganismen, insbesondere bei den Viren, haben
zahlreiche Untersuchungen gezeigt, daB die Veridnderungen
der molekularen Struktur der Desoxyribonukleinsdure (DNA)

PR * e

eine wesentliche Ursache der Hemmung der Koloniebildungs-
féhigkeit ist (Davis 1953, Hotz und Zimmer 1963). In der
vorliegenden Untersuchung sollen nun einige strahlenbe-
dingte molekulare Verdnderungen in der DNA von Bakterio-
phagen beschrieben werden und versucht werden, diese in Be-

ziehung zu dem biologischen Effekt der Strahlung zu setzen.

Eine Analyse der strahlenbedingten molekularen Veranderungen
der DNA beginnt zweckmdBig mit Untersuchungen von Verdnde-
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rungen, die nach Bestrahlung der DNA in verdiinnter, wiss—
riger Losung beobachtet werden. Die dabei im Wasser ent-
stehenden Radikale wirken auf die DNA ein. Man bezeichnet
dies als indirekte Strahlenwirkung. Bel Bestrahlung von
Bakterien oder Viren fihrt hauptsdchlich die im DNA-Mole-
kil selbst absorbierte Strahlenenergie zu den molekularen
Verdnderungen (direkte Strahlenwirkung). Obwohl hier die
an die Energieabsorption anschliefenden Radikalreaktionen
viel weniger bekannt sind, ist es doch aussichtsreich,
die darauf eintretenden molekularen Verinderungen der DNA
zu analysieren und mit denen nach indirekter Bestrahlung
zu vergleichen,

" Tarvien e1n
v .LG..LJ..LU..L.LE QL
riger Losung beobachtete man chemische Veranderungen der
Nukleotidbasen (Weiss 1964), Briiche der Doppelhelix und

des einzelnen Nukleotidstranges (Butler 1956, Peacocke

f die

1960, Hagen 1967), Vernetzungen zwischen den einzelnen
Molekiilen (Alexander und Lett 1960, Hagen und Wellstein
1965) sowie eine Schidigung der Wasserstoffbriicken (Cox
u.a. 1958, Hagen und Wild 11964).

Die Verdnderungen der makromolekularen Struktur der DNA,
also Briiche, Vernetzungen und Spaltung der Wasserstoff-
bricken sind dabei am empfindlichsten zu messen, wihrend
dagegen detaillierte chemische Analysen an einzelnen Bau-
steinen im betrachteten Makromolekiil weniger aussichts-
reich sind. Schematisch kann man die Strahlenreaktionen an
der Nukleotidkette wie folgt beschreiben:

ie DNA als Polymer P, so konnen wir die
Reaktionen, die an synthetischen Polymeren nach Bestrah-
lung auftreten (Henglein und Schnabel 1966), formal auf
die DNA {ibertragen. Dabei miissen wir berlicksichtigen, dall

die DNA aus zwel polymeren Einzelstringen besteht.

Je nach der Konzentration der DNA bei der Bestrahlung wird
ein Teil der Strahlenenergie direkt an der DNA-Doppelhelix
absorbiert werden (direkte Strahlenwirkung). Dabei kann
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einmal einer der beiden Doppelstringe aufgespalten werdeh,
wodurch zwei Radikalstellen entstehen (1) dder es wird
eine Seitengruppe als Radikal abgetrennt, wobei nur eine
Radikalstelle am DNA-Molekiil zuriickbleibt (2):

) b 4
P —Jé-a P — — 0
RIRE Py R% (2)

o—

- W

Hierin bedeutet P* der aktivierte Zustand des Polymers,
die Punkte sollen die Radikalstellen andeuten.

Ein anderer Teil der Energie wird auf das Losungsmittel S
Ubertragen werden. Bel verdiinnten Ldsungen ﬁberwiégt die-

1

> §¥ — 2 Ry (HOH —=—> HOH® —— H* + OH')  (3)

Die Losungsmittelradikale (diffusible Agentien) kdnnen nun
zur DNA diffundieren und hier die Bildung von Makroradi-
kalen induzieren, indem sie mit einer Seitengruppe (z.B.

H) rekombinieren.

Ror T T 0] —asBE+ 1T T W

Das entstandene Makroradikal kann verschieden weiterrea-
gieren. Es kann mit einem Losungsmittelradikal rekombi-
nieren, wodurch ein unversehrtes Molekiil zurickgebildet

wird:

T &

I R e |
il

* R

2

oder aber es kann an der Radikalstelle eine Finzelkette
brechen (Einzelbruch), wobei eine Radikalstelle zuriick-
bleibt:

N NN
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Die Radikalstelle wird dann mit einem Losungsmittelradikal
rekombinieren. Iiegt im zweiten Einzelstrang ebenfalls
eine Radikalstelle gegeniiber oder in nicht zu weiter Ent-
fernung vor, so kann sich die Reaktion in diesem Strang
wiederholen, womit es zu einem Doppelbruch kommen wiirde.
Dabei wirden die zwischen den beiden Radikalstellen lie-
genden Wasserstoffbriicken aufgespalten.

Es ist aber auch eine Reaktion zwischen zwel benachbarten
Makroradikalen denkbar, bei der zwei Doppelhelices zu
einem neuen, vernetzten Molekiil rekombinieren (Vernetzung):

- T )

Es entsteht in diesem Falle ein Molekiil mit hoherem Mole-
kulargewicht. Allerdings werden gleichzeitig eintretende
Briche je nach ihrem Verhdltnis zu den Vernetzungen die
Kinetik der Veranderungen des Molekulargewichtes beein~
flussen (Henglein und Schnabel 1966). Alle diese Reak-
tionen beschreiben nur die makromolekularen Verdnderungen,
die sich auf Briche oder Vernetzungen beziehen. Es sollte
hier nicht darauf eingegangen werden, wo die Radikalstel-
len am DNA-Gerilist der Phosphat-Esterbindung entstehen und
wie der chemische Mechanismus von Briichen oder Vernetzungen
im einzelnen ablauft. Hierliber ist noch sehr wenig bekannt.

Nach einer Bestrahlung in vivo konnte eine Schiadigung der
DNA zun#chst durch den Verlust ihrer Fghigkeit der Trans-
formation genetischer Merkmale nachgewiesen werden
(Hutchinson und Arena 1960, Stuy 1961). Dagegen gelang der
Nachweis chemischer oder physikalisch-chemischer Veridnde-
rungen nicht iiberzeugend, da hierfiir die Organismen sehr
hoch bestrahlt werden muflten, um die Schdden itiberhaupt
meBbar erfassen zu koOnnen. Sekunddre Folgereaktionen, d.h.
stoffwechselbedingte Reaktionen an der DNA, konnten nicht
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ausgeschlossen werden, zudem fiihrte h3ufig schon die Iso-
lierung der DNA-allein zu einer Schidigung ihrer Struk-
tur (Thomas und Berns 1961).

Erst seit kurzer Zeit kennt man Verfahren, DNA aus Mikro=
organismen so schonend zu isolieren, daBl eine Aussage iber
die in vivo eingetretenen Veradnderungen moglich war. So
untersuchte z.B. Kaplan (1966) das Auftreten von Einzel-
und'Doppelbrﬁchen in der DNA bestrahlter Bakterienzellen
und erkannte Doppelbriiche als Ursache des letalen Effektes
ionisierender Strahlen. Von Freifelder (1965) wurde die
Hiufigkeit von Doppelbriichen in der DNA des Phagen T7

mit der Vermehrungsrate verglichen. Nach Bestrahlung in
1072 u Histidinldsung, in der nur direkte Strahlenwirkun-—
gen auftreten, wurden etwa 0,4 Doppelbriiche pro inakti-
viertem Phagen gefunden. Es wird hier deutlich, daBl Doppel-.
strangbriche nicht die alleinige Ursache der Phageninak-
tivierung sein kdnnen. Es erschien deshalb angebracht, die
Phageninaktivierung und die dabei eintretenden Verdnderun-—
gen der makromolekularen Struktur der DNA eingehender zu
untersuchen.

Die auch von anderen Autoren verwendeten Bakteriophagen als
Objekt strahlenbiologischer Untersuchungen bieten in vie-
lerlei Hinsicht groBe Vorteile. Bel differenzierteren Ob-
Jekten, wie z.B. Bakterien- oder Sdugetierzellen, macht
eine Vielzahl stoffwechselbedingter Parameter eindeutige
Aussagen Uber die primdren Strahlenschiden der DNA nahezu
unmdglich. Da Phagen keinen eigenen Stoffwechsel besitzen,
wird bei diesen die Interprebtation primidrer Schaden er-
leichtert. Daneben lassen sie sich relativ einfach in
groBen Mengen zlichten und biologisch testen. Besonders
gunstig ist, daB die DNA aller Partikel die gleiche Mole-
kiilgrole besitzen, womit ein homogenes Untersuchungsma-
terial vorliegt. Auch sind die Molekulargewichte von Pha-
gen~DNA noch nicht zu hoch, so dal eine schonende Isolie-
rung ohne mechanische Degradierung noch gewdhrleistet wer-

den kann.
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Als Objekt unserer Untersuchungen wahlten wir T1-Bakterio-
phagen, deren Strahlenempfindlichkeit schon gut untersucht
ist (Hotz 1966). Die DNA dieser Phagen hat ein Molekular-
gewicht von ca. 30 - 4069 Wir entwickelten und verfeiner—
ten zundchst ein Isolierungsverfahren, das zu guten Aus-
beuten an DNA mit wenig gebrochenen Molekiilen filhrte. Zum
Vergleich isolierten wir DNA aus T4-Phagen mit einem Mole-
kulargewicht von etwa 120 - 406, um unser Isolierungsver-
fahren zu prifen und die Methode unserer Molekulargewichts-
bestimmungen mit den Ergebnissen anderer Autoren verglei-
chen zu konnen.

In der vorliegenden Arbeit soll zundchst die Bestimmung
des Molekulargewichtes sowie die Analyse der Molekularge-
wichtsbestimmung dargestellt werden. Um eine sichere Aus-~
sage iiber Molekiilform und Molekulargewicht machen zu kon-
nen, wurde neben der Sedimentation in der analytischen
Ultrazentrifuge auch die Viskositat gemessen. Schiadigun-
gen der Wasserstoffbrickenbindungen charakterisierten wir
mit Schmelzpunktbestimmungen und Renaturierungsversuchen.
Mit diesen Methoden werden die Vera@nderungen der DNA nach
Bestrahlung in wissriger Losung, also unter indirekter
Strahlenwirkung, beschrieben. Dabel galt unser Interesse
den Doppelstrangbriichen, den eventuell auftretenden Ver-
netzungsreaktionen und den Schidigungen der Wasserstoff-
bricken.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte versucht werden, in ent-
sprechender Weise die direkte Strahlenwirkung auf die DNA
in den Bakteriophagen zu beschreiben. Damit sollte ein
Beitrag zur Aufklarung des Mechanismus geleistet werden,
der fir den Verlust der Koloniebildungsfihigkeit der Phagen
verantwortlich ist.



2. Material und Methoden
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2:17.1. Stammlosungen

Meditm, M-9: Es wird in Form von 4 sterilen StammlSsungen
angesetzt: Ldsung A enthilt 178,5 g Na2HPO4 - 2 H0 und
75 g KHEPO4 in 1 1 aqua bidest.; Losung B besteht aus

100 g NH,C1, 50 g NaCl und 20 g MgSO, - 7 H,0 pro 1 1 und
ILosung C aus 44 g Glucose und 0,3 g KH2PO4 in 100 ml aqua
bidest.. Losung D ist eine 0,27 %ige wissrige FeCl5 - 6
HEO—Lb'sung° Losung A und B werden autoklaviert, Losung C
und D werden bei 100° im Dampftopf sterilisiert. 1 1 des
MO-Mediums setzt sich aus 40 ml A, 10 @l B, 410 ml C,

0,1 ml1 D und 940 ml sterilem aqua bidest. zusammen.

Phagenpuffer: Der Puffer setzt sich zusammen aus: 7,4 g
NazHPO4 x 12 Hy0; 1,5 g KH, PO, ; 4,0 g NaCl; 5,0 g K,80,;
1,0 ml 1 % Gelatineldsung. Die Mischung wird mit destill.
Wasser zu 1000 ml gelost und im Dampftopf sterilisiert.
Vor Gebrauch des Puffers werden noch 0,5 ml 0,1 m MgS0,, x
7 HéO—Lésung und 0,5 ml1 0,01 m CaCl2—L6sung zugesetzt.

Die fertige Losung soll pH 7 haben.

Indikator-Ndhrboden nach Bresch (1952): Er enthdlt in

1 1 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto Extrakt, 0,5 g NalCl
und 15 g Bacto Agar. Nach Neutralisierung und Autokla-
vieren werden zu 41 1 Medium 40 ml 40 %ige Glucose-Ldsung
32 m1 0,1 %iger Alizarin-Gelb-Ldsung und 7 ml 1 %iger
Wasserblau-Losung gegeben. Danach wird die heiflle Losung
in sterile Petrischalen ausgegossen.

T-Briihe: Die T-Brihe (Trypton-Brihe) enthdlt in 4 1
destill. Wasser 10 g Pepton aus Fleisch (tryptisch ver-
daut), 5 g NaCl, 1 ml 1 m MgSO, -Lésung. Die auf pH 7
eingestellte Losung wird autoklaviert.



2.1.2. Mikroorganismen

Die filir unsere Versuche verwendeten T1- und T4-Coliphagen
und ihre Wirtsstamme Escherichia coli B wurden unserem
Institut 1958 vom Institut fir Genetik der Universitiat
K51n zur Verfligung gestellt und als Laborstimme in Passa-
gen weitergefihrt.

Bakterienstimme sowie Lysate wurden in Difco-~-Nahrmedium
nach der von Adams (1950) beschriebenen Methodik angesetzt.
Die Liysate und Konzentrate, die durch einige Tropfen Chlo-
roform konserviert wurden, bewahrten wir bei 4 °C auf.

Erst zum Zeitpunkt der Isolierung der DNA bzw. de
strahlung wurden die Phagen im entspreche:

Bestrahlungsmedium verdinnt.
2.1.3. Herstellung der Phagensuspensionen

Umn fir unsere Untersuchungen ein homogenes Material ver-
wenden zu konnen, empfahl es sich, moglichst nur Phagen
aus ein und derselben Priparation zu verwenden. Das machte
die Prédparation groflerer Mengen hochgereinigter Phagen-
suspensionen notwendig. Wir bedienten uns eines rationel-
len Verfahrens von Hotz (1966), das die Zlichtung in groBen
KulturgefaBen von 20 1 ermdglicht. Das verwendete Medium
M-9 fir die Wirtsbakterien war ein Minimalmedium, das als
einzige Energiequelle fir die Bakterien Glucose enthalt.

Zundchst werden 150 ml M-9-Medium mit 0,3 ml einer {iber
Nacht beliifteten E.coli B Kultur in M-9 angeimpft. Diese
Kultur 1aBt man tUber Nacht bei 570 unter starker Beliif-
tung wachsen. Die Suspension wird dann in 20 1 M-9 von
570 gegeben. Diese GroBkultur 1a2Bt man wiederum unter
starker Beliiftung bis zu einer Zellzahl von etwa 5 - 408
Bakterien/ml wachsen. Die Z&hlung der Keime erfolgte in
einer Blutkdrperchen-Zéhlkammer. Die Bakterienkultur wird
nun mit Phagen aus einem frischen, d.h. nicht mehr als

6 Tage alten Lysat angeimpft. Die Infektionszahl, das ist
die mittlere Anzahl von Impfphagen pro Bakterium, soll
etwa 0,5 betragen.
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Etwa 20 min nach Zugabe der ImpfpHagen beginnt in diesem
Kultursystem die Lybis der Bakterien; wobei der Zellinw-
halt der zerstdrten Bakterlen in Losung geht Die Beliif-
tung dieser eiweiBhaltigeén Losung zieht eine starke
Schaumbildung nach sich. Dieser Schaum wird mittels elnes
von Hotz (1966) entwickelten Schaumkonﬁensators w1eder

zu flilssigem Ndhrmedium zerschlagen, welohes_in das Khl-
turgefiB zurickflieBt. Mit dieser Methode ertibrigte Sich
die Zugabe chemischer Antischaummittel, die nach unserer
Erfahrung den Titer senken. Der Titer des fertigen GroB-
lysates betrdgt nach etwa 18 Stunden 5 - 4010 ﬂqu
Phagen pro ml. Setzt man zum GroBRlysat etwa 0,5 1 Chloro-
form zu, so platzen die kurz vor der Lysis stehenden Zel-
len. Hierdurch kann der Endtiter nochmals etwas erhdht
werden. |

Das GroBlysat wird nun in 4 l-Anteile aufgeteilt, pro
Anteil 1120 g NH ) SO4 und 100 m1 0,1 m AthylendLamlnr
tetraacetat-Losung zugesetzt und 72 Stunden bel &4 °¢
stehengelassen. Durch die Salzzugabe prazipitieren die
Bakterienhiillen zusammen mit den Phagen und setzen sich
am Boden des GefdBes ab. Der Uberstand wird abgesaugt und
nach einer Titerkontrolle verworfen. Die Prézipitate wer-
den bei 9000 Upm 1 Stunde lang abzentrifugiert und die
Niederschlidge in etwa 300 ml Phagenpuffer resuspendiert.
Un die Viskositat der Suspension herabzusetzen und um die
DNA, die RUNA und das Protein der Bakterien zu verdauen,
wird die Mischung fiir 20 Minuten bei 37 °C mit DNase,
RNase (je 1 “g/ml) und Trypsin (2 pg/ml) unter Zusatz von
0,1 ml gesattigter MgSO4-L65ung pro 100 ml inkubiert.
AnschlieBend werden die verbleibenden Bakterienhiillen
durch einstilindige Zentrifugation bei 6000 Upm von den
Phagen getrennt. Die im Uberstand befindlichen Phagen
werden nun durch Zentrifugation bei 15 000 Upm sedimen-
tiert und in Phagenpuffer resuspendiert.
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Die letzte Reinigung erfolgt mit Hilfe des CsCl-Gradienten.
Eine Phagensuspension mit Zusatz von 0,67 g CsCl/ml wird
in Zellulosezentrifugenrdhrchen 20 h bei.?35 000 Upm im
Rotor 40 der praparativen Zentrifuge der Fa. Beckman
(Spinco L 50) zentrifugiert. In dem sich dabei ausbil-
dendem CsCl-Dichtegradienten sammeln sich die Phagen ent-
sprechend ihrer Dichte (p = 1,49) etwa in der Mitte des
Rohrchens als opaleszierendes Band, wghrend sich das rest-
liche Eiweifl als braune gelatindse Masse an der Oberflache
der Flussigkeit befindet. Die Zelluloserdhrchen werden nun
von unten mit einer Kanilile angestochen, so daBl die Losung
austropfen kann. Die Phagenbinder werden gesammelt, die

ibrigen Ldsungen verworfen. Die vereinigten Phagenfraktio-
nen missen nun wieder vom CsCl befreit werden. Dies ge-
schieht durch Dialyse gegen Phagenpuffer, wobei wihrend

72 Stunden der Puffer dreimal gewechselt wird. Die Akti-
vitédtsausbeute hdngt in erster Linie vom Ausgangstiter

des Lysates ab, d.h. Jje hoher der Titer, desto geringer
sind die wBhrend der Aufarbeitung auftretenden Aktivitats-
verluste. Jedoch ist bei Lysaten mit vergleichbarem Titer
bei vollig gleicher Aufarbeitungsmethode die Ausbeute sehr
variabel. Sie schwankt zwischen 20 und 90 % der Ausgangs-

aktivitat.,

Die hier beschriebene Aufarbeitungsmethode gilt fiir den
schockresistenten T1-Phagen. Er ist gegen groBere Verdn-
derungen des osmotischen Druckes unempfindlich, so daB

er durch Aussalzen mit hohen (NHA)2304—Konzentrationen
angereichert und mit dem CsCl-Gradienten gereinigt und
konzentriert werden kann. T4-Phagen sind nicht schock-
resistent und wiirden beim Aussalzen und Reinigen im
Dichtegradienten platzen und ihre DNA freisetzen. Man ist
hier darauf angewiesen, die Phagen vom Bakterieneiweil
durch fraktionierende Zentrifugation zu trennen. ’
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2.1.4. Titrieren der Phagen

T1-Phagen plattierten wir auf einem Indikator-Nshrboden
nach Bresch (1952): 0,1 ml einer in geeigneter Weise in
T-Brihe verdinnten T1-Suspension wird mit etwa der glei-
chen Menge einer Ubernachtkultur von E.coli B gleich-
maBig Uber die Agarschicht verteilt und Uber Nacht beil
37 °C inkubiert. |

T4-Phagen wurden mit der top-leyer-Methode nach Adams
(1959) titriert. Von jeder Probe wurden mindestens zwei
Platten ausgezdhlt, die Verdinnung wurde dabeil so gewahlt,
daBB etwa 300 - 400 plaques gezdhlt werden komnten.

o o s O S e i o Rt e A e S M e s S

Die Isolierung von Phagen-DNA erfolgte naech der Methode
von Mandell und Hershey (1960) mit Phenol: Zu einer T1-
Phagensuspension (Phagentiter etwa 2 - 10712 Phagen/ml in
Trispuffer pH 7) wurde Natriumdodecylsulfat (Endkonzen-
tration 2 %) zugegeben (Subirana 1965), um die Abtrennung
des Proteins zu erleichtern. AnschlieBlend wurde die
Suspension bei 4 °C zwei bis drei mal mit dem gleichen
Volumen frisch destilliertem, wassergesdattigten Phenol
versetzt und vorsichtig mit der Hand geschiittelt. Die
Phenolschicht wurde Jeweils durch kurze niedrigtourige
Zentrifugation abgetrennt und mit einer Spritze entfernt.
In dieser (unteren) Phenolschicht befindet sich das Pha-
genprotein. Nach der letzten Extraktion wurde das rest-
liche in der wissrigen Phase geldste Phenol durch vor-
sichtiges Schiitteln mit frischem Ather solange extrahiert
(etwa 6 mal), bis die DNA-L3sung klar war. Danach wurde
die DNA-LSsung 15 h bei 4 °C gegen 0,165 m NaCl pH 7 oder
gegen 0,15 m NaCl + 0,015 m Na-Citrat pH 7 dialysiert.
Der Dialyseschleauch wurde vorher mit destilliertem Wasser
ausgekocht, um Vereunreinigungen mit Stoffen zu vermeiden,
die Licht der Wellenlange 260 nm absorbieren.



Bei dem Versuch aus T4-Phagen CTiter 2 - 1642 Phagen/ml)

DNA auf die gleiche Weise zu isolieren, gelang es uns nach
dreimaliger Phenolextraktion nicht, eine einwandfreie Tren-
nung von Protein und DNA zu erzielen. Beim Abzentrifugie-
ren der Phenolschicht bildet® sich zwischen wassriger Schicht
und Phenolschicht eine dicke viskdse Zwischenphase, die
sich sehr schlecht von der wassrigen Schicht abtrennen

lieB. Erst durch Suspension der Phagen in 1 m NaCl pH 7

und nach Zugabe von Natriumdodecylsulfat (Endkonzentra-
tion 2 - 3 %) lieB sich eine gute Tremnung erzielen.

Bei dieser Isolierungsmethode geht etwa 20 % - 30 % der
zu erwartenden DNA-lMenge verloren. So ist z.B. der ange-
niherte DNA-Gehalt pro T4-Phage 2,15 - 1012 g/Partikel.
Bei einem Titer von 2 - 4102 Partikel/ml wiirde man ~ 500
pg/ml DNA erwarten. Die von uns bei mehreren Isolierungs-
prozessen der DNA gefundene Menge schwankte zwischen 350
und 420 pg/ml. In diese Uberschlagsrechnung ist jedoch
nicht die DNA-Menge eingerechnet, die von den auch vorhan-
denen nicht infektidsen Bakteriophagen stammt.

T ot T S S, ST it S Sl S T W ST VA A gt U TS s SE U SR T G TS G e s WS g e . i s Sl M oD S T W2 St e B

2.3.1. Bestimmung der Konzentration

Da in der DNA Basen, Zucker und Phosphatgruppen in &qui~

molarem Verhdltnis vorliegen, kann man iiber die quanti-

tative Bestimmung eines Bestandteils die Konzentration

ermitteln. Wir wdhlten den Weg ilber die Bestimmung des
c

en u.a. (1956)

Phaanhat+oah

=@
E A M-V-I--LM UE\J-L-LQ

Das Chen-Reagenz besteht aus: 1 Vol. 6 n HESOq, 2 Vol.
H,0, 1 Vol. 2,5 %iges Ammoniummolybdat + 1 Vol. 10 %ige
Ascorbins8ure. Das Reagenz ist nur einen Tag haltbar.

.
narnrhh adrnar Mat+hnldas ran
=S dachn eliner 1Nievagode von °

Das organisch gebundene Phosphat muB zunichst in anorga-
nisches Phosphat umgewandelt werden, und zwar mit Magne-
siumnitrat in Alkohol. 0,05 ml DNA-LOsung mit einer Kon-
zentration zwischen 0,1 und 1,0 mg/ml werden mit 0,05 ml
10 %iger alkoholischer Mg(N05)2—L65ung versetzt und solange
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erhitzt, bis keine nitrosen Gase mehr entwickelt werden.
Das entstandene Ortho-Phosphat wird in 0,3 ml 41 n HC1
aufgenommen und 10 min im Wasserbad gekocht. Nach Zugabe
von 1,7 ml Héo wird die Losung mit 2 ml des Chen-Reagenz
versetzt. Dabei wird der entstehende lMolybdatkomplex durch
die Ascorbinsgure in Gegenwart von Schwefels8ure zu Molyb-
danblau reduziert. Nach einer Stunde Stehenlassen bei 37 °c
hat sich das Maximum der Farbung eingestellt. Die Farbin-
tensitdt wird bei 820 nm photometrisch gemessen und mit
einer Standardkurve dieser Reaktion mit KH2P04_verglichen°

Entsprechend der Basenzusammensetzung der T41-DNA betrigt
der Anteil des Phosphors am Molekulargewicht 9,93 % und
am Molekulargewicht der T4-DNA 9,1 %. Bei Kenntnis des
Phosphatgehaltes einer Probe 148t sich daraus auf den
DNA~Gehalt pro ml schliefBlen.

Nach sorgfidltiger Deproteinisierung (< 3 %) der DNA ge-
niigt zur Bestimmung der Konzentration die fiir die Basen
spezifisché Absorption bei 260 nm. Der Vergleich von
Phosphatgehalt und optischer Extinktion ermdglicht die
Bestimmung eines Extinktionsfaktors, mit Hilfe dessen die
Konzentration der DNA sehr schnell und zuverldssig bestimmt
werden kann. Es seien hier zwei Beispiele einer solchen
vergleichenden Bestimmung gegeben:

Von einer Losung von T4-DNA der Extinktion Eggg = 4,7 in
Phosphat~freiem Puffer wurde aus 20 Proben mit je 0,1 ml
nach der beschriebenen Methode der Phosphatgehalt bestimmt.
Der Mittelwert ergab eine Extinktion von Eggg = 0,4389.

Das entspricht nach der Eichkurve 21,1 pg Phosphor pro ml
oder einem DNA-Gehalt von 212 pg/ml. Hieraus berechnet
sich fiir das Natriumsalz von T1-DNA der Extinktionskoeffi-
zient von 19,8 cmz/mg°

Entsprechend wurde fiir T4-DNA der Extinktion EoSo = 4,885
ein Mittelwert aus 20 Proben von Eggg = 00,4935 gefunden.
Der Phosphatgehalt war demnach 23,25 pug/ml. Fir das Natrium-
salz der T4-DNA erhielten wir somit als Extinktionskoeffi—
zienten den Wert 18,1 cmg/mg° Beide Werte konnten reprodu-

ziert werden.
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2.3.2. Bestimmung des Proteingehaltes

Un Fehler bei den physikalisch-chemischen Untersuchungen
und bei den Extinktionsmessungen zu vermeiden, sollte der
Proteingehalt der Proben 3 % nicht ibersteigen. Zur Bestim-
mung des Proteingehaltes wadhlten wir die Methode von Lowry
U.a. (1951), die sich fiir geringe Proteinmengen, wie sie
bel unseren DNA-Praparationen vorlagen, besonders gutb
eignet:

In 0,6 ml einer DNA-Losung werden 3 ml alkalische Kupfer-
sulfat-Natriumtartrat-Losung zugesetzt und kraftig ge-
schiittelt. Die Losung besteht aus 50 ml 2 % l\TaeCO3 in
0,1 n NaOH und 4 ml1 0,05 % OuSO4 + 1 % Natriumtartrat.
Nach 10 min wird O,3 ml phenolisches Folin-Ciocalteu-
Reagenz zugefiigt und in 1 - 2 sec gemischt. Nach 30 min
Reaktionszeit bei Normaltemperatur werden die Proben bei
691 nm photometrisch gemessen. Der Proteingehalt wird
durch Vergleich mit einer Standardkurve mit Rinderserum-
albumin bestimmt. Nach dreimaliger Phenolextraktion lag
der Proteingehalt der DNA zwischen 1 und 3 %.
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T1~-DNA mit einem Molekulargewicht von etwa %0 - 406 und
besonders T4~DNA mit einem Molekulargewicht von 120 - 406
sind gegen Erwidrmung und gegen Scherkrafte sehr empfind-
lich. Deshalb miissen DNA-LOsungen mit besonderer Vorsicht
behandelt werden, um Denaturierung und Degradierung zu
vermeiden. Aus diesem Grunde wurden alle Proben stets

bei einer Temperatur von 4 °C aufbewahrt. Die DNA-L&sun-
gen wurden nicht durch Pipettieren, sondern durch Abwiegen
und EingieRen verdiinnt. Das Viskosimeter wurde durch Ein-
laufenlassen der Losung an der Statorwand und die Zellen
der Ultrazentrifuge durch EingieBen der Losung in das
Mittelstiick der Zelle gefiillt.
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2:5.1. Bestrahlung von DNA-LOsungen

2 - 3 ml einer DNA-Ldsung mit einer Konzentration von
etwa 200 pg/ml wurden 10 min mit gereinigtem ﬁg oder

mit O, ges#ttigt und gasdicht verschlossen. Die Bestrah~
lung erfolgte in einer 6OCO—Y—Quelle (Atomic Energy of
Canada Ltd., "Gammacell 200"). Die Dosisleistung al Oft

der Proben entsprach 6,5 ° 404 rad/h.

2.5.2. Bestrahlung der Bakteriophagen

Die Phagen (Titer etwa 2 - 4042/ml) wurden in 5 % Nahr-
bouillon oder in 0,165 m NaCl + O,1 m Histidin pH 7 sus-
pendiert und bei O °C im Eisbad in einer 6OCoav—Quelle
(Atomic Energy of Canada Ltd., "Gammacell 220",1.6 o 10°
rad/h) bestrahlt. Zur Aufnahme der Dosiseffektkurven in
beiden Losungen wurde die Bestrahlung nach jeweils 150 krad
unterbrochen und 0,1 ml zum biologischen Test entnommen.
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2.6.1. Viskositdtsbestimmungen

Aus der Viskositédt der Losung M und der Viskositét des
Losungsmittels ﬂo ergibt sich die relative Viskositat der
Losung T

nre]_*’! °
Die Grenzviskositidt (Staudinger Index) ist definiert:

= %—- sowie die spezifische Viskositat ﬂs =
)

rel o)

(1) = 1im  1im 7 __/c [d1/g] (2.1)
cso (H=zo °F

wobei ¢ die Konzentration der DNA-LSsung in [g/dll =

Lg/100 m1) und ¢s> die Scherkraft in [dyn/cmzl bedeuten.

Die Ermittlung der Grenzviskositdt erfordert also zwei
Extrapolationen:
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a) Die Extrapolation gegen dienKonzentration ¢ = 0. Dies
kann man erreichen, indem man —%2 gegen ¢ auftrigt. Bei
Extrapolation der Geraden gegen ¢ = o0 ergibt sich die
Grenzviskositdt [M]. Bei geringen DNA-Konzentrationen ist
-%E konstant. Man kann dann auch nsp gegen ¢ auftragen
und aus der Steigung der Geraden die Grenzviskositédt er-

mitteln.

b) Die Extrapolation gegen die Scherkraft Null <sY = o.
Die Scherkraft tragt dér Kraft, die zur ﬁberwindung der
inneren Reibung zweier Fliissigkeitsschichten gegeneinan-
der notwendig ist, Rechnung. Bei langen Fadenmolekiilen ist
die spezifische Viskositdt von der Scherkraft abhangig,
sie nimmt bei zunehmender Scherkraft ab. Von Crothers und
Zimm (1965) wurden entsprechende Untersuchungen an T7-
und T2-Phagen~-DNA durchgefithrt. T7-DNA ist T1-DNA und T2-
DNA ist T4-DNA im Molekulargewicht Zhnlich. Sie zeigten,
daBl fir T7-DNA erst bei sehr niedrigen Scherkraften von
(s = 4,1 » 1077 dyn/cm® und flir T4-DNA erst bei ¢s) =
1,1 - 1077 dyn/cm® keine Abhingigkeit der Viskositit von
der Scherkraft mehr zu beobachten ist.

Unsere ersten Viskositdtsmessungen an T4-DNA nahmen wir
in einem nach Aten und Cohen (1965) modifizierten
Ubbelohde-Viskosimeter vor, welches mit einem zylindri-
schen Rohr mit Millimetereinteilung versehen war (Abbil-
dung “a). Das Kapillarviskosimeter hatte folgende Ab-
messungen:

Kapillarlange L = 38 ¢cm

Kapillarradius R = 0,023 cm

Ist die Jeweilige HOhe des Fliissigkeitsmeniskus h' und ho
der Gleichgewichtsstand der Fliissigkeit in den kommuni-
zierenden Rohren, so ist h = h' - hO die HOhe der Flissig-
keitssaule liber dem Gleichgewichtsstand.
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Mit der von Aten angegebenen Gleichung fiir die mittlere

Scherkraft
R

Y
£=

J
o (Mp/L)(r/2) 2nrdr _
) = Ap R/3L (2.2)

wi

<

(Ap Druckdifferenz zwischen zwei Hdhen hq und h2)

188t sich die mittlere Scherkraft in jeder HOhe {iber dem
Gleichgewichtsstand berechnen. Die Messungen liefBlen sich
von h = 15,4 ¢cm bis h = 0,6 cm Uber dem Gleichgewichts~
stand durchfihren. Fir h = 15,4 cm ist <8% = 3,05 dyn/cm®
und fiir h = 0,6 ist {82 = 0,119 dyn/cm2°

Nach Aten reicht zwar die Scherkraft {57 = 3,05 dyn/cn”
noch nicht aus, um in T4-DNA Briiche zu erzeugen, man sieht
aber an der Abbildung 2, daB bei der Scherkraft {§) =
0,119 dyn/cm2 die Viskositédt von der Scherkraft noch ab-
hdngig ist. Deshalb ist bel den lMessungen eine Extrapola-
tion auf die Scherkraft Null notwendig.

- Wir maBen nun die Viskositat von T4-DNA bel vier verschie-
denen Konzentrationen, trugen nsp gegen ¢ auf und extra-—
polierten Jeweils auf die Scherkraft Null. Diese Extrapo-
lation ist sehr schwierig und unsicher, da die Funktion
nsp = f(h) nicht geradlinig verliduft (Abbildung 2) und die

Werte von ﬂsp fiir kleine Werte von h stark ansteigen. Die

Werte fir nsp wurden dann gegen c¢ aufgetragen und aus
{8r=0
der Steigung der Geraden [Nl ermittelt. Wir fanden fiir na-

tive T4-DNA den Wert [1] = 321 [$] und fiir T1-DNA [1] =
1348 %ilo -

Da die Extrapolation auf {s7 = o unsicher und auBerdem die
Messungen sehr viel Zeit in Anspruch nehmen, nahmen wir
alle weiteren Viskositédtsbestimmungen mit dem von Zimm
und Crothers (1962) entwickelten Rotationsviskosimeter
der Fa. Krannich, Gottingen, vor (Abbildung 1b). Es wurde
von uns mit einer automatischen Einrichtung zur Ablesung
der Umdrehungszeit des Rotors ausgestattet. Die Autoren
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geben folgende Formel zur Ermittlung der auftretenden
Scherkrifte an:

(Rﬂ + R,5)
() =1 - Ty

no

. £ (Ry, Bp) [dyn/cm®] (2.3)

4

-
Rotorfrequenz (Umdr/sec)

Viskositidt in Poise (N fiir H

Q

1 0 bei 20 °¢ 0,01 Poise)
R,l Rotorradius in cm

R

f

2

5 tatorradius in cnm

Korrekturfaktor
&R,° - Ry R,
R, By) = TR SO TE) R (2.4)
i 2 2 d ]
Bei unserer Anordnung war
R,l = 0,5 cm
R2 = 0,637 cm
Q = 1,268 - 1072 Umdr/sec

Hieraus ergibt sich nach der angegebenen Formel eine
Scherkraft von (s} = 3,2 - 1072 dyn/cm2°

Diese Scherkraft ist so gering, daBl die Viskositdt unabhin-
gig von der Scherkraft ist. Eine Extrapolation gegen ¢s) =
0 ist deshalb nicht mehr notwendig. Da auBerdem die Messun-
gen automatisiert werden konnten, boten die Viskositédts-
messungen im Rovatlionsviskosimeter sehr grofle Vorteile
gegenuber der Verwendung des Kapillarviskosimeters. Fur
TgiDNA ermittelten wir die Grenzviskositét [N, = 320

T8t i3

33on
- [ UL R S ¥ N ]

dly . Az —n .
T4-DNA [n}Tﬂ = 134 Egrlo Die gemessenen Werte

fir ﬂsp/c zeigten, bei guter Thermostatisierung (auf %
0,02 9C) bel einer Probe nur geringe Abweichungen, der re-
lative Standardfehler betrug etwa 2,5 % - 3 %.

2.6.2. Sedimentationsanalysen

Neben der GrenzviskositZt ist der Sedimentationskoeffizient
eine weitere physikalische GroBe geldster Makromolekiile,
Der Sedimentationskoeffizient s ist definiert als Sedimen-
tationsgeschwindigkeit eines in Losung befindlichen Mole-
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kiils pro Eihheit der Zentrifugalbeschleunigung

dr/dtg
2.
4zl (2.5)

S =

hierin ist r der Abstand der Molekiile vom Rotationszen-
trum (in cm) nach der Zeit t (in sec) und ® die Winkel-
geschwindigkeit (in rad/sec).

Die Integration der Gleichung ergibt

Inr, - 1Inr
s = 2 /I 0 (296)
@ (tﬂ - to>

hierin sind T, und r, die Abst8nde der Molekile vom Rota-
tionszentrum nach der Zeit tq und zur Zeit to = Q.

Die Werte von s sind von der GrdBe und Form der Molekiile,
ihrer Konzentration und von der Zusammensetzung und Tem-
peratur des Losungsmittels abhingig. Deshalb werden die

apparenten s-Werte (s ) auf einen Standard, und zwar auf

app
Wasser von 20 °C bezogen.

(o] ¢}
Sapp 20 W=Sapp°FK=Sapp° E':g-— l'g /l B Vzo p20 (20 7)
2 ] — o
Moo Mg 1= Vg - Py

hierin sind ﬂg ﬂgo pgo Viskositat und Dichte von Wasser

bei t° und bei 20 °c.

ﬂt, Py Viskositdt und Dichte des Ldsungsmittels
bei t °C
Vans V partielles spezifisches Volumen der geldsten

20 %

Molekeln bei 20 °C und bei t °C
19 / M3y  und M, /17 sind tabelliert. Das partielle

spezifische Volumen der DNA betrigt nach Oth (1959) =
0,55. Der EinfluB der Konzentration der geldsten DNA
wird eliminiert, indem LOsungen verschiedener Konzentra-
tion sedimentiert werden. Durch Extrapolation auf unend-
liche Verdiinnung erhdlt man den Grenzsedimentationsko-

effizient s°.
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Die Sedimentationskceffizienten werden im folgenden in
Svedberg~Einheiten angegeben:

18 = 10" sec

Die Sedimentationsversuche wurden in einer analytischen
Ultrazentrifuge (Modell Spinco E, Fa. Beckman, Minchen)
mit Ultraviolettoptik bei 260 nm und bei 20,0 £ 0,1 ¢
vorgenommen. Die Umlaufgeschwindigkeit betrug nur 15 220
Upm, um eine Aggregation der Molekliile, wie sie bei Aten
und Cohen (1965) und Rosenbloom und Schumaker (1967) be-
schrieben wurde, zu vermeiden. Die Xonzentration der DNA-
Losung wurde entsprechend der Extinktion bei 260 nm so

gewahlt, daB bel der Belichbungszeit von 20 sec eine line-
are Beziehung zwischen der DNA-Konzentration (5 bis 35
wg/ml) und der Filmschwirzung bestand. Die Salzmolaritiét

der Losung war 0,165 m Na© vei pH 7.

Die Intensitat der Filmschwdrzung wurde mit einem Mikro-
densitometer Analytrol (Fa. Beckman) registriert. Fir
jeden Zentrifugenlauf wurden 10 UV-Aufnahmen im Abstand
von 716 min gemacht. Bei dem mit dem Densitometer erhalte-
nen Gradienten kann zundchst der Abstand des Mittelpunk-
tes des Gradienten Xy bei 50 % der Konzentration (yi =
0,5) fiir eine Berechnung des Sedimentationskoeffizienten
nach Gleichung (2.6) verwendet werden. Dabel ergibt sich
der Abstand vom Rotationszentrum Ty durch

T, =% o F+ 5,7 (in cm) (2.8)

wobel F ein durch die verwendete Zentrifuge gegebener
VergroBerungsfaktor ist. Man erhdlt dann Sapp,zo,w, 0,5°
das im folgenden nur mit Sapp, 0,5 bezeichnet wird. Ebenso
kann auch der Sedimentationskoeffizient fur einen belie-
bigen Punkt des Gradienten Xi9 T3 berechnet werden. Man
erhdlt dann 8§ .. Beispiele werden spidter gegeben (vgl.

. app,i
Abbildung 4).
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Wird eine DNA-LOsung langsam érwérmt, so trehnen sich

die beiden Finzeldtringe der DNA-Helix unter Aufbrechen
der sie verbindenden Wasserstoffbriicken. Die Trennung

der Stringe duRert sich in einer Absorptionserhdhung beil
260 nm. Die Temperatur, bei der 50 % der maximal erreich-
baren Absorptionserhtohung erreicht ist, nennt man den
Schmelzpunkt (Tm) der DNA. Er kann als Kriterium fir die
Stabilitat der Wasserstoffbricken gelten.

Bei langsamen Abkiithlen der DNA-LOsung lagern sich die
Einzelstringe der Helix zum Teil wieder zur Doppelhelix
zusammen. Dieser Vorgang wird als Renaturierung bezeich-
net. Schmelzpunktbestimmung und Renaturierung unserer
DNA-Losungen nahmen wir in einer durch einen Aluminium-
Block kontinuierlich aufheizbaren Quarzkivette im Spek-
tralphotometer (Pa. Zeiss) (Aufheizgeschwindigkeit 1,8
OC/min) vor. Die Absorption wdhrend des Erwarmens von
25 - 95 °C¢ wurde von einem Schreiber registriert. Durch
Ausmessen der erhaltenen Schmelzprofile konnten wir den
Schmelzpunkt T™m der Proben ermitteln. Die Renaturierung
verfolgten wir durch die Absorptionsabnahme wdahrend des
Abkiihlens der Losung von 950 auf 25 °C innerhalb von
ca. 120 min., Da Schmelzpunkt und Renaturierung von der
Salzmolaritédt abhéngig sind, untersuchten wir unsere
Losungen in der fir diese Untersuchungen iUblichen Salz-
molaritét 0,165 m (Standard Saline Citrat SSC = 0,15 m
NaCl + 0,015 m Na-Citrat pH 7). Die Schmelzprofile der
in vitro-bestrahlten Proben wurden im Bestrahlungsmedium,
also in 0,165 m NaCl-Losung aufgenommen. Die Schmelz-
kurven unbestrakhlter Kontrollen sind in SSC als auch in
0,165 m FaCl nicht voneinander verschieden.
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%. Ergebnisse
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3.1.1. Mittleres Molekulargewicht aus 58 5 und [nl
b]

Wie oben erwdhnt, sind die Sedimentationswerte von der
Konzentration abhingig, der S°-Wert muB durch Extrapola-

tion der i - Werte gegen die Konzentration Cy = 0

app, 0,5
bestimmt werdéna’Bei den folgenden Sedimentationsanalysen

soll die Ausgangskonzentration der Ldsung jeweils mit Cp
bezeichnet werden. Zur Ermittlung der mittleren Sedimen-

i mirAen Aieae mid+t Aam Nenad
10nsg ;Luta;.l.uen Sapp O warge GiC Imiv 4G vEillod
» 0,5

meter erhaltenen Gradienten filir verschiedene Konzentra-
tionen einer einzelnen Probe ausgewertet. Meist wurden

5 - 6 Konzentrationen im Bereich von 5 - 40 pg/ml unter-
sucht. Die reziproken Werte von Sapp, 0,5 wurden gegen
die Konzentration aufgetragen und auf Cp = 0 extrapoliert.
-Um bei dieser Extrapolation sicherzugehen, wurde S8,5
nicht graphisch ermittelt, sondern mittels Regressions-

analyse berechnet.

Abbildung 3 zeigt z.B. die Extrapolation von q/sapp, 0,5
gegen c, = O fiir eine unbestrahlte DNA-Probe (geschlos-

sene Symbole) und die Auftragung von ﬂsp gegen die Kon-

zentration c.

Mit dem so erhaltenen Sg 5—Wert und dem fiir dieselbe Probe

ermittelten Wert der Greﬁzviskositﬁt [MN] wurde nach einer

ern u.a. (4OR9\ daes Molekularcewicht

.
G"lelCh’\lnm ‘"To.n Mgﬂﬂ Ql < 1 J /] A -L-LOJ.D-ZLM-I-OLJ- 6UVV-LC~L-LU

L-I-b v L & ACALINL e
MSn der DNA-Proben ermittelt. Die Autoren entwickelten
eine Beziehung zwischen So, (1] und dem Molekulargewicht M,
die fir den Bereich von M = 0,30 - 106 bis 130 - 406 gul-
tig ist:

€. m3 . n.a . oa0713
2/3 0
Mgn ™7 = - (3.1)
B (1 - vp)
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Es ist hierin:

M = Molekulargewicht

§° = Sedimentationskoeffizient bei unendlicher Ver-
diinnung

[M] = Grenzviskositdt der Ldsung

ﬂo = Viskositdt des Losungsmittels 0,01 g cm-ﬂ o sec-q

v = partielles spezifisches Volumen der gelosten DNA
0,55 cu’/g

p = Dichte des Losungsmittels 1,01 g/cm5

= 6.0235 - 10%7
B = 2,5 - 40°

Der Wert B ist ein experimenteller Koeffizient, der die
Beziehung zwischen M, S8° und [M] definiert. Er ist von

der Geometrie des Kettenmolekiils abhangig. Bei synthe-
tischen Polymeren wurde gefunden, daB B als universelle
Konstante fir einen weiten Molekulargewichtsbereich gelten
kann. Sie ist auch flir DNA gliltig, und ist unabhiéngig vom
verwendeten Losungsmittel. Der Wert MSn entspricht etwa
dem Gewichtsmittel des Molekulargewichtes der DNA.

3.1.2. Sedimentationsverteilung

Un Aufschliisse dariiber zu bekommen, ob unsere Isolierungs-
methode schonend genug war und keine mechanischen Degra-
dierungen vorlagen, wurde der mit dem Densitometer erhal-
tene Gradient in Anlehnung an friher beschriebene Verfahren
(Hagen 1967, Schumaker und Schachman 1957, Shooter und
Butler 1956, Hagen und Wellstein 1965) in eine Sedimen-
tationsverteilung umgewandelt. Erst hierdurch war es mog-
lich zu beurteilen, ob alle Molekiile gleich schnell sedi-
mentieren und damit molekulareinheitlich waren. Auch im
Hinblick auf die Berechnung von Briichen und Vernetzungen
bei bestrahlten Proben war es notwendig, die erhaltenen
Gradienten zuerst in eine Sedimentationsverteilung und
danach in eine Molekulargewichtsverteilung umzuwandeln.
Dadurch erhdlt man neben dem Gewichtsmittel MW der DNA
auch das fiir diese Berechnungen wichtige Zahlenmittel Mh,
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Im Schwerefeld der Zentrifuge wandern kleinere gebrochene
Molekiile langsamer und groBere vernetzte Molekiile schnel-
ler als ungebrochene DNA-Molekile. Vergleicht man die Gra-
dienten unbestrahlter und bestrahlter DNA-Proben, so er-
gibt sich, daB der Gradient bestrahlter Proben einen S-
formigen Verlauf zeigt, wihrend der der Kontrollprobe nur
eine senkrechte Linie darstellt. Die Verhdltnisse werden
in der Abbildung 4 verdeutlicht. Sie zeigt den Gradienten
einer unbestrahlten Kontrollprobe (a) und den einer mit

1 krad bestrahlten Probe (b). Schneller oder langsamer
sedimentierende Molekiile werden durch die mit einem Pfeil
gekennzelchneten Anteile des Gradienten reprasentiert.
Der Vergleich von Abbildung 4 (a) und 4 (b) weist auf die
Notwendigkeit hin, die Gradienten genauer zu analysieren,
d.h. nicht nur einen Mittelwert des lMolekulargewichtes
aus dem Mittelpunikt des Gradienten zu bestimmen, sondern
auch die GroBenverteilung der Moleklile einer DNA-Probe

zu ermitteln.

Jeder Punkt des Gradienten Xi/yi entspricht einer be-~
stimmten Konzentration y. von Molekilen, die nach einer
gewlssen Sedimentationszgit einen bestimmten Abstan X5
von der Referenzlinie hat. Zur Aufstellung der Sedimen-
tationsverteilung wurden nun die zu Jjedem Xy gehdrigen
yi~Werte in Millimeterschritten ausgemessen (vgl. Abb. 4).
Die x;-Werte wurden mit den Gleichungen (2.6), (2.7) und

(2.8) in die S . -Werte umgerechnet.

app,i

Nach Einfihrung einer die Sektorform der Zelle beriick-
sichtigenden Verdinnungskorrektur y; = yi(ri/rm)C (rm
ist der wahre Abstand des Meniskus vom Rotationszentrum)
wurde die Konzentration I3 auf die Gesamtkonzentration
H 3 .
Ymax normiert:
]

C; = Vi/Vmax (3.2)
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Damit ergab sich die Moglichkeit, eine integrale Vertei-
lung der Sedimentation Sapp,i
der Abbildung 5 sind die Sedimentationsverteilungen fir

drei verschiedene Konzentrationen zwischen 5 und 20 pg/ml

gegen c; darzustellen., In

aufgetragen.

Un eine Verteilung der Sg—Werte zu erhalten, muBten diese
Kurven auf die DNA-Konzentration Null extrapoliert werden.
Flir die Extrapolation sind zweli verschiedene Verfahren
moglich. Einmal lassen sich filir verschiedene Massenanteile
cy die reziproken Sedimentationskonstanten der einzelnen
Kurven auf die Konzentration Null extrapolieren, ebenso
wie wir es in Abbildung 3 fir Sapp, 0,5 gemacht haben.
Diese Art der Exbtrapolation wurde von Cantow (1959) be-
schrieben. Wir bendtigen dafiir die Sapp’i-Verteilungen
mehrerer Konzentrationen einer Probe. Die Extrapolation
éines einzelnen S . -Wertes auf Sg kann aber auch mit

app,1i
der Gleichung

¢
8 = Sppp,g L1+ Eg = 31 v ey o ¢y (3.4)

vorgenommen werden. K ist die von Eigner und Doty (1965)
definierte Konstante flir die Konzentrationsabhangigkeit
der Sedimentation. Sie wurde in unseren Versuchen aus den
Sapp, 0,5 und [M]-Werten berechnet. In Ubereinstimmung
mit anderen Autoren (Aten und Cohen “41965) fanden wir K -
Werte zwischen 0,7 und 1,0. Die zu Jedem Sapp,i gehdrenden
Werte der Grenzviskositat [ﬂli entnahmen wir dabeli einer
von Eigner und Doty (1965) angegebenen Beziehung zwischen
§° una [1]

(1] = a (89)P (3.5)

Die GroBen a und b variieren etwas mit der GréRe und
Gestalt der Molekiile und mit S° und werden bei der Be-
rechnung aus der von Eigner und Doty (1965) angegebenen
Kurve fir den Jjeweiligen Bereich entnommen. Die Beziehung
gilt bei nativer DNA innerhalb eines relativ weiten Be-
reiches der Ionenkonzentration, und zwar von 0,1 bis 1,0 mn.
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Die von uns benutzte Tonenkonzentration war in allen
Fallen 0,165 m. Unsere eigenen Messungen an T4 und T1-
DNA stimmten mit dieser Bezichung gut Uberein. Auf sie
wird spater in einem anderen Zusammenhang noch eingegan-
gen (vgl. Abb. 14).

Bei der Angabe der Konzentration Cp muBte noch eine Kor-
rektur angebracht werden: Da wdhrend der fortschreitenden
Sedimentation eine stetige Verdliinnung der DNA-Ldsung von
N auf Cp ° Cy stattfindet, wurde das Mittel aus beiden
Werten ¢, (0,5 + ci/2) in die Gleichung (3.4) eingesetzt:

o _ r T 1. 1
S; = sapp,i L1 + ﬁS[nJi cy (0,5 + ci/z)J (3.6)

Gleichung (3.5) und (3.6) bilden ein System von nichtline-
aren Gleichungen fiir S7, wobei Sepp,i Und ¢; bekannte

9
GréBen sind. Das Gleichungssysten wurde numerisch durch

Iteration geldst.

In der Abbildung 5 sind als Beispiel die aus den einzelnen
Sapp’i-Werten (offene Symbole) berechneten SE—Werte (ge-
schlossene Symbole) eingezeichnet, und zwar flir eine mit

4 krad bestrahlte DNA., Sie stimmen mit der nach der ersten
Methode erhaltenen SO—Verteilung gut liberein (halbgeschlos-
sene Symbole). Deshalb verwendeten wir fiir weitere Ver-
suche nur noch die rechnerische Methode nach Gleichung

(3.5) und (3.6).

%.1.3. Molekulargewichtsverteilung

Die erhaltenen Sedimentationsverteilungen muBlten nun in
Molekulargewichtsverteilungen umgewandelt werden. Dazu
bendtigten wir eine Beziehung, die die S%-VWerte mit den
Molekulargewichben verkniipft. Figner und Doty (1965)

haben aus einer Vielzahl von Verdffentlichungen, die bis
1964 erschienen waren, Sgo w, 0,5 und [Ml-Werte einzelner
DNA-Proben zusammengestragén’uaé mit der Gleichung (3.2)
die Molekulargewichte lgy berechnel. Die Sgo,w, 0’5—Werte

St

trugen sie dann in Abh8ngigkeit zu den zugehOrigen Méﬂ—
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Werten auf. Es ergibt sich eine ansteigende Kurve, die
wir in Abbildung 6 aufgetragen haben. Man sieht, daB man
die Kurve in zwei nahezu lineare Bereiche aufteilen kann,
und zwar fir den MolekulargeWichtsbereich von 0,3 - 406
bis 4 - 406 und fiir den Molekulargewichtsbereich oberhalb
4 Millionen. Fir diesen Bereich berechneten Eigner und
Doty die Beziehung:

Sgo,w = 0,034 - MO-HO5 (3.7)

Diese Gleichung erlaubt es, die in den Sedimentationsver-
teilungen gefundenen Werte in die zugehorigen Molekular-
gewichte Mi umzuwandeln und somit Molekulargewichtsver-
teilungen zu berechnen. In der Abbildung 6 sind ferner
die von uns gefundenen Werte an unbestrahlter T4-und T1i-
DNA und an bestrahlter T1-DNA eingezeichnet. Sie liegen
recht gut auf der ausgezogenen Kurve und stimmen inner-
halb der Fehlergrenzen mit denen anderer Aubtoren iberein.
Die zusammengehOrenden Sgo,w, 0,5” und. Msn—Werte sind in
Tabelle 1 aufgefiihrt.

Die von Eigner und Doty angegebenen Konstanten AS = 0,034
und BS = 0,405 wurden von uns durch die vergleichenden
Viskositédtsmessungen nachgeprift. Dabei ergab sich, daB
die Neigung des geradlinigen Kurvenabschnittes ebenfalls
zZu BS = 0,405 gefunden wurde, AS jedoch von Priaparation
zu Praparation geringfiligig variierte, und zwar zwischen
0,031 und 0,0%4., Deshalb wurde fiir jede untersuchte Probe
A, aus Msﬂ und 88,5 berechnet und in die Gleichung (3.7)

eingesetzt. Die AS—WGrte sind bei unseren Ergebnissen mit
aufgefihrt (vgl. Tab. 1).

Die Berechnung der gesamten Werte wurde mit einem Fortran-—
IV-Programm in einer Rechenmaschine IBM 7074 durchgefiihrt.
Die Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung einer be-
stimmten DNA-Probe erfolgte wie bei der Sedimentations-
verteilung durch Auswertung von zwel bis drei Sedimenta-
tionen von Losungen verschiedener Konzentration, wobei von
Jjedem Sedimentationslauf zwel Aufnahmen herangezogen wurden.
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In Abbildung 7 sind die Molekulargewichtsverteilungen fir
unbestrahlte (Kurve (4)), mit 1 krad in vitro bestrahlte
(Rurve (B)) und mit 4 krad in vitro bestrahlte (Kurve (C))
T1-~-DNA aufgetragen. Die einzelnen MeBpunkte der einzelnen
Versuche liegen recht gut zusammen, so daB sie graphisch
durch eine Kurve gemittelt werden konnten. Ferner 188+t
sich aus den einzelnen Molekulargewichtsverteilungen (Mi,
Ci) das Gewichts- und das Zahlenmittel des Molekularge-
wichtes bestimmen, indem die Molekulargewichtsverteilung
in Klassen von (i-1) bis i eingeteilt wird. Der Massen-

anteil jeder Klasse ist dann m. = ¢, - c. und das zuge-

i i i-1
horige mittlere Molekulargewicht ist:

M-,
MGy = =~ . : (3.8)

Das Gewichtsmittel des Molekulargewichtes ist dann:

n
M = 2 m. o MG- (5"9)
W 3= 1 1

und das Zahlenmittel:

M o= ( mi/MGi)-q (3.10)

n

n ™Mb

i=1

Die aus den verschiedenen Sedimentationen einer DNA-
Probe erhaltenen Werte fir MW und M, kOnnen gemittelt
oder einzeln fir die weitere Analyse verwendet werden

(vgl. Tab. 1).
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3.2.1. Unbestrahlte Phagen~-DNA

Wie aus der Abbildung 3 ersichtlich, erhielten wir bei der
Extrapolation von q/sapp,
einen Sgo,w, 075—Wert von 35,0 und eine Grenzviskositidt

[n] = 134 d1/g. Als mittleres Molekulargewicht, berechnet

0,5 8egen die Konzentration c¢,=0
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nach der Gleichung (3%3.2), ergab sich daraus Msﬂ = 29,9
106, Fir eine andere DNA-Praparation erhielten wir Msﬂz
30,5 - ﬂO6= Beide VWerte stimmen mit dem von Bresler u.a.
(1967) angegebenen Wert von 31 - 406 recht gut Uberein.

Un zu prifen, ob unser Isolierungsverfahren der DNA scho-
nend genug war, isolierten wir DNA aus T4-Phagen und er-
hielten hier mit Sgo,w, 0,5 = 64,5 und [n] = 320 d1/g in
recht guter Ubereinstimmung mit dem von Aten und Cohen
(1965) gefundenen Wert ein Molekulargewicht von Meq =

115 - 4060 Jedoch ist mit der Angabe des Molekulargewich-
tes allein noch nicht bewiesen, daB die isolierte DNA
keine mechanisch gebrochenen Anteile enthalt, da zur Be-
rechnung von Méﬂ nur der Mittelpunkt des Gradienten

(yi = 0,5) ausgewertet wird. Die Abbildung 7 zeigt jedoch,
daB die Molekulargewichtsverteilung der unbestrahlten
T1-DNA iber den gesamten Massenbereich einen einheitlichen
senkrechten Gradienten darstellt, d.h. alle Moleklle haben

das gleiche Molekulargewicht.

Bei einigen Praparationen erhielten wir Beimengungen von
mechanisch gebrochenen Molekilen, die sich in der Mole-
kulargewichtsverteilung im unteren Massenbereich als
schrager Anteil des Kurvenzuges bemerkbar machten. Dieser
Anteil war jedoch in keinem Falle hoher als 5 % der Ge~-
samtmasse.

3.2.2. Verdnderungen der DNA-Struktur nach Bestrahlung

in Losung

In die Abbildung 3 wurden auBer den q/sapp,
unbestrahlte DNA (geschlossene Symbole) auch die Werte
fiir DNA, die mit 1 krad bestrahlt wurden (offene Symbole)
eingetragen. Danach haben beide DNA-Proben etwa den glei-
chen 8895—Wert° Auch die ermittelten Molekulargewichte
N%ﬂ mit 30,5 und 30,22 unterscheiden sich kaum. Daraus
konnte geschlossen werden, dafBl die bestrahlten DNA-Mole-
kiile nach Bestrahlung mit 1 krad unverandert bleiben,

uO’B—WErten fir
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also keine Briiche oder andere Ereignisse stattfinden. Ein
Vergleich der Molekulargewichtsvertellungen in Abbildung 7
(Rurve A und B) zeigt jedoch, daB nach Bestrahlung mit

1 krad nur noch etwa 30 % der Molekiile das urspriingliche
Molekulargewicht aufweisen. Dtwa 36 % der Molekiile haben
kleinere Molekulargewichie, sind also degradiert und etwa
30 % der DNA haben ein hdheres Molekulargewicht als vor der
Bestrahlung. Hier zeigt sich wieder, daB vor allem bei
kleinen Bestrahlungsdosen erst mit Hilfe der Molekularge-
wichtsverteilung genauere Aussagen Uber strahlenbedingte
Ereignisse in der DNA gemacht werden konnen. In der Abbil-
dung 8 haben wir die Molekulergewichtsverteilungen der mit
1 krad, 2 krad, 4 krad und 7,7 krad bestrehlten DNA zusam-
men mit der der unbestrahlten Kontroll-DNA aufgetragen.
Schon nach Bestrahlung mit 2 krad 138t sich kein senkrech-
ter Anteil der Verteilungskurve mehr beobachten. Der An-
teil der gebrochenen Molekiile erhSht sich mit steigender
Dosis, wdhrend der Anteil der Molekiile mit erhdhtem Mole-
kulargewicht nahezu gleich bleibt. Erst bei 7,7 krad sind
fast alle Molekiile degradiert und der Anteil der Moleklle
mit hoherem Molekulargewicht als das der Kontrolle ist
sehr gering. Die einzelnen Daten dieser Versuchsserie
finden sich in Tabelle 1.

3.2.3. Bestimmung der Zehl der Briiche und
der Vernetzungen

Aus den in Abbildung 8 gezelgten Molekulargewichtsver-
teilungen hat sich ergeben, daB nach Bestrahlung kleinere
sowie auch groBere DNA-Molekile entstehen. Das macht die
Entstehung von Briichen in der DNA-Kette sowie die Bildung
von Vernetzungen wahrscheinlich. Der Mechanismus ihrer
Entstehung wurde in der Einleitung behandelt. Um eine
formale Analyse der Briiche und der Vernetzungen durchzu-
fihren, ist es zweckmdBig, ihre Anzahl auf die Zzhl der
Monomere im Polymer zu Deziehen. Es ergib® sich dabei die
Bruch~ oder Vernetzungswahrscheinlichkeit pro Monomer.
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Wie von Hagen (1967) gezeigt wurde, entstehen Briiche in
der Einzelkette der DNA linear mit der Dosis. Es ist

@ =pD (3.12)

wobel o die Jewells nach einer Bestrahlung eingetretene
Bruchrate pro Monomer (= Nukleotid) ist, und p,die'Brdch—
rate pro Monomer und pro rad. Briiche der Doppelhelix der
DNA entstehen nach Bestrahlung in wissriger LOsung qua-
dratisch zur Dosis. Formal konnen wir fir die Bruchwahr-
scheinlichkeit des Doppelstranges (A) angeben:

A= (pD+8)n (3.13)

wobel B die Bruchwahrscheinlichkeit des Einzelstranges
bedeutet, die bereits vor der Bestrahlung bestand. Wie
von Hagen (1967) gezeigt wurde, wird an Kalbsthymus-DNA
die gefundene Bruchwahrscheinlichkeit « und A durch n = 7
am besten beschrieben. Es wurde daraus geschlossen, dall
bei der Bestrahlung wBssriger DNA-LOsungen ein Bruch der
Doppelhelix nur dann entsteht, wenn zwei Einzelbriiche

(pD oder B) genau gegeniiber liegen oder sich innerhalb
von 6 weiteren benachbarten Nukleotidbindungen ereignen.
Da bei unseren Versuchen die Zahl der Einzelbriiche nicht
bestimmt wurde, kSnnen wir diese Ergebnisse mit unserenm
Untersuchungsmaterial nicht nachpriifen. Gleichung (3.13)
eignet sich jedoch fiir eine formale Beschreibung der
Bruchwahrscheinlichkeit des Doppelstranges, die hier sinn-
gemdB auf ein Nukleotidpaar bezogen wird.

Nach Erfahrungen aus der Strahlenchemie synthetischer
Polymere (Henglein und Schnabel, 1966) kdnnen wir annech-
men, daB Vernetzungen linear mit der Dosis entstehen.

Q = gb (3.14)
wobel Q die Vernetzungswahrscheinlichkeit pro Nukleotid

nach einer bestimmten Dosis bedeutet und q die Vernetzungs-
wahrscheinlichkeit eines Monomers pro rad.



- 32 -

Fir die doppelstringige Bakteriophagen-DNA 188t sich A
und Q aus Mh und MW der bestrahlten Probe ermitteln. Das
Molekulargewicht der unbestrahlten Probe bezeichnen wir
mit Mb; wobei Mo = Mn = Mﬁ ist, da es sich bei unseren
DNA-Proben um ein mol@kular@inheitliches Polymer handelt.
Der Polymerisationsgrad P der DNA-Proben ergibt sich aus
P = M/m, wobei m hier das mittlere Molekulargewicht eines
Nukleotidpaares ist. Die Zahl der Briiche B pro DNA-Mole-
kil nach einer bestimmten Dosis ergibt sich aus der mitt-

leren Kettenlange Pn:

entspricht der

Die gemessene Bruchwahrscheinlichkeit Aapn

wahren Bruchwahrscheinlichkeit A, wenn gleichzeitig keine
Vernetzungen Auftreten. Ereignen sich neben den Briichen
Q

auch Vernetzungen, so ist ?1— um = kleiner (Charlesby,
1960). Es ist dann n

Q 1 1
A-8 - (G- (3.15)
> U T m

Das Gewichtsmittel MW wird durch Vernetzungen starker
beeinfluBt als durch Briiche. Es gilt hier nach Charlesby

(1960)

A 1 1
5-Q = (g—-yg—o)n (3.16)
2 /S U

Aus Gleichung (3.15) und (3.16) kdnnen wir durch Substi-
tution A und Q berechnen. Es ergibt sich dann

2 1 M m
A = ( - - ) 3.17
MIl MO MW 1 ? 5 ( )
Q = (M’i + M/‘ - M2 ) /']215 (5648)
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Die Beziehung von A und Q@ zur Dosis ergibt sich aus der
Gleichung (3.13) und (3.14). Demnach entstehen Doppel-
briiche einmal quadratisch mit der Dosis (n p2 D2) sowie
linear mit der Dosis (2 n p B D). 8°n ist der Anteil der
Doppelbriiche, der bereits vor der Bestrahlung vorhanden
war. Oben wurde erwdhnt, daB dieser Anteil bei der Bakte-
riophagen~DNA nicht sicher meBbar war. Er soll deshalb
bei den weiteren Uberlegungen nicht beriicksichtigt werden.
Setzen wir np2 = cund 2 npB = b, so erhalten wir

A=bD+cD (3.19)
Nach Gleichung (3.17) und (3.18) kann nun fiir jede gemesse-
ne DNA-Probe A und Q berechnet werden und gegen die Dosis

aufgetragen werden. Weiter erwies es sich als glinstig, A
und @ aus Mﬁ und Mw jeder einzelnen Molekulargewichtsver-
teilung zu berechnen. Da bei Jjeder einzelnen DNA-Probe

4 - 8 Molekulargewichtsverteilungen bestimmt wurden, haben
wir dann zur Charakterisierung jeder DNA-Probe den Mittel-
wert der 4 - 8 Werte von A und Q sowie deren Varianz zur
Vérfﬁgungo Die entsprechenden Werte fir unsere Bestrah-
lungsserien in vitro finden sich in Tabelle 1 und 2,

sowie in Abbildung 9 und 10.

Abbildung 9 zeigt die Beziehung von A zur Dosis bei 2 Ver-
suchsserien mit zweli verschiedenen DNA—Préparationeno Die
1. Serie zeigt eine deutlich geringere Empfindlichkeit

als die 2. Serie. Wir mochten annehmen, daB dies durch
Verunreinigungen an niedermolekularen Bestandteilen und

oy smme e o T oy
einigung aer

5o

an Proteinen bedingt ist. Eine intensive
DNA-Losung verbot sich jedoch, da sie meist mit erheb-
lichen Scherkriften verbunden ist. Wie aus (3.19) eTwar-
tet werden konnte, enth8lt die Dosiseffektkurve von A eine
lineare und quadratische Komponente. Mittels Regressions-
analyse wurde b und c¢ fir die geringste'quadratische Ab-
weichung ermittelt. Es ergab sich dann:

0,80 - 10772
1,90 ° 10-12

2,57 - 1072, ¢
4,22 - 1079, ¢

1. Serie b
2. " b
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Wie Abbildung 10 zeight, steigen die Werte fiir Q zunichst
linear mit der Dosis an, erreichen dann aber eine Satti-~
gung, d.h. es entstehen keine neuen Vernetzungen mehr.
Allerdings fanden sich bei der 2. Versuchsserie zweil
deutliche Abweichungen, deren Bedeutung erst in umfang-
reichen Versuchsserien geklirt werden kann. Die Anfangs-
steigerung von Q ergibt ein q = 1,4 - 40_9, d.h. die Ver-
netzungsrate betragt etwa die Halfte des linearen Anteils
der Doppelbriiche. Da mit héheren Dosen der quadratische
Anteil der Doppelbriiche iiberwiegt und zudem die Vernetzun-
gen nicht mehr zunehmen, spielen Vernetzungen bei der Be-
strahlung verdinnter DNA-LOsungen nur nach kleinen Dosen
eine Rolle. Die Ursachen dieser Erscheinung sollen spater

erortert werden.

3.2.4. Die Wirkung von Sauerstoff auf DNA-Losungen
wahrend der Bestrahlung

In den vorangegangenen Kapiteln haben wir dargelegt, daB
nach Bestrahlung wissriger DNA-Ldsungen unter Stickstoffat-
mosphare sowohl Briiche in der DNA-Doppelhelix, als auch
Vernetzungen zwischen den Molekiilen eintreten. Wir konn-
ten die Zahl der Briiche und der Vernetzungsereignisse
‘errechnen. Nun interessierte uns die Frage, ob sich nach
Bestrahlung unter Sauerstoffatmosphére andere Molekular-
gewichtsverteilungen ergeben und sich damit das Verhaltnis
zwischen Brichen und Vernetzungen verschiebt. Hagen und
Wellstein (1965) konnten nach Bestrahlung trockener DNA

im Vakuum und unter Sauerstoff feststellen, daB die Zahl
der Doppelbriiche sich gegeniiber der Bestrahlung im Vakuum
nur geringfiligig éndeft° Vernetzungsereignisse gehen jedoch
in Anwesenheit von Sauerstoff etwa um die Halfte zurick.
Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit Beobachtungen
von Lett und Alexander (1961). Nach diesen Untersuchungen
nimmt unter Sauerstoff die Zahl der Vernetzungen ab, wih-
rend die Zahl der Doppelbriiche sich nur wenig erhoht. Es
lag nun nahe; zu untersuchen, ob sich nach Bestrahlung
wassriger DNA-Losungen shnliche Effekte einstellen.

~
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Losungen mit 200 wg/ml DNA wurden 10 min mit Stickstoff
bzw. Sauerstoff gesattigt und mit 1 kR, 2 kR und 4 kR be-
strahlt. Allerdings verbot sich eine intensive Durchstro-
mung der Losung mit O2 wahrend der Bestrahlung, da durch
die dabei auftretenden Scherkrifte eine Degradierung mog-
lich war. AnschlieBend wurde nach entsprechender Verdinnung
sedimentiert und die Grenzviskositat gemessen. Mit den er-
haltenen Daten fiir SSO,W, 0,5 und [M] wurden, wie schon be-
schrieben, die Sedimentations- und Molekulargewichtsver-
teilungen berechnet.

In der Tabelle 2 sind die erhaltenen Werte fir Sgo w, 0,5
9 ? 2 b

[nl, M_, M), & und Q aufgefiihrt. Vergleicht man die Daten

miteinander, so ergibt sich im wesentlichen kein Unter-

schied zwischen beiden Gasatmosphiren. Eine Anderuhg des
Verhaltnisses von.Brﬁcheﬁ und Vernetzungsreaktionen unter
Sauverstoffatmosphiére konnte ebenfalls nicht beobachtet
werden. Auch die Form der Molekulargewichtsverteilung
unterscheidet sich bei den verschiedenen Dosen fir beide
Gasbedingungen nur unwesentlich; entsprechend sind A und

Q nicht signifikant voneinander verschieden.

3.3._Veranderungen der DNA bestrahlter Phagen
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3.3.1. Phageninaktivierung

In dem vorangegangenen Teil der Arbeit haben wir gezeigt,
daB die Methoden der Ultrazentrifugation und der Viskosi-
tatsmessungen geeignet waren, Doppelbriiche und Vernetzun-
gen nach Bestrahlung wassriger DNA-Ldsungen zu erfassen.
In dem nun folgenden Teil wollen wir uns mit dem direkten
Strahlenschaden der DNA bestrahlter Phagen beschaftigen
und versuchen, die physikalisch-chemischen Veranderungen
der DNA mit dem biologischen Effekt der Strahlung in Be-
ziehung zu setzen.

Unter biologischem Effekt soll im Folgenden der Verlust
der Koloniebildungsfahigkeit verstanden werden, wobei die
moglicherweise intakt bleibenden Funktionen der Phagen,
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wie AdsorptionsfZhigkeit an das Wirtsbekterium und die
Fghigkeit, den Wirt abzutdoten nicht in die Betrachtungen
einbezogen werden sollen.

Das zum Studium direkter Strahlenwirkungen tblicherweise
verwendete Medium ist eine Sprozentige Nahrbouillon

(5 x NB). In dieser Losung werden nahezu alle diffusiblen
Wasserradikale durch das Protein des ILosungsmittels abge-
fangen, so dal die auftretenden Schaden nur durch die
direkt im DNA-Molekiil absorbierte Energie verursacht wer-
den. Wir stellten nun in einigen orientierenden Vorver-
suchen fest, daB die Abtrennung des Hullproteins von der
DNA aus Phagen, die wir in diesem Medium bestrahlt hatten,
erst nach viér- bis filinfmaliger Phenolbehandlung gelang.
Hierdurch war eine Freisetzung der DNA ohne mechanische
Degradierungen, die die strahlenbedingten Verdnderungen
der DNA verfalscht hitten, nicht mehr gewdhrleistet.

Wir versuchten nun durch Abzentrifugieren und Resuspen-
dieren der Phagen in Puffer, das Fremdprotein des Be-
strahlungsmediums abzutrennen. Jedoch befanden sich im
Phagensediment noch erhebliche Mengen des Proteins (er-
kenntlich an der braunen Farbe des Niederschlags), so

daB die Isolierung der DNA nicht wesentlich erleichtert
wurde.

Wir suchten deshalb nach einem Bestrahlungsmedium, das
sowohl den gleichen Schutz wie 5 x NB gegen den Einflul
der diffusiblen Agentien des Wassers bot, als auch eine
schonendere Isolierung der DNA aus den bestrahlten Pha-
gen gestattete. Watson (1950, 1952) zeigte, daB die grad-
zahligen Phagen, die in 1072 m Histidinldsung bestrahlt
wurden, die gleiche Dosiseffektkurve aufwelsen wie nach
Bestrahlung in 5 x NB. Freifelder (1965) konnte das
gleiche fiir T7-Phagen zeigen, die den T1-Phagen sehr
ghnlich sind. Wir untersuchten nun, ob die Ergebnisse

der beiden Autoren auch auf die von uns verwendeten T1-
Phagen zu iibertragen waren. Es zeigte sich, daB T1-Phagen
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erst durch eine 0,1 m Histidinldsung hinreichend ge-
schiitzt werden. Da sich auch die DNA aus den in diesem
Medium bestrahlten Phagen ohne die erwdhnten Schwierig-
keiten isolieren lieB, suspendierten wir fir alle weite-
ren Versuche die Phagen in 0,1 m Histidinldsung.

In Abbildung 11 haben wir die Dosiseffektkurven fir die
Bestrahlung in 5 x NB (offene Symbole) und fiir Bestrahlung
in 0,1 m Histidinldsung (geschlossene Symbole) aufgetra-
gen. Jeder Punkt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen
Versuchsreihen. Es ergibt sich eine gute Ubereinstimmung

der Werte.

Die dargestellte Dosiseffektkurve folgt einer Eintreffer-
Exponentialgleichung

A ok (5.18)
o)
Nb gibt die Zahl der bestrahlten Phagenpartikel an. N ist
die Zshl der Phagen, die nach der Bestrahlung noch zur
Koloniebildung fédhig ist. Im halblogarithmischen MaBstab
ergibt sich eine Gerade mit der Steigung k, wenn man auf
der Abszisse die Strahlendosis D (krad) und auf der Ordi-
nate den Bruchteil noch aktiver Phagen auftragt. Bei ex-
ponentiellen Dosiseffektkurven gibt man iblicherweise die
Dosis an, bei der im Mittel alle bestrahlten Einheiten
einmal getroffen worden sind. Dies ist die Dosis, beil
der kD = 1 ist, d.h.
=" =0,37
o
Man bezeichnet diese Dosis als D57° Die D57 fiir beide
Bestrahlungsmedien betragt, wie aus Abbildung 13 ersicht-
lich ist, 95 krad. Derselbe Wert wurde fiir Bestrahlung in
5 x NB auch von anderen Autoren gefunden (Hotz und Zimmer,

1963).
Freifelder (1965) konnte zeigen, daB ein gewisser Prozent-

satz der Phagen wahrend der Bestrahlung aufplatzt und die
DNA dieser Phagen freigesetzt wird. Dieser Anteil der DNA
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wird, da er auBerhalb des Hillproteins bestrahlt wird,
relativ mehr geschadigt und konnte die Ergebnisse einer
Bestrahlung in vivo verfalschen. Diese Fehlerquelle kann
man ausschlieBen, wenn man die Phagen nach Bestrahlung
abzentrifugiert und so diesen Anteil der DNA abtrennt.
Es besteht Jjedoch auch die Moglichkeit, daBl die Phagen
zwar platzen, ihre DNA aber nur unvollstandig freisetzen,
so daBl man sie durch Abzentrifugieren nicht entfernen
kann. Wir behandelten die Phagensuspension deshalb nach
Bestrahlung mit DNase (10 pg/ml), wodurch alle DNA~Mole~-
kiile, die sich nicht mehr vollstidndig im Phagenkopf be-
fanden, abgebaut werden. Nach Entfernen der DNAse durch
Abzentrifugieren der Phagen und anschlieBendem Waschen
in Puffer isolierten wir dann die DNA. Es stellte sich
heraus, daBl mit steigenden Dosen die Ausbeute an DNA
immer geringer wurde, ein Zeichen dafiir, dall ein immer
groBer werdender Prozentsatz der Phagen wihrend der Be-~
strahlung platzt. Dieser Antell betrug Jjedoch niemals
mehr als 10 %.

Bestrahlt wurden Phagensuspensionen vom Titer 404042/m1
mit 50, 100, 150, 250, 350, 500, 750 und 1000 kR. In
insgesamt 4 Versuchsreihen wurde die Wirkung der einzel-
nen Dosen auf die DNA der bestrahlten Phagen 2 - 4mal
untersucht. Von jeder DNA-Probe aus den bestrahlten Phagen
wurde eine vollstindige Analyse des Molekulargewichtes
sowie der Molekulargewichtsverteilung in der unter 3.1,
beschriebenen Weise durchgefihrt.

3.3%3.2. Bestimmung der Bruchrate aus den Gradienten
der Sedimentation

Wir deuteten in der Einleiltung schon darauf hin, daB Frei-
felder (1965) den Anteil gebrochener DNA-Molekiile in vivo
bestrahlter T7-DNA mit der Uberlebensrate der Phagen in
Beziehung setzte und fir Bestrahlung in Histidinlosung,
also in dem Medium, in dem vorwiegend direkte Strahlen-
schdden der DNA zu erwarten sind, 0,4 Briche pro inakti-
viertem Phagen gefunden hat.
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Zur Bestimmung der Bruchrate wertete Freifelder die Gra-
dienten der Sedimentationsdiagramme aus. Wie wir in 3.1.2.
schon beschrieben haben, wandern die kiirzeren, gebroche-~
nen DNA-Molekiile im Schwerefeld der Zentrifuge langsamer
als die intakten Molekiile und werden im Sedimentations-
diagramm durch einen schrigen Anteil des Gradienten re-
prasentiert. Freifelder bestimmte den schriagen Anteil in
Prozent der Gesamthohe des Gradienten. Dazu verwendete

er pro Dosis den Gradienten einer nach zwanzigminliitiger
Zentrifugation bei 3% 450 Upm aufgenommenen UV-Aufnahme.

In Abbildung 12a haben wir als Beispiel den Gradienten
einer mit 50 krad in vivo bestrahlten T1-DNA aufgetragen,
den wir nach 96 Minuten Zentrifugation bei 15 220 Upnm
erhielten. Der die gebrochenen Molekiile reprasentierende
Abschnitt des Gradienten ist mit einem Pfeil gekennzeich-
net, der nahezu senkrecht verlaufende Anteil gibt die
nicht gebrochenen Molekiile wieder. Bei hoheren Dosen, ab
150 krad, erhielten wir S-fdrmig verlaufende Gradienten
(Abbildung 12b), die neben dem Anteil gebrochener Molekiile
noch auf einen schneller sedimentierenden Teil von Mole-
kiilen hinweisen, Zhnlich wie in Abbildung 4b fiur die Be-
strahlung wassriger DNA-LSsungen. Dieser Anteil wurde

erst mit fortschreitender Sedimentationsdauer ab der vier-
ten UV-Aufnahme, also nach 48 minilitiger Zentrifugation
deutlich. Wir bestimmten nun den gradlinig verlaufenden
Gradientenabschnitt im Verhdltnis zur Gesamthdhe des Gra-
dienten und berechneten daraus die Prozentzahl der unge-
brochenen und nicht vera@nderten Molekiile. Ausgewertet
wurden die Ergebnisse von mindestens zwei unabhingig von-
einander durchgefiihrten Bestrahlungsversuchen. Jeweils

die Gradienten der fiinften und siebten UV-Aufnahme wurden
fir vier bis sechs Konzentrationen ausgemessen. Der Mit-
telwert der erhaltenen Prozentzahlen Jje Versuch wurde
dann in Abhingigkeit von der Prozentzahl der noch iiberle-
benden Phagen, die aus Abbildung 11 erhalten wurde, aufge-
tragen (Abbildung 13, geschlossene Symbole). Die offenen
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Symbole geben den Anteil der schneller als die noch un-
geschédigten Molekiile sedimentierenden DNA-Fraktion an.

Uber 350 krad nahmen die in Abbildung 12b durch Pfeile
gekennzeichneten schridgen Anteile der gebrochenen bzw.
schneller sedimentierenden Molekiile einen immer hdher
werdenden Prozentsatz an der Gesamthohe des Gradienten
ein, so daB eine eindeutige Bestimmung des geradlinigen
Anteils nicht mehr gew8hrleistet war.

Wie aus Abbildung 13 ersichtlich ist, verlauft die ein-
getragene Kurve zunichst nahezu gradlinig (bis etwa 50
krad) mit der Nelgung 0,33, d.h. bei nledrlgen Strahlen-

ZZ DProaarAalra a2 - 1
_}/ .LJ.L u.\/l L}-L U LdlAn

Bei hoheren Dosen treten neben Doppelbriichen offenbar
noch andere: strahlenbedingte Ereignisse ein, die zum
Inaktivierungsprozess der Phagen beisteuern. Dies wird
aus dem Auftreten eines schneller sedimentierenden Anteils
des Gradienten deutlich. Bel der Beschreibung der Unter-
suchungen an in wassriger Ldsung bestrahlter DNA deuteten
wir das Auftreten des die schneller sedimentierenden
Molekiile représentierenden Anteils des Gradienten als in-
termolekulare Vernetzungen. Bel der Bestrahlung der DNA
im Phagen kann es nicht zu intermolekularen Vernetzungen
von Radikalstellen verschiedener DNA-Molekile kommen.
Jedoch kénnten zweil Radikalstellen des im Phagen sehr
dicht gepackten DNA-Molekiils miteinander reagieren und
dadurch intramolekulare Vernetzungen stattfinden. Ein

es Molekiil kann sich nach der Isolierung aus
dem Phagen nicht vollstadndig entfalten. Der dadurch be-
dingte kleinere Durchmesser des Molekiils bewirkt eine
schnellere Sedimentation im Schwerefeld der Zentrifuge.
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%.%.3. Sedimentationsverteilungen

Un weitere Aufschliisse iUber die strahlenbedingten Verin-
derungen von DNA bestrahlter T1-Phagen zu erhalteh, ver-
suchten wir, &hnlich wie unter 3.1.2. beschrieben, die
erhaltenen Gradienten der UV-Aufnahmen in Sedimentations-
verteilungen umzuwandeln. Es interessierte uns die Frage,
ob durch die Sedimentationsverteilungen und ihre anschlies-
sende Umwandlung in die Molekulargewichtsverteilung mit
Hilfe der Berechnung der Bruchwahrscheinlichkeit A und

der Vernetzungsrate Q die in Abbildung 13 aufgetragenen
Ergebnisse best8tigt werden konnten und ob flir die hSheren
Dosen von 350 krad bis 1000 krad iiber eine solche Betrach-
tung weitere Aussagen liber den Strahlenschaden bel sehr
niedrigen Uberlebensraten zu erhalten waren. Aus der Ver-
6ffentlichung von Freifelder (1965) geht hervor, daB der
Autor nur die Bruchraten bis zu siebzig Prozent der Phagen-
inaktivierung aus den Gradienten der UV-Aufnahmen bestimmt
hat und daB er die Bruchraten bis zu hundert Prozent der
Phageninaktivierung geradlinig extrapoliert, die Werte

sind in diesem Bereich also nicht gesichert. Auf der an-
deren Seite sieht man aus unserer Darstellungsweise in
Abbildung 13, daB gerade im Bereich von siebzig bis hun-
dert Prozent der Phageninaktivierung neben den Brichen
wahrscheinlich noch Vernetzungen als weltere Strahlen-
sch8den hinzukommen. Zur Stutzung dieses Befundes bietet sich
daher eine genauere Analyse der erhaltenen Gradienten

liber die Sedimentations- und Molekulargewichtsverteilun-

gen an.

Zur Aufstellung der Sedimentationsverteilungen wurden
wiederum die zu Jjedem Xy gehdrenden yi—Werte der Gradien-
ten in Millimeterschritten ermittelt. Die Xi-Werte wurden
dann mit den Gleichungen (2.6), (2.7) und (2.8) in die

Sapp i—Werte umgerechnet. Wie unter 3%.1.2. beschrieben

9

wurde, missen die Sapp j-Werte mit Hilfe der Gleichung
o] ;9 . .

(3.6) auf S; extrapoliert werden. Die zu jedem Sapp,i
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gehorenden Werte der Grenzviskositit [ﬂ]i entnahmen wir
dabei der von Eigner und Doty (1965) angegebenen Bezie-
hung zwischen 8% und [M] (3.5). Wir muBten uns jedoch
zuerst Uberzeugen, ob die von uns gemessenen SSO,W, 0,5”
und [M]-Werte fiir die DNA bestrahlter Phagen der von den
Autoren angegebenen Beziehung entsprachen. Dies war wich-
tig, da die GrdBen a und b in Gleichung (3.5) von der
Lange und Gestalt der Moleklile abhingig sind und sich
vielleicht durch intramolekularen Vernetzungen &dndern
konnten.

In Abbildung 14 sind die von uns filir verschiedene Strah-

o 1 e
lendosen gemessenen Werfe von SEO,W, 0,5 und [M] aufge

P 330 - A A A ma=a

3 m ot ao - mirf A3 mm mala
S um Uberwiegenden Teil auf oder nahe

ragen. Sie liegen
an der Kurve, die wir von Eigner und Doty ibernommen
haben (ausgezogene Kurve). Damit war gerechtfertight, aus
dieser Beziehung (3.5) die zu jedem Sapp,i gehdrenden
[ﬂli—Werte zu. entnehmen und mit den extrapolierten Sg—
Werten Sedimentationsverteilungen fiir die verschiedenen

Strahlendosen zu berechnen.

In Abbildung 15 sind diese Verteilungen graphisch darge-
stellt. Jeder Kurvenzug bildet die Mittelwertskurve aus
mindestens zwel unabhingig voneinander vorgenommenen Be-
strahlungsversuchen. Im schraffierten Bereich liegen die
senkrecht verlaufenden Sedimentationsverteilungen von
finf unbestrahlten DNA-Proben. Hieraus sieht man, daR die
Methode der Darstellungen von Sedimentationsverteilungen
noch mit relativ groBen Fehlern behaftet ist. Man erkennt

damnm1al A Aande A2 T o
UL AdIlITIIIUOSTIL CL AlluvCild VOILL

SAaAA Al ams 4 ot B et

jedoch, dal mit steigenden S
gebrochenen, also langsamer sedimentierenden Molekiilen
ansteigt und bei den hohen Dosen ab 350 krad der mit
hoherem Sg-wert sedimentierende Anteil deutlich hervor-
tritt.

Einige der von uns gemessenen Werte fir Sgo w, 0,5 und

9 3 2
[M] weichen stark von der durchgezogenen Kurve in Abbil-
dung 14 ab und scheinen einem anderen funktionalen Zusam-

menhang zwischen S2 und [M] zu folgen.Pie gestrichelte
20,w, 0,5
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Mittelwertskurve dieser Werte verlduft parallel zu der
von Eigner und Doty angegebenen Kurve, so daB fir sie
die Gleichung gelten kann:

(7] = a'(s®)P (3.20)

In Abbildung 16 sind die Sedimentationsverteilungen dieser
DNA-Praparationen aufgetragen. Sie weichen fir die ent-
sprechenden Strahlendosen in ihrem Verlauf stark von den
in Abbildung 15 wiedergegebenen ab. Der Versuch einer
Deutung dieser Befunde so0ll in der Diskussion vorgenommen

werden.

3.3.4. Molekulargewichtsverteilungen, Bestimmung der
Zahl der Briiche und Vernetzungen

Die Sedimentationsverteilungen von DNA bestrahlter Phagen
in Abbildung 15 hatten gezeigt, daB nach Bestrahlung so-
wohl langsamer als auch schneller sedimentierende Molekiile
im Vergleich zur Sedimentationsgeschwindigkeit der unver-
sehrten Molekiile entstanden waren. Da die DNA im Phagen-
" kopf bestrahlt wurde, war eine intramolekulare Vernetzung
zwischen zwei DNA-Molekiilen nicht mdglich, wohl aber in-
tramolekulare Vernetzungen innerhalb eines Molekuls. Dies
bedeutet, daB das Molekulargewicht durch eine solche
Reaktion nicht wie im Falle der Bestrahlung von wissrigen
DNA-Losungen groBer werden kann als das einer unbestrahl-
ten Kontrolle, dafBl also die Erhdhung der S?—Werte nicht
gleichbedeutend ist mit einer Erhéhung der Molekulargewich-
te.

Unter 3.1.3. hatten wir beschrieben, dal mit Hilfe von
Gleichung (3.7) die in den Sedimentationsverteilungen ge-
fundenen Werte in die zugehdrigen Molekulargewichte Mi
ungewandelt und Molekulargewichtsverteilungen berechnet
werden k&nnen. In Abbildung 17 sind die Sedimentations-
verteilungen der Abbildung 15 in Molekulargewichtsver-
teilungen umgerechnet und aufgetragen worden. Dies war
jedoch nur bei den DNA-Prédparationen méglich, deren s°-
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und [M]-Wert auf der von Eigner und Doty angegebenen
Beziehung lag. Diese Molekiile besaBlen also im Mittel das
gleiche hydrodynamische Verhalten wie die unbestrahlten
Kontrollen. Der Anteil der Kurvenziige mit hoherem Mole-
kulargewicht als das der unbestrahlten DNA-Probe repra-
sentiert hier nach dem oben gesagten Molekiile, die durch
intramolekulare Vernetzungsreaktionen im Schwerefeld der
Ultrazentrifuge schneller sedimentieren als ungeschidigte
DNA. Solche schnell wandernden Molekilile werden, 8hnlich
wie in Abbildung 15, erst bei hSheren Strahlendosen sicht-
bar. Beli den Strahlendosen bis zu 100 krad sind noch Frak-
tionen ungeschadigter Molekiile, die durch einen senkrech-
ten Abschnitt der Verteilung angezeigt werden, erkennbar.
Mit steigenden Dosen werden die Anteile kleiner Bruch-
stucke immer groler. Jedoch kbnnen auch im Molekularge-
wichtsbereich unterhalb von 30 - 406 die Bruchstiicke der
DNA miteinander vernetzt sein.

Aus den einzelnen Molekulargewichtsverteilungen 18Rt sich
nun das Gewichts-— und Zahlenmittel der Molekulargewichte
berechnen. Mit den Gleichungen (3.17) und (3.18) erhdlt
man die Bruchwahrscheinlichkeit A und die Vernetzungs-
rate Q. Die Mittelwerte von A und Q aus allen Versuchs-
reihen finden sich fiir jede Dosis in Tabelle 3, sowie

in Abbildung 18 und 19. Hierbei sind insbesondere die
Ergebnisse nach hohen Strahlendosen zuverlidssig, da bei
diesen Pré@parationen die meisten der Molekiile unter

30 - 406 liegen, d.h. sie sind in der Ldsung vollstandig
entfaltet.

Abbildung 18 zeigt die Beziehung von A zur Strahlendosis.
Folgt man formal der Gleichung (3.19), so kann die Dosis~
effektkurve filir A eine lineare und eine quadratische Kom-
ponente enthalten. Die Regressionsanalyse fir diese Kom-
ponenten b und ¢ ergaben:

b =24 -0 ¢ <o0,107 - 10”76
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Wie die Abbildung 19 zeigt, scheinen die Werte fiir die
Vernetzungsrate Q in einem weiten Dosisbereich linear an-
zusteigen, erreichen also nicht wie bei der Bestrahlung
wassriger DNA-Ldsungen einen Sattigungswert. Aus der Stei-
gung der Q-Werte ergab sich ein q = 0,5 - 10711, d.h. die
Vernetzungsrate betragt etwa ein Funftel des linearen
Anteils der Doppelbriiche. Bei der Bestrahlung der DNA im
Phagen sind also die Vernetzungsreaktionen nicht nur bei
kleinen Strahlendosen durch den schnell wandernden Anteil
nicht vollig entfalteter Molekile zu erkennen, sondern
auch bei hohen Inaktivierungsraten der Phagen durch die
Analyse der Molekulargewichtsverteilung der Bruchstiicke.
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3.4.1. Schmelzpunkt und Renaturierung unbestrahlter
DNA-TIosungen verschiedener Herkunft

Die Strahlensch8den der Desoxyribonukleins8ure werden
durch die Analyse der Briche und der Vernetzungen nur
zum Teil erfaBt. Neben der Schadigung der Basenstruktur
interessiert auch die Stabilitidt der Wasserstoffbricken.
Aussagen dariiber erhdlt man insbesondere durch die Bestim-
mung der optischen Dichte der DNA bei verschiedener Tem-

peratur.

Der Ubergang von der Helix- zur Knduelform wird durch
das Schmelzprofil und den Schmelzpunkt Tm beschrieben.
Je hSher Tm ist, desto stabiler ist die Helixform der
DNA-Kette. Tm ist vom Sélzgehalt der Ldsung abhingig,
sowie auch vom Gehalt an Guanin und Cytosin in der DNA.
Marmur und Doty (195Q) konnten eine lineare Beziehung
zwischen dem GC-Gehalt und dem Schmelzpunkt feststellen,
so daBl aus dem Tm einer DNA-Probe ihr GC-Gehalt bestimmt
werden kann. Ferner priiften wir die Renaturierung einer
DNA-Probe beim langsamen Abkiihlen der DNA-LOsung.
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Un einen Uberblick iiber das Verhalten nativer DNA ver-
schiedener Herkunft wahrend der Hitzedenaturierung und
Renaturierung zu erhalten, fertigten wir Schmelzprofile
von T1=-, T4- und Kalbsthymus-DNA-Losungen (Konzentration
100 wg/ml) an und maBen die Verinderung in der Extinktion
widhrend des langsamen Abkiihlens.

In Abbildung 20 sieht man, daB die Schmelzprofile von T1-
und T4-DNA sehr steil verlaufen, d.h. die Extinktionser-
hohung verlauft in einem relativ engen Temperaturbereich
verglichen mit der breiten Ubergangszone von Kalbsthymus-
DNA.

Wir bestimmten aus den Schmelzprofilen die Schmelzpunkte
und ermittelten an Hand der von Marmur und Doty gewon-
nenen Beziehung zwischen dem GC~Gehalt und dem Schmelz-
punkt Tm den GC~Gehalt unserer Proben. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3 aufgefiihrt und den Werten anderer Auto-
ren gegeniibergestellt. Es ergibt sich eine gute Uberein-
stimmung.

Als MaB fur die Vollstdndigkeit der Renaturierung diente
uns der Prozentsatz, zu dem nach dem Abkihlen die Aus-
gangsextinktion vor dem Erhitzen wieder erreicht wird.
Die Werte sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Bei M- und T4-DNA wird die Ausgangsextinktion zu iber
80 % wieder erreicht, bei Kalbsthymus-DNA nur zu 56,5 %.

Un den Vorgang der Renaturierung besser beschreiben zu
konnen, gingen wir folgendermaBen vor: Wir bestimmten

den Temperaturanstieg in OC, der notig ist, um die Extink-
tion des Schmelzpunktes zu erreichen. Diese Temperatur-
differenz setzten wir in Beziehung zu dem Temperaturinter-
vall, der bei der Renaturierung bis zum Wiedererreichen
der Extinktion des Schmelzpunktes festzustellen ist.

So ist z.B. bei T4-DNA von der Ausgangsextinktion bis zur
Extinktion des Schmelzpunktes ein Temperaturanstieg von

4 ¢ (von 80° auf 84 °C) nétig, zum Wiedererreichen dieser
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Extinktion bel der Renaturierung dagegen eine Temperatur-~
erniedrigung von 30 °C (von 91° auf 61 °C). Die Renatu-
rierung bendtigt also eine 7,5 mal grdBere Temperaturdif-
ferenz als die Denaturierung. Bei T41-DNA lieBl sich dieser
Faktor zu 3 und bei Kalbsthymus-DNA zu 8,7 bestimmen. Er
besagt, daB die Renaturierung bei T1-DNA viel leichter
von statten geht als bei T4-DNA und bei Kalbsthymus-DNA.

Voraussetzung fir einen solchen Vergleich wire streng
genommen, daB die AufheizQ und die Abkihlungsgeschwindig-
keit gleich grofl sind. Das war in unseren Versuchen aus
technischen Griinden nicht mdglich. (Aufheizzeit 45 Minu-
ten, Abkiihlungszeit 120 Minuten). Es konnte jedoch in
unserem Institut gezeigt werden (M. Ullrich, pers. Mittei-
lung), daB, wenn man die Renaturierung bei 55 °C unter-
bricht und fir drei Stunden die Ldsung bei dieser Tempera-
tur beldfBt, sich nach weiterer Abkihlung nahezu keine '
Knderung der Extinktionswerte verglichen mit einer ste-
tigen Abkiihlung ergibt. Der Renaturierungsvorgang scheint
Aalso, zumindest innerhalb weiter Zeit-Bereiche, lediglich
eine Funktion der Temperaturerniedrigung zu sein.

3.4.2. Schmelzpunkt und Renaturierung bestrahlter DNA-
Losungen

Es ist bekannt, daB ionisierende Strahlen einen EinfluB
auf die Stabilitdt der Wasserstoffbriicken zwischen den
komplementiren Basenpaaren haben. Nach Bestrahlung wass-
riger Losungen von DNA erfolgt die Erhdhung der Extink-
tion schon bei tieferen Temperaturen. Damit ist eine Er-
niedrigung des Schmelzpunktes verbunden (Hagen und Wild,
1064 ).

Wir interessierten uns nun fiir die Strahlenempfindlich-
keit der Wasserstoffbriicken wissriger Losungen von T71-DNA
im Dosisbereich bis 7,7 krad und fiir den EinfluB des
Strahlenschadens auf die Renaturierbarkeit der DNA. In
der Abbildung 21 sind die Schmelz- und Reanaturierungs-
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kurven von unbestrahlter DNA-Losung (T41) und von bestrahl-
ten DNA-Losungen (2 krad, 4 krad und 7,7 krad) aufgetra-
gen. Die Kurven fiir 1 krad wurden der Ubersichtlichkeit
wegen nicht eingezeichnet, da sie nahezu mit denen der
Kontrolle ibereinstimmen.

Zundchst stellten wir fest, daB wdhrend der Bestrahlung
keine Anderung der Extinktion der Losungen erfolgt war.
Entsprechend den Befunden von Hagen und Wild (1964) be-
gann die Erhohung der Extinktion bei der ErwiArmung schon
bei tieferen Temperaturen und die Schmelzpunkte sanken
mit steigenden Dosen. Der Vorgang der vollstandigen Dena-
turierung erfolgte Uber einen immer breiter werdenden
Temperaturbereich.

Die Renaturierung der bestrahlten DNA werteten wir mit
dem in 3.4.1. beschriebenen Verfahren aus. Bei der unbe-
strahlten DNA und nach Bestrahlung nit 41 und 2 krad ist
fir die Renaturierung die 3%-fache Temperaturdifferenz
notwendig als fiir das Schmelzen (siehe Tabelle 5). Nach
4 krad betrdgt dieser PFaktor nur noch 2 und nach 7,7 krad
1,7. Dabei scheint der EinfluB des Strahlenschadens vor-
wiegend eine Verzdgerung der Denaturierung zu bedingen,
weniger ein leichtere Renaturierung.

Das AusmaB der Renaturierung in Abhingigkeit von der Dosis
ist ebenfalls in Tabelle 5 aufgefiihrt. Wdhrend die An-
fangsextinktion der Kontroll-DNA etwa zu 90 % erreicht
wird, wird sie bei 7,7 krad nur noch zu 75 % wieder er-

reicht.

3.4.3. Schmelzpunkt und Renaturierung von DNA
bestrahlter Phagen

Un einen Uberblick iber die Strahlenempfindlichkeit der
Wasserstoffbriicken der DNA in vivo zu erhalten, bestimm-
ten wir die Schmelz- und Renaturierungskurven der aus
bestrahlten Phagen isolierten DNA. Im Gegensatz zu den
unter 3.4.1. und 3.4.2. beschriebenen Versuchen wurde
-aus technischen Griinden hier nicht bei 100 pg/ml, sondern
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bei 20 wg/ml gemessen. Die Anderung der Konzentration hat,
wie aus der Abbildung 22 ersichtlich ist, auf das Schmelz-
verhalten der unbestrahlten DNA keinen Einflufl. Sowohl
der Temperaturintervall bis zum Erreichen der Extinktion
M o =6 °C, als auch der Schmelzpunkt Tm = 89,5 °C ist
der gleiche (vgl. Tabelle 5 und 6). Jedoch verlduft die
Renaturierung verzdgert (Faktor der Temperaturdifferenz =
4 statt 3) und die Ausgangsextinktion wird nur zu 73,3 %
wieder erreicht. Die Rekombination der Einzelstrd@nge zu
einer Doppelhelixstrukbtur ist wahrscheinlich durch den
groBeren Abstand der Molekiile in der verdiinnten Losung
erschwert.

Anderungen der Schmelzkurven der DNA sind nach Bestrah-
lung der Phagen erst nach 500 krad festzustellen (Tab. 6).
Die Denaturierung setzt dann bei tieferen Temperaturen
ein und der Schmelzpunkt sinkt. Die Renaturierung ist
erst ab 750 krad verandert. Sie ist unvollstandiger, auch
benotigt sie groBere Temperaturdifferenzen. Im Verhaltnis
zur Denaturierung wird sie Jjedoch weniger beeinfluBt, so
daB das Verh#ltnis der bendtigten Temperaturdifferenzen
geringer wird, &hnlich wie nach Bestrahlung von DNA-LG-
sungen.

4, Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung energie-
reicher Strahlung auf die molekulare Beschaffenheit der
DNA untersucht werden und eine Beziehung zwischen dem
Strahlenschaden an der DNA und ihrer biologischen Aktivi-
tat aufgestellt werden. Dabeil sollten Doppelbriiche in der
DNA-Helix, eventuell auftretende inter- oder intramole-
kulare Vernetzungsreaktionen und Schéden der Wasserstoff-
briicken zwischen den DNA-Einzelstringen im Vordergrund

des Interesses stehen. Als Untersuchungsmaterial wdhlten
wir die DNA eines moglichst einfachen biologischen Objektes,
welches einerseits erlaubte, direkte sowie ihdirekte Strah-
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lenwirkungen ohne stoffwechselbedingte Sekundirprozesse

zu erfassen und andererseits als Grundmedell fiir funktio-
nell hdher entwickelte Zellen gelten konnte. Aus folgen-
den Griinden erschienen uns Tﬂ-Bakteriophagen als g&ns%iges
Untersuchungsmaterial:

a.

Die biologischen Strahlénréaktionen von TM~Phagen sind
schon gut untersucht worden (Hotz, 1966).

Bakteriophagen haben keinen eigenen Stoffwechsel.

T1-Phagen lassen sich in groBen Mengen einfach ge-
winnen.

Die bioclogische Aktivitdt, d.h. die Koloniebildungs-
fahigkeit, kann relativ genau und ohne groBen Aufwand
getestet werden.

T1-DNA mit einem Molekulargewicht von 30 x 40° 18t
gich einfach, d.h. ohne mechanische Degradierung iso-
lieren und handhaben.

Die DNA-Moleklile aller Phagenpartikel haben das gleiche
einheitliche Molekulargewicht, so daB strahlenbedingte
Verdnderungen der DNA leichter erfafBbar werden und die
theoretische Analyse der Befunde vereinfacht wird.

Unsere Uberlegungen zu den Ergebnissen gliedern sich in
vier Teile:

4.1, Beschreibung der Methode der Molekulargewichtsbe-

stimmung und der Aufstellung von Sedimentations-
und Molekulargewichtsverteilungen,

4.2. Untersuchung der molekularen Verdnderungen der DNA,

die in wassriger LOsung bestrahlt wurde,

4.3. Beschreibung der strahlenbedingten Veranderungen

von DNA bestrahlter Phagen und ihre Beziehung zur
bioclogischen Inaktivierung der Phagen,

4.4, Unbtersuchungen iiber die direkten und indirekten

Strahlenschidden der Wasserstoffbriicken.
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4.1.1. Molekulargewichtsbestimmung

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes empfahl sich die
Kombination zweier voneinander unabhingiger Untersuchungs-
methoden: Viskositdtsmessungen und Sedimentationssnalysen.
Die Verwendung der Viskositatsmessungen allein ist unbe-
friedigend, da native DNA durch strahlenbedingte Ereig-
nisse eine andere Molekilform erhalten konnte, die die
Viskositat erheblich beeinfluﬁt, ohne daB sich aber das

Molekulargewicht &ndert.

Die Molekiilkonfiguration ist aber ohne Bedeutung, wenn

man neben der Viskositat auch die Sedimentationskonstante
bestimmt und aus beiden GroBen des Molekulargewicht be-
rechnet. Starker geknaduelte lMolekiile haben zwar eine gerin-
gere Viskositat als entfaltete Molekiile, sie sedimentieren
aber schneller. Wie von Mendelkern und Flory gezeigt wurde,
ist jedoch das Produkt S°[ﬂ31/5 unabhingig von der Molekiil-
form und kann zur Berechnung des Molekulargewichtes be-
nutzt werden.

Man erhdlt damit allerdings nur einen Mittelwert des Mole-
kulargewichtes, Msﬂ’ der etwa dem Gewichtsmittel MW ent-
spricht. Zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit von Briichen
benotigt man jedoch das Zahlenmittel M_. Bel einem sta-
tistischen Abbau der Moleklile durch di; Bestrahlung ist
Mﬁ = 2 Mﬁo Liegen jedoch Vernetzungen neben den Brichen
vor, so ist Mﬁ > 2 Mha Da diese moglichweise nach Be-
strahlung auftreten, war es winschenswert, die Verteilung
der Bruchsticke der bestrahlten DNA zu bestimmen, um

daraus Mw sowie auch Mﬁ zu berechnen.
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4.1.2. Sedimentations- und Molekulargewichts-
verteilungen

Eine Analyse des in der Zentrifugenzelle erhaltenen Gra-
dienten erlaubt nun die Bestimmung der Molekulargewichts-
verteilung. Bei dieser Analyse missen einige Korrekturen
vorgenommen werden, wie im ersten Teil der Ergebnisse dar-
gestellt wurde. Man erhdlt zundchst eine Verteilung der
Sedimentationskonstanten des Molekills, die fiir eine bestimm-
te Konzentration der DNA-Molekiile gilt (Sapp 5 -Werte).
Hierbei ist die infolge der Sektorform der Zelle statt-
findende Verdinnung der DNA-Losung bereits berilicksichtigt.
Es 148t sich ferner zeigen (Hagen, 1967), daf die Diffu-
sion der Molekiile am Gradienten praktisch keine Rolle
spielt, wenn man lange genug zentrifugiert. Dann wird nim-
lich die gleiche Verteilung erhalten wie nach einer Extra-
polation der S -Werte auf unendliche Zeit, wie fiir die

app,i
Eliminierung der Diffusion zu fordern ware.

Diese Verteilung der Sapn l—Werte wird nun auf die Ver-
teilung der S-Werte bei der Konzentration Null extrapoliert
(Sg), Es wurde gezeigt, daB dies mit einem rechnerischen
Verfahren geschehen kann, wenn die Konzentrationsabhin-
gigkeit der Mittelwerte von Sapp (Sapp, 5) bekannt ist.
Aus der Verteilung der S g9 —Werte errechnet sich dann die
Molekulargewichtsvertellung nach einer empirischen Glei-
chung s° = A MB . Diese Konstanten AS und BS ergeben
sich aus elner vergleichenden Molekulargewichtsbestimmung
durch 38,5 und der Viskosit#t. Obwohl DNA-Molekiile in dem
gleichen ILosungsmittel eine @ahnliche Konfiguration be-
sitzen und deshalb AS und BS aus einer groBen Zahl von
Msn—Bestimmungen ziemlich sicher ermittelt werden kann,
erwies es sich doch als zweckm8Big, durch unsere ver-
gleichende Viskositdtsmessungen die Richtigkeit der Kon-

stanten filir jedes einzelne DNA-Priparat nachzupriifen.
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Voraussetzung war allerdings eine zuverlassige Bestimmung
der Viskositat. Da die groBen DNA-Molekiile eine erheb-
liche Strukturviskositat besitzen, muBten die bei der
Messung erhaltenen Daten auf die Scherkraft <s), = o extra-
poliert werden. Das war bel dem von Aten und Cohen (1965)
beschriebenen Kapillarviskosimeter auch moglich, die Extra-
polation war aber sehr unsicher. Wesentlich besser war das
von Zimm und Crothers (1962) entwickelte Rotationsvisko-
simeter, bei dem die dabei auftretenden Scherkrafte so ge-
ring sind, daB sich eine Extrapolation auf {s} = o erlbrig-
te.

Die Beziehung von S° und [M] beieinem bestimmten DNA-
Prédparat (vgl. Abb. 14) erlaubt, einige allgemeine Aus-
sagen Uber die Molekiilform zu machen. Wie sich bei der
Bestrahlung von DNA-ILdsungen ergab, andert sich die Mole-
kUilform nur wenig, obwohl zahlreiche Briiche der Einzel-
kette, der Doppelhelix oder auch Vernetzungen auftreten.
Die gemessenen Werte von s° una (1] liegen auf der Mittel-
wertskurve von unbestrahlten DNA-Praparaten anderer Auto-
ren (Eigner und Doty, 1965; Weinert, 1967). Offenbar wird
hier die Molekiilform weniger durch die Beweglichkeit des
Molekiils bestimmt, als durch die AbstoBung der Ketten von-
einander, die von dem verwendeten Puffer abhingig ist.
Nach Bestrahlung der Phagen ergab sich allerdings fir die
aus ihnen isolierte DNA z.T. erhebliche Abweichungen von
der Mittelwertskurve. Auf sie soll spiter noch eingegan-
gen werden.

Die aus der Umrechnung von S° zu M erhaltenen Molekular-
gewichtsverteilung ermdglichte anschlieBend, die uns
interessierenden Mittelwerte Mﬁ und Mh zu bestimmen. Dafir
wurden aus 2 - 3 Zentrifugationen mit verschiedener Kon-
zentration jeweils 2 Aufnahmen ausgewertet. Die Uberein-
stimmung der einzelnen MeBpunkte (vgl. Abb. 7) bestidtigte
die Zuverlissigkeit des Verfahrens.
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Aus den in Abbildung 7 und 8 gezeigten Molekulargewichts-
verteilungen ist ersichtlich, daB nach Bestrahlung wissri-
ger DNA-Losungen Molekiile mit kleineren und mit grdBerem
Molekulargewicht gebildet werden. Das legt die Vermutung
nahe, daB nach den in der Einleitung beschriebenen Radi-
kalmechanismen Briiche in der DNA-Kette entstehen (Schema
6) und sich Vernetzungen (Schema 7) ereignen.

Nach Bestrahlung in verdinnten Ldsungen sind Doppelbriiche
erst dann zu erwarten, wenn Briche in der Einzelkette
auftreten und diese sich entweder gegeniiberliegen oder
sich in der n8heren Umgebung befinden. Dabei werden die
zwischen den beiden Radikalstellen liegenden Wasserstoff-
bricken aufgespalten. Hagen {1967) konnte zeigen, daB die
Zahl der Einzelbriiche linear mit der Dosis ansteigt und
daBl sich bei Anhdufung der Einzelbriliche in den Einzel-
striangen Doppelbriiche bilden, deren Zahl.quadraﬁisch mit
der Dosis anwichst.

Die von Hagen aufgestellte Gleichung fir die Bruchwahr-
scheinlichkeit der Doppelhelix A = (kD+B)2n (3.13) lieB
sich formal auf unsere Ergebnisse anwenden. Unter Verwen-
dung der gefundenen M, und MW—Werte konnten Gleichungen
fir die Bruch- und Vernetzungswahrscheinlichkeit aufge-~
stetlt werden, in denen deren gegenseitige Beeinflussung
beriicksichtigt wurde (3.17; 3.18). Die berechneten Werte
fir A sind in Abbildung 9 fiir zwei Versuchsreihen in Be-
ziehung zur Dosis aufgetragen. Doppelbriiche entstehen ein-
mal quadratisch mit der Dosis (n p2D2) (s. Gleichung 3.13)
sowie linear mit der Dosis (2npBD). Der Anteil der Doppel-
briche, der bereits vor der Bestrahlung vorhanden war;
konnte beili unseren Versuchen nicht sicher bestimmt werden
und wurde nicht weiter beriicksichtigt. Bel unserer Iso-
lierungsmethode war die Wahrscheinlichkeit fir das Auf-
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treten solcher Briche recht gering und fir die Berechnun-
gen vernachlé@ssigbar (s. S. 31).

Aus Abbildung 9 ist b = 2npB (s. Gleichung %.19) und ¢ =
np2 bestimmbar (vgl. S. 33). Damit kann die Bruchrate p
pro Monomer (Nukleotid) und pro rad bestimmt werden
(unter der Annshme, daB n = 7 (Hagen, 1967)); ¢ = 0,80

10™12 (1. Serie) und ¢ = 1,90 - 10~ (2. Serie).
Dann ist:

-12
p2 =& . 0,80 - 10 ; P = 0,338 - 1070 (1. Serie)

7 3

Blo

Zur Ermittlung des G-Wertes, d.h. der Zahl der durch Be-
strahlung hervorgerufenen Ereignisse pro 100 eV absorbier-
ter Energie, gehen wir von folgenden Uberlegungen aus:

Der G-Wert ist 1, wenn 0,62 - 101° Ereignisse pro rad und
cm5 aufgetreten sind. Die Konzentration der DNA widhrend
der Bestrahlung betrug 200 pg/ml. Legt man das Molekular-
gewicht nativer T1-DNA zugrunde, so enthdlt 1 ml 4,02 -
1042 DNA~Molekiile. Das mittlere Molekulargewicht eines
Nukleotidpaares ist 617. Demnach enthdlt 41 ml DNA-LSsung
1,95 » 1017 Nukleotidpaare oder 3,9 - 1077 Nukleotide.

Die Anzahl der Einzelbriliche pro rad und ml ist dann

0,%38 - 10-6 x 3,9 - 1017 - 1,32 - 101, Daraus ergibt
sich ein G(P)—Wert fir die Einzelbriche von 0,216, d.h.
pro 100 eV absorbierter Energie finden 0,216 Einzelbriiche
statt. Fiir die 2. Serie erhidlt man auf entsprechende Weise
den G(p)—Wert von 0,33.

Fir die Betrachtung der Doppelbriiche im linearen Anteil
der Abbildung 9 beziehen wir die Berechnungen auf die
Nukleotidpaare, da an einem Doppelbruch Jja beide Nukleotid-
striange beteiligt sind.

Es ergibt sich dann

fir die 1. Serie mit » 4

8,1 <10~
1,32.4072

2,57»40‘9:G(b>
4,22«10‘9:G(b)

]

fiir die 2. Serie mit b
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Es sei hier nochmals betont, daB die G-Werte fiir die Ein~
zelbriiche nicht durch direkte Messungen der Einzelbruch-
raten bestimmt wurden, sondern liber die fiir die Entstehung
der Doppelbriiche gemachten Annahmen. Dennoch sind die Werte
dhnlich dem von Hagen (1967) bestimmten G-Wert von 0,27.

Der Unterschied der Strahlenempfindlichkeit der 1. und

2. Serie laBt sich nicht eindeutig erkldren. Die erste
Serie zeigt eine deutlich geringere Strahlenempfindlich-
keit als die zweite. Es kann dazu nur bemerkt werden, daf
beide Serien mit verschiedenen DNA-Prdparationen durchge-
fihrt wurden. Geringe Verunreinigungen an niedermolekula-
ren Bestandteilen kOnnen eine gewisse Schutzwirkung iiber-
nehmen. Im gleichen Sinne konnten unterschiedliche Protein~
gehalte in beiden Losungen wirken. Dieser unterschiedliche
Proteingehalt verschiedener DNA-Préparate ist nicht zu
vermeiden, da die Scherempfindlichkeit der DNA eine inten~

sive Reinigung verbot.

Die in Tabelle 2 aufgefilhrten Werte fiir A und Q der zwei-
ten Serie fiir N2 und O2 lassen keine wesentlichen Unter-
schiede zwischen beiden Gasatmosphdren erkennen. Auch die
Form der Molekulargewichtsverteilungen unterscheidet sich
nur unwesentlich. Jedoch ist auf Grund der wenigen Messun-
gen noch nicht eindeutig, ob die Bestrahlung unter Sauer-
stoffatmosphdre ohne EinfluB auf das Verhdltnis von Bru-
chen und Vernetzungen bleibt. Dazu miBte eine intensivere
Begasung der Proben vielleicht auch wahrend des Bestrah-
lungsvorganges gewdhrleistet werden. Dies stoBt allerdings,
wie schon erwdhnt, auf technische Schwierigkeiten, da da-
" bei die Scherkridfte mdglichst gering gehalten werden soll-

ten.

Betrachten wir die Molekulargewichtsverteilungen der

1. Serie in der Abbildung 8, so kOnnen wir annehmen, daB
im Molekulargewichtsbereich unterhalb von 29 - 406 vorwie-
gend Bruchstiicke unterschiedlicher Lange entstanden sind
(nach Schema 6, Einleitung). Jedoch konnen auch diese



- 57 -~

Molekiile teilweise vernetzt sein (Schema 7). Die resul-
tierenden Bruchstiicke kdnnen in dieser Hinsicht nicht
durch eine Molekulargewichtsverteilung unterschieden wer-
den. Bei den Moleklilen oberhalb des Molekulargewichtes
von 29 - 406 £f811t auf, daB nahezu keine Molekiile mit
Molekulargewichten oberhalb von 60 - 406 entstehen. Das
wird verstédndlich, wenn man beriicksichtigt, daB Briche
gegeniber den Vernetzungen iliberwiegen. Die Wahrscheinlich-
keit fir die Vernetzung zweier Molekiile ohne Bruch ist
also sehr klein.

Die auftretenden Vernetzungen konnen nun einmal zwischen
zwel verschiedenen lMolekiilen stattfinden, daneben konnten
aber auch Vernetzungen innerhalb eines Molekiils entstehen.
Nimmt man einmal an, daB die DNA-Knsduel etwa kugelformige
Gestalt haben (V = 4/3 @ rB) und sich nicht weiter als

2 r ndhern konnen, so kann man eine Grenzkonzentration
berechnen, bei der sich die lMoleklile gerade noch berihren
und intermolekulare Vernetzungen gerade noch stattfinden
kdnnen. Unterhalb dieser Konzentration nimmt die Wahrschein-
lichkeit fir intermolekulare Vernetzungen stark ab, ent-
sprechend steigt der Anteil von intramolekularen Vernet-
zungen. Bei der Grenzkonzentration nehmen die Molekiile
nach Rosenbloom und Schumaker (1967) 74 % des Gesamtvo-
lumens ein. Die Autoren geben eine Formel fiir den "radius
of gyration" an:

r = [717 - M/20011/3/¥8"

Wir berechneten daraus diese Grenzkonzentration fir die
T1-DNA zu etwa 120 pg/ml, d.h. also, daB die Molekiile

bei 200 pg/ml ineinander verknduelt sein muBiten. Inter-
molekulare Vernetzungen sind also beil dieser Konzentra-
tion wahrscheinlicher als intramolekulare Rekombination

von Radikalestellen.
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Aus Abbildung 10 ist ersichtlich, daB die Werte fur Q
zundchst linear mit der Dosis ansteigen und dann, sieht
man von den zwel deutlichen Abweichungen der 2. Versuchs-
serie einmal ab, einen Sattigungswert erreichen. Die An-
fangssteigung der Q-Werte ergibt q = 1,5 - 40_9, d.h. die
Vernetzungsrate betragt etwa die Halfte bis ein Drittel
des linearen Anteils der Doppelbriiche. Es scheint, daB
Vernetzungen bei der Bestrahlung verdinnter DNA-Lésungen
nur bei kleinen Dosen eine Rolle spielen. Bei hoheren
Dosen iberwiegt der gquadratische Anteil der Doppelbriche
und damit die Gesamtzahl der Briiche gegeniiber den Ver-
netzungen. Durch die damit verbundene Verkleinerung der
Molekiilradien sinkt auch die Wahrscheinlichkeit einer
intermolekularen Vernetzung, so daB schlieBlich uber-
haupt keine neuen Vernetzungen mehr entstehen.

Als G-Wert flir Vernetzungsrate pro Nukleotid ergibt sich
aus der Anfangssteigung der Q-Werte in Abb. 10: g = 1,5«
10™9

- 17
1,5 - 10"7 < 3,9 . 10 -4
G = =2 2 = 9,45 . 10
. ] ?
(@) 0,62 - 10

Da an jedem Vernetzungsereignis zwei Monomere (NUkleotlde)
beteiligt sind, ist der G-Wert fiir die tatsdchlich auf-

tretenden Vernetzungen:

G =4,7 - 1074

Gegeniiber dem Bruch der Einzelkette sind also Vernetzun-

1ol avnen “aau+ v (2 mymm
-t N

gen sehr selten, obwo Aulargewicat groner

OvEe O -l. A e ] AR S

DNA-Molekiile stark verdndern. Vernetzungen wurden bisher
nur an trocken bestrahlter DNA (Hagen und Wellstein 1965)
und an DNA-Gelen beschrieben (Lett u.a. 1961, Lett und
Alexander 1961). Elektronenmikroskopische Aufnahmen der
DNA bestrahlter Losungen ergaben zusdtzlich Hinweise, daf
Vernetzungen auch in verdlinnten wissrigen Losungen ent-
stehen (Das Gupta u.a. 1966).
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4.%3.1. Die biologische Inaktivierung

In 3.3.1. hatten wir beschrieben, dall die Inaktivierung
von T11-Phagen bel direkter Strahlenwirkung in 5 x NB und
in 0,1 m Histidinlosung einer Eintrefferexponentialfunk-
tion folgt. Um Vergleiche unserer Ergebnisse mit in der
Literatur angegebenen anstellen zu kOnnen, eignet sich
wiederum der G-Wert. Man kann die D37 unter Verwendung
der Masse des Bestrahlungsobjektes mit Hilfe der Gleichun

]

G = 100 eV/m»DB,7

in den G-Wert umrechnen. Hierbei ist m = die Masse des
T1-Phagen.

Wir konnten als Dosis, bei der noch 37 % der T1-Phagen
Uberleben, fir beide Bestrahlungsmedien den Wert D57 =

95 krad ermitteln. Dieser Wert befindet sich in Uberein-
stimmung mit dem von Hotz und Zimmer (1963) fir 5 x NB
angegebenen Wert. Fliir die Masse der DNA pro T1-Partikel
ergibt sich aus dem Molekulargewicht %0 - 106 der Wert

0,5 - 10~16 g - T1-Phagen bestehen etwa zur HAalfte aus
DNA. Die Gesamtmasse des T1-Phagen m ist also 1,0 . 40_16g°
Durch die Bestrahlung mit 1 rad werden in proteinumhiillten
Organismen 6,12 - ’IO/M ° 402 eV Energie absorbiert. Danach
errechnet sich fiir die biologische Inaktivierung der Pha-
gen bei direkter Bestrahlung ein G-Wert

e T <k =g~ = 0,172
9,5-10 " 6,12+10 '7=1,0°10

Flir ein Inaktivierungsereignis ist also der Energiebedarf
von etwa 580 eV notwendig.
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Betrachten wir nun nicht den ganzen Phagen, sondern nur
die DNA als kritisches Target, so muB die Berechnung des
G~Wertes auf die Masse der im Phagen befindlichen DNA mit%
m= 0,5 - 10~ g bezogen werden. Es ergibt sich dann ein
G~Wert:

G = =290 e —z = 0,344
95 . 6,12 - 101© . 0,5 - 10

Der Energiebedarf fiir die biologische Inaktivierung der
DNA im Phagen ist damit etwa 290 eV.

4.3.2. Die Bestimmung von Doppelbriichen und
Vernetzungen aus dem Gradienten

In der Abbildung 13 hatten wir die Anzahl nicht gescha-
digter Molekilile in Beziehung zur Prozentzahl der iiberle-
benden Phagen aufgetragen. Die Anfangssteigung der Kurve -
ergab sich zu 0,33, d.h. im Dosisbereich bis etwa 50 krad
treten pro inaktiviertem Phagen etwa 0,33 Doppelbriiche
sguf. Diese Berechnung ist Jjedoch nicht sehr zuverlissig,
da die Anfangsneigung der Kurve nicht genau bestimmt wer-
den kann. ZweckmdBiger ist folgende Uberlegung: Nach Schulz
(1942) ist der Anteil der nicht degradierten DNA N/N =
e-APQ. Dies gilt im wesentlichen auch, wenn gleichzeitig
Vernetzungen entstehen. Der Anteil der weder gebrochenen

noch vernetzten Molekiile ist dann:
e'(APo+% 21Do)

’.ﬁ =t h @]
28 auo

rdgt man a

le der unversehrten Molekiile im halblogarithmischen MaB-
stab gegen die Dosis auf (Abbildung 23, halbgeschlossene
Symbole), so ergibt sich eine Gerade mit der D37 = 345 krad,
die flacher verlduft als die Dosiseffektkurve fiir die Inak-

tivierung der Phagen. Man erh#lt einen G-Wert von

G = 100 : 5 -6 07095
245 - 6,12 - 10~ - 0,5 = 10
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Der benotigte Energiebedarf dafilir, daB entweder ein Dop-
pelbruch oder ein Vernetzungsereignis entsteht, betrigt
1050 eV.

Aus dieser Darstellung 188t sich der Anteil der Doppel-
bruch- oder Vernetzungsereignisse an der Inaktivierung
der DNA exakter bestimmen. Er betridgt 27,5 %.

4.,32.%3, Die Bestimmung von Doppelbriichen und Vernebtzungen
aus den Molekulargewichtsverteilungen

Wir hatten gesehen, dall sich aus den Molekulargewichts-
verteilungen mit den Gleichungen (3.17) und (3.48) die
Doppelbruch- und Vernetzungsraten bestimmen lassen. Aus
der Darstellung A = f (D) lieB sich ein linearer Anteil
b= 2,4 - 10”1 ung ein quadratischer Anteil der Doppel-
briiche ¢ = 0,107 - 10™1® entnehmen. Aus der GriBe b, die
als Anfangssteigung der Funktion A = f (D) unabhéngig
von der Dosis ist, 148t sich ein Mindestwert filir den G-

Wert der Doppelbriiche berechnen:
G = 0,039

Der bénﬁtigte Energiebedarf betragt 2560 eV. Diese linear
mit der Dosis steigende Anzahl an Doppelbriichen tragen
etwa 11,3 % zu der Inaktivierung der DNA bei.

Schwieriger ist die Bestimmung der Doppelbriiche, die
quadratisch mit der Dosis zunehmen. Berechnet man aus c
die Dosiseffektkurve der Doppelbriiche, die gquadratisch

mit der Dosis erfolgen, so kann man in grober Naherung

aus der Steigung der Kurve im Bereich von 700 - 1000 krad,
in dem dieser Doppelbruchanteil stark ins Gewicht fa1llt,

den G-Wert berechnen
G = 0,030

Dieser G-Wert kann allerdings nur als Orientierungswert
fiir den quadratischen Anteil der Doppelbriiche dienen. '




Aus der Darstellung der Vernetzungsrate gegen die Dosis
konnten wir q = 0,5 - 10 1 ermitteln. Hieraus kann der
G-Wert flir die an den Vernetzungen beteiligten Nukleotide
bestimmt werden:

G = 0,0157

Da an jedem Vernetzungsereignis zwei Monomere (= Nukleo-
tide) beteiligt sind, ist der G-Wert fiir die tatsBechlich
auftretenden Vernetzungen:

G = 0,008

Der hierfiir erforderliche Energiebedarf betrigt 12 700 eV.
Der Anteil der Vernetzungsereignisse an der biologischen
Inaktivierung ist demnach etwa 2,3 %. Trotz der Fehler,
die bei der Bestimmung dieses Strahlenschadens auftreten
(siehe Abbildung 19), kann man jedoch sagen, daB dieser
Strahlenschaden gegeniiber den Doppelbriichen nur einen ge-
ringen EinfluB auf den Inaktivierungsmechanismus besitzt.

In 3.%3.3. hatten wir beschrieben, daB einige der von uns
gemessenen 820 w, 0,5 und [M]-Werte stark von der durch-
gezogenen Kurve in Abbildung 14 abweichen. Es nmiBte noch
gepruft werden, ob dieses abweichende thermodynamische
Verhalten dieser DNA-Priparationen nicht auch auf Ver-
klebungen der DNA mit dem Hiillprotein des Phagen wahrend
der Bestrahlung zurickzufihren ist. Dazu miiBten die DNA-
Praparationen nach dem Isolierungsprozef mit einem protein-
abbauenden Enzym behandelt werden, wodurch die verklebten
Proteinreste an der DNA schonender als durch weitere Phenol-
behandlungen abgetrennt werden konnten.

Berechnet man mit Hilfe der aus den Molekulargewichts-
verteilungen gewonnenen GroBen A und Q die Anzahl der
nicht geschadigten Molekiile nach N/NO = <APO + QPo)
und trigt diesen Wert halblogarithmisch gegen die Dosis
auf (Abbildung 23, offene Symbole), so ergibt sich eine
Schulterkurve. Hier kommt der quadratische Anteil der
Doppelbriiche zum Vorschein. Es ist allerdings nicht er-
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wiesen, ob dieser ebenso durch die Entstehung benachbarter
Einzelbriche bedingt ist, wie bei Bestrahlung wissriger
DNA-LOosungen oder ob zwei Primdrionisationen auch bei einer
anderen raumlichen Anordnung zum Doppelbruch fihren.

4.3.4. Kritik der Auswertung

Aus der Abbildung 23 ist ersichtlich, daB die Dosiseffekt-

kurven, die einmal durch die Auswertung der Gradienten und

einmal durch die Auswertung der Molekulargewichtsverteilun-

gen gewonnen wurden, voneinander abweichen. Betrachtet man

die Abbildungen 12, a, b, so 1ldBt sich erkennen, daB die

Bestimmung des geradlinigen Anteils des Gradienten nit er-
s et

. . . . CRPRE T Y
heblichen FehlermBglichkeiten verbunden ist (siehe 3.3.2.).

Wahrscheinlich wird dieser Anteil zu gering eingeschatzt.

Bel der Auswertung der Molekulargewichtsverteilung ergeben
sich ebenfalls FehlermSglichkeiten. In der Abbildung 24
haben wir zum Vergleich die Molekulargewichtsverteilungen
einer mit 4 krad bestrahlten DNA-Losung (geschlossene
Symbole) und die Verteilung von DNA, die aus mit 350 krad
bestrahlten Phagen isoliert wurde, aufgetragen. Es fallt
auf, daB besonders nach Bestrahlung in vivo beide Vertei-~
lungen nicht mit Mi = 0 beginnen, d.h. daB sehr kleine
Molekil-Bruchstiicke nicht in Erscheinung treten. Nach der
theoretischen Ableitung einer Molekulargewichtsverteilung
fiir statistisch abgebaute Polymere (Schulz 1942) sind Jje-
doch auch bei kleinen Abbauraten sehr kleine Bruchstilicke
mit Molekulargewichten bis Mi = 0 zu erwarten. Berechnet
man einmal an einer theoretischen Verteilungskurve den 1}
und den Mw—Wert und daraus die Werte fir A und Q nach
(3.17) und (3.18) unter Vernachlidssigung der kleinen Mole-
kiil-Bruchstiicke, so ergibt sich, daB dadurch die Bruch-
rate stark herabgesetzt wird, wodurch die Dosiseffekt-
kurve flacher verliuft. Es ergibt sich weliter, daB durch
diesen Fehler keine Erhdhung der Vernetzungsrate auftritt.
Deshalb ist nicht anzunehmen, daB Vernetzungen durch die
Vernachlassigung der kleinen Bruchstiicke vorgetauscht
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werden. Es kann jedoch nicht entschieden werden, ob in
unserem Falle sehr kleine Bruchstiicke nicht auftreten
oder aber bei der Auswertung der UV-Aufnahmen zur Auf-
stellung der Molekulargewichtsverteilungen nicht erfaBt
werden konnen.

Eine gewisse Kontrolle iiber diese Fehlermdglichkeit ist
auch mit Hilfe der Werte von Mw moglich. Bei einer Ver-
nachlassigung kleiner Bruchstilicke wird ngmlich Mw nur
wenig beeinfluBt. Bei einem statistischen Abbau eines

Kettenmolekiils sind die Ver@nderungen von %Z doppelt so

grofl wie die von.%aa Beim Vorliegen von Vernetzungen er-
hoht sich dieser Faktor. Solange also die Verdnderungen

von.%z nicht wesentlich unter dem doppelten Betrag der

Veranderung von.%— liegt, sind die Fehler von My nicht
W
zu groB. Entsprechende Beobachtungen lieBen sich an unse-

rem Untersuchungsmaterial auch machen.

Nehmen wir einmal an, daB die Kurve in Abb. 23, die nach
der zweiten Methode gewonnen wurde, bei hohen Dosen (etwa
ab 500 krad) in einen geradlinigen Anteil einmiindet (was
durch die wenigen MeBpunkte nicht als gesichert gelten
kann), so erhdlt man durch Parallelverschiebung des gerad-
linigen Anteils durch den Nullpunkt erneut eine Gerade mit
der De = 450 krad. Unter Beriicksichtigung der Fehlermdg-
lichkeiten beider Methoden wiirde dies bedeuten, dafll, nach-
dem sich die anfé@nglichen Strahlensch8den in der DNA mani-
festiert haben, die Strahlenempfindlichkeit bei hohen Dosen
einen konstanten Wert annimmt, der nahe an dem der Gradien-
tenmethode liegt. Hieraus 188t sich ein G-Wert fir die
Schiden nach,hohen Dosen bestimmen:

G = 0,072
Der Energieaufwand betragt 1390 eV. Dieser Schaden wlirde

mit etwa 21 % an der biologischen Inaktivierung der DNA
beteiligt sein.
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4,32.5. Vergleichende Betrachtung der Ergebnisse

Flir Schadensereignisse an DNA nach direkter Bestrahlung
liegen nur wenige zuverlédssige Werte vor (siehe Tabelle 7).
Vergleichbare G-Werte fir Doppelbriche nach Bestrahlung
trockener DNA erhalten Lett u.a. (1961) und Hagen und
Wellstein (1965) (G = 0,125 bzw. 0,110). Einen dhnlichen
Wert finden Lett und Alexander (1961) mit G= 0,160 nach
Bestrahlung von DNA-Gelen, wobel aber indirekte Strahlen-—
schaden nicht ausgeschlossen werden konnen. Inwiewelt

diese Ergebnisse mit direkter Strahlenwirkung nach Bestrah-
lung von DNA in vivo zu vergleichen sind, bleibt dahinge-
stellt. Weinert und Hagen (1967) bestrahlten DNA in einem
Nukleoproteingel. Diese Versuchsbedingungen entsprechen
anndhernd den Verhaltnissen, wie sie in der lebenden Sauge-
tierzelle anzutreffen sind. Die G-Werte G = 0,02 - 0,03
sind in ihrer GroBenordnung mit den von uns gefundenen
vergleichbar. Allerdings sind in unseren Werten teilweise
die Vernetzungen einbezogen, die Jedoch wegen ihres gerin-
gen Anteils bei den Vergleichen nicht storen.

Mit dem von Freifelder (1965) angegebenen Wert D57 = 84
krad und mit dem vom Autor nach dem Gradientenverfahren
ermittelten Wert von 0,4 Brichen pro inaktiviertem T/~
Phagen ergibt sich unter Bericksichtigung der Masse von
T7-DNA (m = 0,6 - 10’46 g nach Stent, 1963) ein G-Wert
von 0,13. Wir erwdhnten jedoch in 3.3.3%., daBl hier nur
Bruchraten bis etwa 70 % der Phageninaktivierung beriick-
sichtigt wurden. Die geradlinige Extrapolation der Doppel-
bruchrate auf 100 % der Phageninaktivierung erscheint uns
nicht gesichert und nicht gerechtfertigt. Dennoch ist der
Wert mit dem von uns mit der Gradientenauswertung gefun-
denen Wert vergleichbar, da die Fehler bei der Auswer-
tung relativ groB sind. Freifelder erkldrt die 60 %
"anderen Schidden" mit dem Auftreten von Basenzerstdrun-
gen., Ein Beweis wird nicht direkt erbracht. Auf Grund
unserer Ergebnisse sind Vernetzungsereignisse, die erst
nach léngerer Zentrifugation im UV-Gradienten deutlich
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werden, neben eventuell auftretenden Basenschiden eben-
falls an der Phageninaktivierung beteiligt. Der von uus
berechnete G-Wert von 0,095 gilt entsprechend fiir Bruch-
und Vernetzungsschidden der DNA.

AbschlieBend konnen wir auf Grund unserer Ergebnisse fest-
stellen, daB3 etwa 0,21 - 0,27 Doppelbriiche und etwa 0,02
Vernetzungsereignisse an der biologischen Inaktivierung
der DNA beteiligt sind. Die Vernetzungen tragen also
reltiv wenig zum biologischen Strahlenschaden bei, obwohl
sie die hydrodynamischen Eigenschaften der DNA z.T. be-
trachtlich beeinflussen kénnen. Es miissen also noch andere
Schéden eintreten., Hier kommen in erster Linie Einzel-
briiche und Basenzerstdrungen in Frage.
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4.4.1. Schmelz~ und Renaturierungsverhalten von DNA
verschiedener Herkunft

Die Helixstruktur der beiden komplementdren DNA-Stringe
wird von den Wechselkradften der m-Elektronen zwischen

den parallel iibereinander geschichteten Basen der DNA-
Helix und den zwischen den komplementiren Basen Adenin (A4)-
Thymin (T) und Guanin (G) - Cytosin (C) bestehenden Wasser-
stoffbriicken aufrecht erhalten. Da zwischen A und T zwel,
zwischen C und G Jjedoch drei Wasserstoffbricken liegen,
tragen die Basen C und G einen groBeren Energiebetrag zur
Stabilitat der Doppelhelix bei als die Basen A und T.

Der Vorgang\der Denaturierung nativer DNA mit Erhdhung
der Temperatur besteht aus verschiedenen Schritten
(Szybalski 1967). Die doppelstringige Struktur der DNA
(Form A) geht zunidchst iiber in eine intermedidre Form
(Form B), in der die Wasserstoffbriicken mehr oder weniger
aufgebrochen sind, in der also partiell denaturierte
Zonen vorliegen. Die Helixstruktur ist jedoch hierin noch
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weitgehend erhalten. Bei welterer Temperaturerhdhung er-
folgt dann die vollstandige Trennung in die beiden Ein-
zelstringe, die, bei schneller Abkiihlung auf 0 °C oder
Formaldehydzugabe in eine KnZuelform Ubergeht (Form D).
Dabei ist der Schritt von A nach B reversibel, der Schritt
von B nach C nur unter gewissen Bedingungen teilweise
reversibel, der Schritt von C nach D nicht mehr reversibel.

Az=>B =3 C (——> D)

Die Extinktion der ICsung bei 260 mu wachst nun in dem
MaBe, in dem die Reaktion von A iiber B nach C fortschrei-
tet, also wdhrend die sekunddre Struktur der DNA-Helix
mit dem Aufbrechen der Wasserstoffbricken und mit der
Aufhebung der m-Elektronenwechselwirkung zwischen den
Basen zusammenbricht. Der Schmelzpunkt Tm, d.h. die Ten-
peratur, bei der die Halfte der Extinktionserhdhung er-
folgt ist, steigt dabei 1ihear mit zunehmendem CG-Gehalt
an (Marmur und Doty 1959, 1962), so daB aus der Schmelz-
punktbestimmung einer DNA ihr CG-Gehalt bestimmbar ist.
Unsere Ergebnisse an T-, T4- und Kalbsthymus-DNA zeigen,
daBl mit dieser Bestimmungsmethode sehr genaue Werte erhal-

ten werden kdnnen (sieche Tabelle 3%).

Die Breite des Uberganges der Extinktionserhthung mit der
Temperatur hangt davon ab, ob die vier Basen iliber den DNA-
Strang homogen verteilt sind, oder ob im Strang Bereiche
mit Anhdufungen von AT oder CG existieren (Inhomogenitats-
bereiche). Haufungsstellen von AT verschieben die Anfangs-
temperatur des Schmelzvorganges nach tieferen
Entsprechend wird durch CG-Anhaufungen die Endtemperatur
der ErhShung der Extinktion nach hoheren Temperaturen ver-
schoben. Je breiter eine solche Schmelzkurve verlauft,
desto mehr Inhomogenitadtsbereiche befinden sich im DNA-
Moleklil. Marmur und Doty (1959) zeigten an Kalbsthymus-
DNA, daB ein und dasselbe Molekiil Komponenten mit unter-
schiedlichem Schmelzpunkt aufweist. Entsprechende Befunde
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wurden von Kit (41960) beschrieben. Inman (1966) zeigte
an der DNA des Phagen A, daB das Offnen von Wasserstoff-
bricken bei einer bestimmbten Temperatur an bestimmte Be-
reiche gekniipft ist, von denen aus eine partielle Auf-
trennung der beiden Komplementdrstrange vor sich geht.
Diese Bereiche sind gleichbedeutend mit Haufungsstellen

von A und T.

Die Abbildung 20 verdeutlicht die Verh&ltnisse an T1-, T4-
und Kalbsthymus-DNA. Sie zeigt die auf Inhomogenitatsbe-
reiche gzuriickzufilhrende breite Ubergangszone von Kalbs-
thymus-DNA im Vergleich zu dem relativ steilen Anstieg
bei T1- und T4-DNA. Die Werte fir den benotigten Tempera-
turintervall zur Denaturierung ATDen in Tabelle 4 lassen
darauf schliefBlen, daB sich auch in der T1-DNA gréfere In-
homogenitatsbereiche befinden.

Die Kettenlinge der DNA hat nahezu keinen EinfluB auf die
Hohe der Schmelztemperatur und die Breite der Ubergangs-
zone. Marmur und Doty (1962) vergleichen die Schmelzpro-
file von unbehandelter und von einer auf 1/12 des ur-
springlichen Molekulargewichtes degradierten DNA. Die
Kurve der degradierten Probe weicht nur unwesentlich

von der der unbehandelten Probe ab.

Entsprechend der groBeren Reaktionsfdhigkeit der Basen
Cytosin und Guanin mit Formaldehyd wird eine denaturierte
DNA-Helix mit hohem CG-Gehalt schneller und vollstBndiger
renaturieren als denaturierte DNA-Molekiile mit hoherem
AT-Gehalt. Diese Abhdngigkeit ist auch tatsi@chlich beob-
achtet worden (z.B. Eigner und Doty 1965). Auf der anderen
Seite wird die Fghigkeit zu Renaturieren auch abhingig

sein von mdglicherweise vorhandenen Inhomogenitatsbereichen
der Basen, unabhingig von einem vorliegenden hohen CG-Ge-
halt.

Nehmen wir an, da8 Inhomogenitdtsbereiche hohen CG-Gehaltes

sich beim Abkiuhlen schnell und leicht zu einer partiellen
Doppelhelixstruktur zusammenfinden, so ist die Wahrschein-
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lichkeit dafir groB, daB die iibrigen Molelklilbereiche auf
Grund der schon erfolgten Fixierung einiger lMolekiilab-
schnitte in beiden Stringen, sich unregelmiBig oder iiber-
haupt nicht komplementidr zusammenlagern konnen. Die Rena-
turierung wird also, auch wenn ein hoher CG-Gehalt in
Gesamtmolekil vorliegt, unvollstdndiger verlaufen als beil
Molekiilen mit homogener Basenverteilung. Sie werden also
auch bel vollstandiger Abklihlung eins erhdhte Extinktion
verglichen mit der Extinktion der unbehandeliten Xontrolle

aufweisen.

Vergleicht man die Renaturierungskurven von T1- und T4-

DNA, so sieht man, daB infolge des geringen CG-Gehaltbes \
der T4-DNA die Renaturierung auf einen bestimmten Endwert

der Extinktion iliber einen viel weiteren Temperaturbereich
verlauft als bei T7-DNA. Doch wird auch bei T4~-DNA nahezu

das gleiche Ausmafll der Renaturierung allerdings erst nach
v6lliger Abkiihlung auf 25 °C wieder erreicht. Der hihere
CG-Gehalt der T1-DNA bewirkt, daB die Renaturierung bel

T1-DNA viel leichter vonstatten geht als bei T4-DNA.

Ganz anders verliuft die Renaturierungskurve von Kalbs-
thymus-DNA. Entsprechend dem CG--Gehalt kdnnte man erwar-
ten, daB die Kurve zwischen den Kurven von T4-und T7--DNA
liegen muBte, Jedoch geht hier die Renaturierung iber
einen noch groBeren Temperaturbereich und erreicht auch
nicht angendhert das AusmaB der Renaturierung wie T9-
oder T4-DNA. Beides 18Bt sich nur durch den FinfluB einer
nicht homogenen Basenverteilung Uber das Gesambimolekil
erkliren. Bel nativen DNA-LoOsungen scheint demnach der
Verlauf und das AusmaBl der Reraturierung ein wesentliches
Kriterium flir das Vorhandensein von Inhomogenitatcsbereichen

darzustellen,
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4.4,2, Schmélz- und Renaturierungsverhalten bestrahlter
DNA-L6sungen und von DNA bestrahlter Phagen

Eine Deutung des Verlaufes der Schmelzprofile in Abbil-
dung 24 kann von zwel Selten versucht werden.

1) Untersuchungen von M. Ulltich (1967) an bestrahltéﬁ
Losungen von Kalbsthymu&~DNA zeigen, daB durch ionisie-
rende Strahlen in der DNA-Helix begrenzte Zornen mit aufge-
brochenen Wasserstoffbrilicken entstehen. Es liegt nahe,
daB diese Zonen auch in bestrahlter T4-DNA auftreten
konnen. Dadurch widre die DNA teilweise schon in die Form
B des Denaturierungsschemas (s. 8. 7 ) lbergegangen.

Beim Erhitzen beginnt von diesen Zonen die weitere Aufspal-
tung der beiden Komplementirstringe schon bei tieferer
Temperatur. Man kdnnte sich vorstellen, daB diese Zonen
vorwiegend an Inhomogenitadtsstellen der leichter trenn-
baren AT-Basen gebunden sind, da sonst die Schmelzprofile
der bestrahlten Proben parallel zu dem der unbestrahlten
Kontrolle verlaufen miiBten und sich der bendtigte Tempe-
raturintervall ATDen zur Denaturierung mit steigenden
Dosen nicht erhdhen diirfte (s. Tabelle 5). In diesen
durch Strahlung gebildeten Zonen mit aufgebrochenen
Wasserstoffbriicken miiBte jedoch noch eine planare Basen-
aufstockung vorliegen, da, wie wir festgestellt haben,
gich die Extinktion wihrend der Bestrahlung noch nicht
gedndert hatte.

2) Eine andere Mdglichkeit der Erklidrung wiren die durch
die Bestrahlung entstandenen Einzelbriiche. Sie kOnnen die
Verschiebung des Schmelzpunktes und den bei tieferen Tem-
peraturen einsetzenden Schmelzvorgang dadurch bedingen,
daB die Stabilitdt der Helix in Ldngsrichtung geringer
wird, so daB die geschiddigten Molekulketten sich schon
durch geringeren Temperatureinflufll voneinander trennen
lassen, Auch wirde sich durch Einzelbriiche in der Helix
die Extinktion der DNA-LOsungen nicht &ndern.
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Es sind natiirlich auch beide Moglichkeiten denkbar, um
die strahlenbedingte Verschiebung des Schmelzpunktes zu
erkléren.

Die Tabelle 5 zeigt, daB bei unbestrahlter DNA und nach
Bestrahlung mit 1 und 2 krad filir die Remnaturierung die
3~-fache Temperaturdifferenz notwendig ist als fiur das
Schmelzen. Nach hcheren Dosen nimmt dieser Faktor immer
weiter ab. Der EinfluBl des Strahlenschadens scheint sich
vorwiegend auf eine Verzdgerung der Denaturierung auszu-
wirken, weniger dagegen auf den Renaturierungsvorgang.

Die Abnahme des AusmaBes der Renaturierung mit steigenden

Dosen 188%t sich nicht mit dem Auftrete pfindlicher

n empfindlicher
Zonen erklaren, denn die Basen dieser Bereiche sollten
sich nach erfolgter Denaturierung beim Abkihlen nicht
weniger gut wieder zu komplementdren Doppelstrangberei-
chen zusammenlagern kdnnen als die Basen unbestrahlter
DNA. Der Einflufl der Einzelbriiche ist hier naheliegender.
Nach vollstdndiger Denaturierung liegen Einzelketten
unterschiedlicher Linge vor, die sich bei der Renaturie-
rung unvollst8ndig zusammenlagern. Es ist vorstellbar,
daB nach Abkiihlung teilweise Molekiile mit einstrangigen
Bereichen vorliegen. Diese wiirden die wachsende Unvoll-
standigkeit der Renaturierung mit steigenden Dosen er-
kl&gren.

Es ist nicht wahrscheinlich, daB Doppelbriiche einen Ein-
fluBR auf die Form der Kurven ausiiben, da durch sie kiirzere
Ketten entstehen, die, wie wir schon erwdhnten (s. 8. 68),

v T

zumindest den Verlauf der Schmelzkurven nicht beeinflussen.

Die Schmelz- und Renaturierungskurven der unter Sauerstoff
bestrahlten DNA-Proben decken sich vollig mit den in der
Abbildung 21 gezeigten Kurven. Dies wiirde bedeuten, dalB
bei Bestrahlung der DNA in wHssriger Losung im System der
Wasserstoffbricken kein Sauverstoffeffekt beobachtet wer-
den kann.
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Die in Abbildung 22 gezeigten Schmelz- und Renaturierungs-
kurven fiir DNA bestrahlter Phagen zeigen, daB Schaden in’
den Wasserstoffbriicken erst bei sehr hohen Dosen deutlicher
hervortreten. Die Form der Kurven wihrend der Denaturie-
rung, die unvollsténdigere Renaturierung sowie das Abneh-
men des Quotienten der bendtigten Temperaturdifférenzen
von Renaturierung und Denaturiefung mit steigenden Dosen
(s. Msb. 6) lassen auf shnliche Mechanismen wie bei der
Bestrahlung verdiinnter DNA-Lssungen schlieBen.

5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird der Versuch unternommen,
die Wirkung ionisierender Strahlung auf die molekulare
Beschaffenheit der DNA zu beschreiben und eine Bezichung
zwischen Strahlenschaden an der DNA und ihrer biologischen
Aktivitat aufzustellen. Es werden Doppelbriiche, inter- und
intramolekulare Vernetzungen und Schiden der Wasserstoff-
bricken an DNA des Bakteriophagen T4 untersucht.

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes werden Sedimenta-
tions- und Viskositdtsmessungen herangezogen. Eine ge-
naue Analyse der Sedimentationsgradienten erlaubt die
Aufstellung von Sedimentationsverteilungen bestrahlter und
unbestrahlter DNA. Es wird ein rechnerisches Verfahren

zur Extrapolation der bei verschiedenen DNA-Konzentrationen
erhaltenen Verteilungen der Sedimentationswerte auf die
Konzentration Null beschrieben. Aus den in Molekularge-
wichtsverteilungen umgewandelten Sedimentationsverteilun-
gen werden die Gewichts- und Zahlenmittel der Molekular-
gewichte bestrahlter und unbestrahlter DNA berechnet und
die Bruch- und Vernetzungsraten bestrahlter DNA-Proben
bestimmt.

Fir T4-DNA wird ein Molekulargewicht von 115 - 406 und
fir T1-DNA ein Molekulargewicht von 30 - 406 bestimmt.
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Nach Bestrahlung wassriger T4-DNA-Ldsungen (Konzentration
200 wg/ml) lassen sich Doppelbriiche und intermolekulare
Vernetzungen nachweisen. Die Zahl der Doppelbriiche steigt
linear sowie quadratisch zur Dosis an. Der G-Wert fir die
lineare Komponente betrdgt etwa 1 - 40'5, nach hoheren
Dosen iiberwiegt die Degradierung durch die quadratische

- Komponente. Die Vernetzungen steigen zundchst linear mit
der Dosis an, der G-Wert betrigt 0,47 - 1072, Bei hdheren
Dosen (ab 2 krad) scheinen keine zusidtzlichen Vernetzungen
mehr aufzutreten, die Vernetzungsrate bleibt konstant.
Obwohl Einzelbriiche nicht gemessen werden, kann fir sie
auf rechnerischem Wege ein G-Wert zwischen 0,22 und 0,33
ermittelt werden.

Nach Bestrahlung ganzer Phagen in Nahrbouillon und in
0,1 m Histidinldsung findet sich eine D57 von 95 krad.
Der G-Wert fir die biologische Inaktivierung der DNA ist
0,344, Nach zwel verschiedenen Auswerteverfahren ergeben
sich fiir ein Doppelbruch- oder ein Vernetzungsereignis
G-Werte zwischen 0,072 und 0,095. Intermolekulare Ver-
netzungen werden mit einem G-Wert von 0,008 nachgewiesen.
An der biologischen Inaktivierung sind Doppelbriiche mit
21 bis 27 % und Vernetzungen nur mit etwa 2 % beteiligt.

Auf Grund von Schmelzpunktbestimmungen werden die Mol-
Prozente an Guanin und Cytosin in der DNA von T1- und T4-
Bakteriophagen und in Kalbsthymus-DNA bestimmt. Das Schmelz-
und Renaturierungsverhalten bestrahlter wissriger T1-DNA-
Losungen und von DNA bestrahlter T-Phagen wird unter-
sucht. In beiden Fgllen scheint sich der Strahlenschaden
vorwiegend auf einen fritheren Beginn der Denaturierung
auszuwirken, weniger dagegen auf den Renaturierungsvor-

gang.
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7. Tabellen und Abbildungen




Tabelle 1: Charakterisierung unbestrahlter und bestrahlter T1-DNA sowie Bruch- und Vernetzungsraten
bestrahlter DNA (1. Serie)

Dosi f°“§?n' M 1078 | w1076 a.10° 106 s (7] 10"
osis [;Z/ﬁ’j w n Q 20,w,0,5| [a1/g] | Y10 L Ag
i 6,35 29,56 29,56
6,435 27,77 27,717
1 KONTROLLE 11,50 28,73 28,73 33,3 165,0% 30,49 0,695 i 0,031
11,50 28,16 28,16
29,70 27,73 27,73
29,70 27,59 27,59
1 Mittelwert 28,26 28,26
; 4,70 30,27 28,68 0,58 0,88
11,30 31,33 25,65 4,40 2,16 35,7 130,4 50,22 0,928 : 0,0334
11,30 29,98 24,04 5.94 2,10
| . 29,85 26,36 2,99 1,33
' Mittelwert ’ +1.30 £0.39
5,65 26,64 24,37 5,34 0,29
| 5,65 25,58 21,12 8,28 0,93
| 2 kR 11,30 25,46 18,91 12,70 1,87 34,6 112,0 26,55 0,988 | 0,034
24,90 24,79 17,29 16,44 0,54
24,90 26,82 17,44 17,24 3,73
TMittelwert 25,86 19,82 l;:ig ig:gg

Fortsetzung néchste Seite




Fortsetzung Tabelle 1

16,09

20,80 2%,06 14,20 1,42
20,80 23,34 16,27 17,54 1,61

4 kR 5,80 23,63 17,83 31,00 1,73 29,1 103,3 19,78 0,855 0,0323
5,80 22,51 16,35 | 24,36 2,66
9,80 20,75 12,60 18,80 2,22
9,80 21,48 14,18 18,20 - 2.14
. 22,46 15,55 20,68 1,97
Mittelwert ! t2:46 iO:19
5,65 12,26 8,29 | 51,20 -1,3%8
5,65 11,55 8,11 | 52,00 ~3,21

7,7 kR 11,50 11,58 6,36 { 79,40 . +44,14 21,95 105,0% 13,07 0,995 | 0,034
11,50 12,32 6,08 87,60 +7,72
, 11,93 7,20 67,55 1,85
Mittelwert ! ’ 19:34 i2:10

*: Werte gemessen mi#% dem Viskosimeter nach Aten




Tabelle 2:

Vergleich der Daten bestrahlter DNA-Ldsungen unter Stickstoff-

atmosphire (2. Serie)

und unter Sauerstoff-

Konzen- 6 6 -6
. X -6 -6 A+«10 Q.10 o) n M,..*10 K A
Dosis tration MW.1O Mh'10 Mittelwerte S2O,W,O,5 [dg/g] s ® 8
(ng/ml]
KONTROLLE 5,8 28,94 28,91
5,8 29,42 29,40
10,0 27,15 27,13 35,0 134,0 29,89 | 0,810 | 0,03228
10,0 28,59 28,55
Mittelwert 28,52 28,49
5,96 31,60 27,87
1 [krad] 5,96 28,11 25,36
N, 14,10 25,34 20,21 35,2 102,0 26,22 | 0,728 | 0,03424
14,10 25,19 20,86
Mittelwert 27,56 23,57 5,05 1,055
+1,45 +0,21
6,0 29,02 20,04
1 [krad)] 10,52 29,15 23,85
0 10,52 27,12 21,76
2 17,15 26,87 20,92 35,2 122,5 28,87 0,728 | 0,03346
17,15 26,07 22,02
Mittelwert 27,64 22,71 8,65 1,796
+1,14 40,41
6,0 22,93 16,38
2 [krad] 6,0 23,89 18,06 .
N2 10,62 25,78 15,57 35,7 92,0 25,39 1,066 | 0,03579
10,62 23,56 17,48
Mittelwert 23,54 16,87 16,86 1,96
+1,66 +0,41

Fortsetzung nichste Seite




Fortsetzung Tabelle 2

12,8 26,29 13,71
2 [krad] :2,8 29,00 13,92
0 ,0 24,45 14,12 31,8 8,90 22,08 1,16
2 1670 26 82 16:05 »85 98, ) y169 1 0,03379
Mittelwert 26,65 74,451 27,28 6,28
+2,55 30,72
5,13 25,67 14,82
4 lkrad] 5,13 17,78 11,98
N, 15,80 16,14 7554 25,0 70,0 12,99 1,064 | 0,03295
, 80 19,37 8,28
Mittelwert 19,74 10,66 47,28 6,52
+11,2 +2,13
5,80 15,79 10,42
4 [krad) 5,80 15,26 10,40
0, 11,00 14,92 10,19 26,3 68,0 13,82 | 0,69 | 0,03388
11,00 16,12 10,45
Mittelwert 15,52 10,36 38,52 1,062
+0,25 +0,23




Tabelle 3:

Charakterisierung der DNA unbestrahlter und bestrahlter Ti1-Phagen. Bruch- und Vernetzungsraten.

Mw-m'6 Mn-m"6 100 Q-1O6
Dosis Mittelwert der Werte i{Mittelwert aus allen Sgo w,0,5 [n] Msn~10"6 Ks Ag
fkrad] bei 2 bis 3 Einzelwerten von *TrTe [dl/g]
Konzentrationen mindestens 2 Versuchen
KONTROLLE 28,26 28,26 33,30 165,0 30,49 0,695 0,0310
" 28,53 28,49 35,00 134,0 29,89 0,810 0,0328
" 29,60 29,60 38,15 153,0 36,17 1,351 0,0331
" 28,76 28,76 35,10 146,0 31,22 1,051 0,0324
" 24,78 24,78 34,10 129,0 28,60 0,653 0,03%28
50 33,03 52,87 0,90 38,75 151,6 38,85 1,475 0,0334
" 30,27 28,55 +0,59 35,57 153,17 32,60 0,975 0,322
" 24,53 24,32 32,20 129,0 25,79 1,203 0,322
100 29,72 29,49 2,10 35,00 131,0 29,40 1,029 0,03231
" 29,72 27,41 +0,46 36,15 142,0 34,22 0,957 0,03212
150 31,79 29,07 1473 36,83 144,1 33,28 1,4037 | 0,03309
" 24,67 23,36 +0,75 33,84 132,0 28,07 0,8750 | 0,03258
250 23,49 20,85 6,350 0,688 32,69 123,0 25,73 0,8518 0,03260
" 26,02 25,87 +1,88 +0,51 33,30 131,0 27,29 0,9836 0,03257
" 28,02 20,42 37,73 123,9 32,00 1,1430 | 0,03445

Fortsetzung ndchste Seite




Fortsetzung Tabelle 3

350 24,75 17,25 7,530 1,205 37545 127,0 52,05 0,8644 i 0,03417
" 24,79 23,69 +1,42 +0,41 34,30 114,9 26,73 0,9517 ; 0,03368
" 26,39 21,89 34,36 130,0 28,50 0,893 0,03288

500 23,15 16,68 14,850 0,818 28,94 98,0 18,68 0,778 0,03286
" 22,03 19,23 +1,46 +0,39 33,22 98,6 23,58 0,7993 | 0,03434
" 21,94 16,03 29,60 11,4 21,12 0,972 0,03201

750 21,67 12,46 28,82 1,860 26,39 82,0 15,23 0,8395 | 0,03254
" 16,96 14,71 +2,74 +1,28 32,19 86,0 21,03 0,5202 { 0,03484
" 17,97 11,41 26,80 81,5 15,60 0,6380 i 0,03259

1000 16,34 12,26 32,58 3,803 25,97 55,0 13,55 0,71684 ¢ 0,03358
" 25,27 11,76 +3,56 +2,19 25,89 76,0 14,44 1,323 0,03262




Tabelle 4: Schmelzpunkt, Mol-Prozent CG, benstigter Temperaturintervall zur Denaturierung und zur

Renaturierung sowie das AusmafB der Renaturierung von DNA.Ldsungen verschiedener Herkunft,

Mol % CG AusmaB der
) . Mol % CG o 0 X
DNA Tm("C) e;g::e andere Aytoren ATDen( c) ATRen( ¢) ATRen/ATDen Renizu%lerung
T1 89,5 48 48  Stent (1963) 6,5 19,5 3 88,3
T4 84,0 35 35 Marmur u. Doty 4 30 Ts5 84,5
(1962)
34,4 Sinsheimer (1960)
52;23; 8745 42,5 | 42 %?;2;? u. Doty 755 65,5 8,7 56,5
41,9 Chargaff (1955)




Tabelle 5: Schmelzpunkt, bendtigter Temperaturintervall zur Denaturierung und zur Renaturierung sowie

das AusmaB der Renaturierung in Losung bestrahlter T1-DNA,

Dosis (krad) Tm(OC) ATDen(OC) ATRen(OC) ATRen/ATDen Renaéﬁiﬁzguggrin %
KONTROLLE 89,5 6 17 2,8 89,6

1 89,25 6 16 2,7 87

2 89,15 6,7 19,3 2,9 86

4 87,7 10,2 21,3 2,1 | 80

7,7 86,2 16,2 28 1,7 75




Tabelle 6:

gsowie das AuysmaB der Renaturierung von DNA bestrahlter Phagen.

Schmelzpunkt, benstigter Temperaturintervall zur Denaturierung und zur Renaturierung

. o] 0 (o] Ausmafl der
Dosis (krad) Tm("C) ATDen( ¢) ATRen( ¢) ATRen/ATDen Renaturierung in %
KONTROLLE 89,5 6,0 26,5 4,42 73,3

500 89,2 7,2 29,0 4,03 72,0

750 88,7 16,2 36,7 2,26 62,6




Tabelle 7:

G-Werte fiir biologische Inaktivierung, Doppelbriiche und Vernetzungen der DNA

Energie-

Bestrahlungsbedingungen Ereignis G-Wert vedarf (ev) Autor
DNA im Phagen (107 m Histidin) | biologische Inmakti-'| 0,324 510 Freifelder (1965)
vierung der DNA
DNA im Phagen (5 x NB oder " unsere frgebnisse
. 0,344 290 _ -
101 Histidin) Hotz u. Zimmer (1263)
(mit m = 0,5+107'° g)
DNA im Phagen (10“3m Histidin) | Doppelbruch 0,130 770 Freifelder (1965)
. S \ unsere Ergebnisse:
DNA im Phagen {10° m Histidin) | Dcppelbruch, Ver- 0,095 1050 Gradientenauswertung
: netzungen
" Doppelbruch 0,039 2560 aus b (linearer Apteil)
" Vernetzungen 0,008 12700 aus g
" Doppelbruch, Ver- 0,072 1390 mit De
netzungen
Trockene DNA Doppelbruch 0,125 800 Lett, Stacey u. Alexander (1961)
DNA-Gel " 0,160 600 Lett u. Alexander (1961)
‘Prockene DNA im Vakuum " 0,110 909 Hagen u. Wellstein (1965)
DNA im Nukleeprotein-Gel " 0,022 4550 Weinert u. Hagen (1967)
"' " 0,031 3230 " " ( 1




Abb. 1a: Viskosimeter nach Ubbelohde, modifiziert nach
Aten (1965): 1. Zylindrisches Rohr mit Milli-
metereinteilung. 2. Kapillare. 3. Gleichgewichts-
stand ho

Ab: Rotationsviskosimeter nach Zimm und Crothers
(1962): 1. rotierendes Magnetfeld. 2. Rotor.
3. Stator. 4. DNA-ILOsung. 5. thermostatisier-
bares MantelgefdB.
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Abb. 2: Beziehung zwischen der spezifischen Viskositat
Ngp und der HShe h der Flissigkeitss&ule in
Kapillarviskosimeter (siehe Abb. 1a) zur Ermitt-
lung der spezifischen Viskositat von T4-DNA bei
der Scherkraft {§> = o. Die extrapolierten Werte
fir Mgp sind zur Bestimmung der Grenzviskositét
nochmals gegen die Konzentration c¢ aufgetragen.
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Abb. 3a: Extrapolation von ’l/Sapp 0,5 8egen die Konzen-
A b k]
tration ¢ = o fiir eine unbestrahlte T1-DNA (o)

und fir eine mit 1 krad bestrahlte Probe (o)

3b: Auftragung der spezifischen Viskositét Mgp
gegen die Konzentration ¢ flir unbestrahlte
T1-DNA. Messung im Rotationsviskosimeter.
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Abb. 4a: Gradient einer UV-Aufnahme wdhrend der Sedimen-—
tation einer unbestrahlten DNA.

4b: Gradient einer UV-Aufnahme wahrend der Sedimen-
tation einer bestrahlten DNA. Die Pfeile kenn-
zeichnen die Abschnitte, welche die langsamer
oder schneller als die unbestrahlte Kontrolle
sedimentierenden Molekiile reprasentieren.
RL: Referenzlinie M: Meniskus
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Abb. 5: Verteilung der Sabp i-‘ﬂferte bestrahlter T1-DNA
iy b
(4 krad), ermittelt aus Sedimentationen beli ver-~
schiedener Xonzentration:

0 = e ——0 20,8 pbg/ml

Do - —A 9,8 kg/ml
O - -==-0 5,8 rg/ml
o} ® Sg-‘\ferteilung, erhalten aus der

Extrapolation von 1/Sa1op.,i gegen ¢ = O.
o, 6, 0O S:C.L)—Werte, ermittelt aus den experimen-
tellen Punkten o, A, L, welche nach den Glei-
chungen (3.5) und (3.6) gegen ¢ = o extrapolier:

wurden.
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Abb. 6:

Beziehung zwischen Sgo W und dem Molekulargewicht
Y

Msno Die ausgezogene Kurve ist die Mittelwerts-
kurve nach Eigner und Doty (1965). Die Symbole

kennzeichnen die von uns gemessenen Werte:

vV T4-DNA
o T1-DNA
o T1-DNA
x T1-DNA

unbestrahlt
unbegtrahlt
bestrahlt (in vivo)
bestrahlt (in vitro)
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Abb. 7: Molekulargewichtsverteilung von T1-DNA, erhalten
aus der Sedimentation bei verschiedenen Konzen-
trationen:

Kurve A: nicht bestrahlte DNA

Kurve B: Dbestrahlte DNA (1 krad bei 200 pg/ml
in N2)° x,A : 20,8 pg/ml; o, : 9,8
keg/ml;

Kurve C: bestrahlte DNA (4 krad bei 200 pg/ml
in N2)° X,0 : 19,6 ug/ml; o,0 : 11,4
pg/ml; o, 0: 6,3 pg/ml
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Abb. 8: Molekulargewichtsverteilung unbestrahlter und
bestrahlter T1-DNA (Mittelwertskurven)

unbestrahlte Kontrolle
—a et e ] krad
—————— 2 krad
A e krad
——————————— 7,7 krad
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Abb. 9: Beziehung zwischen Bruchwahrscheinlichkeit A
und Strahlendosis bei zwei Versuchsserien mit
zwel verschiedenen DNA-Praparationen.

1. Serie: 200 pg/ml Dbestrahlt in N, (&)
2. Serie: 200 pg/ml bestrahlt in N2 ()
200 wg/ml bestrahlt in O, (&)



77]krad]

7
Strahlendnsis -

~—— J1INII YIS IYCMYINIG



Abb. 10: Beziehung zwischen Vernetzungsrate Q und
Strahlendosis

1. Serie: 200 vBg/ml bestrahlt in N2 (o)
2. Serie: 200 Bg/ml Dbestrahlt in N, (n)
200 pg/ml bestrahlt in 05 (A)
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Abb. 11: Dosiseffektkurve fir T1-Phagen
0 Bestrahlung in 5 x NB
¢ Bestrahlung in 0,1 m Histidinlosung + 0,165 m
NaCl pH 7
Jdeder Punkt ist der Mittelwert aus drei Ver-
suchsserien.
Suspensionsmedium 5 x NB enthalt auf 1 g
H,0 : 10™° g T1-Phagen und 0,05 g NB
Suspensionsmedium 0,1 m Histidinlosung ent-
nElt auf 1 g 0,165 m NaCl-Lssung: 107 ° g

T1-Phagen und 0,155 g Histidin.
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Abb. 12a: Gradient einer UV-Aufnahme wBhrend der Sedi-
mentation von DNA bestrahlter Phagen (50 krad).
Der Pfeil kennzeichnet den Anteil gebrochener,
langsemer sedimentierender DNA-Molekiile.

120 Gradient einer UV-Aufnahme wihrend der Sedi~
mentation von DNA bestrahlter Phagen (150 krad).
Der untere Pfeil kennzeichnet den Anteil schnel--

ler sedimentierender Molekile. RL: Referenz-—
linie, M: Meniskus
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Abb. 13: Beziehung zwischen nicht geschiddigten DNA-Mole-
kiilen und iiberlebenden Phagen in Prozent (ge-
schlossene Symbole). Die offenen Symbole geben
den Anteil der schneller als die noch unge-
schadigbten Moleklile sedimentierenden DNA-Frak-
tion an (vernetzte Molekiile). Die gestrichelte
Linie gibt die Anfangsneigung der Kurve wieder.
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Abb. 14: Beziehung zwischen der Sedimentationskonstanten
Sgo,w, 0,5 und der Grenzviskositdt [7] von DNA
bestrahlter Phagen.

o Kontrollen, o 50 krad, A& 100 krad, & 150 krad,
1 250 krad, 01 350 krad, x 500 krad, + 750 krad,
W 1000 krad.

Die ausgezogene Kurve entspricht der von Eigner
und Doty (1965). Die gestrichelte Linie wurde
durch einige abweichende MeBergebnisse gelegt.
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Abb. 15: Sedimentationsverteilung unbestrahlter DNA und
von DNA bestrahlter Phagen.
Im schraffierten Teil liegen die Gradienten von
finf Kontrollen.
000000 50 krad, AAAAA 100 krad, =—-—-— 150 krad,
- — — — 250 krad, —x=—x— 350 krad, -=-—~-- 500
krad, c¢sese0 750 krad, xxxxxx ‘1000 krad.
Jede Kurve ist die Mittelwertslinie aus min-
destens zwei unabhingigen Bestrahlungsversuchen.
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Abb. 16: Sedimentationsverteilung unbestrahlter DNA und
von einigen DNA-Praparationen bestrahlter Phagen,
deren SSO’W, 0,5~ und [M]-Werte nicht der von
Eigner und Doty angegebenen Beziehung [nl =
a(SO)b in Abbildung 14 (ausgezogene Linie)
folgten.

- — — — 250 krad, — x=—x-— 350 krad, ----- 500
krad, cce-c-- 750 krad, xxxxxx 1000 krad.
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Abb. 17: Molekulargewichtsverteilung von DNA bestrahlter

Phagen.
ooocoo 50 krad, AAAAAA 100 krad, =— = — — 250 krad,
—X=~x~- 350 krad, -==---- 500 krad, cceccecos 750

krad, xxxxxx 1000 krad.
Jede Kurve ist die Mittelwertskurve aus min-
destens zwel unabhdngigen Bestrahlungsversuchen.
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Abb. 18: Beziehung zwischen Bruchwahrscheinlichkeit A
und Strahlendosis von DNA bestrahlter Phagen.
Die ausgezogene Kurve wurde durch Regressions-
analyse ermittelt.
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Abb. 19: Beziehung zwischen Vernetzungsrate Q und
Strahlendosis von DNA bestrahlter Phagen.
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Abb. 20: Schmelzprofile (1) und Renaturierungskurven (})

von DNA verschiedener Herkunft.

T1-DNA, — « =« =+ = T4-DNA, ~=—=—- Kalbs=
thymus-DNA. Die Querstriche auf den Schmelzkurven
deuten die Schmélzpunkte an, bel den Querstrichen
auf den Renaturierungskurven ist die Exbtinktion
des Schmelzpunktes wieder erreicht.
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Abb. 21: Schmelzprofile (1) und Renaturierungskurven (J)
bestrahlter Losungen von T1-DNA

Kontrolle, = = = — — 2 krad,
~X=X-— 4 krad, —-——=———- 7,7 krad.
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Abb. 22: Schmelzprofile (1) und Renaturierungskurven ({)
von DNA bestrahlter T1-Phagen.

Kontrolle, — — — — 500 krad, ——==-- 750
krad. ’
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Abb. 23: Bruchteil der aktiven Phagen (s) und Bruchteil
der nicht geschadigten Molekiile ermittelt aus
den Gradienten (e) und aus den Molekularge-
wichtsverteilungen (o) in Beziehung zur Dosis.
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Abb. 24: Vergleich der Molekulargewichtsverteilungen einer
in Losung bestrahlten DNA (200 kg, N,, 4 krad, o)
und von DNA bestrahlter Phagen (350 krad, o).
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