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10 Einleitung

Die Wirkung ionisierender Strahlen a~f biologidche Objekte
kann formal durch Dosiseffektkurven beschfieoeh werdeno
Hierbei wird der biologische Schaden mit dem Betrage der
absorbierten Strahlenenergie in BeziehUhg ges~t~to Eine
tiefergehende Analyse dieser Kurven wurde besonders bei

Bakterien und Viren durchgeführt, wobei di~ Zerstörung der
Koloniebildungsfähigkeit der bestrahlten Organismen als
biologischer Effekt der Strahlung gewertet wurdeo Diese
Analysen führten zur Entwicklung der Treffer- und Treff~

bereichstheorie (Lea 1946, Timofeeff-Ressovsky und Zimmer
1947), die als wirksames Prinzip der Strahlung konkrete
Ereignisse der Energieabsorption in einem empfindlichen
Volumen des bestrahlten Organismus wahrscheinlich machteno

Weitere strahlenbiologische Arbeiten versuchten, die auf
die Energieabsorption folgenden Prozesse näher zu beschrei
beno Dabei interessierten einmal die unmittelbar daranan
schließenden physiko-chemischen Reaktionen - meist Radikal
reaktionen - zum anderen die später erreichten stabilen
Veränderungen einzelner Moleküleo Diese molekularen Ver
änderungen führen über zahlreiche biochemische und biolo
gische Reaktionen zu dem beobachtbaren Strahleneffekt am
biologischen Objekto

Bei Mikroorganismen, insbesondere bei den Viren, haben
zahlreiche Untersuchungen gezeigt, daß die Veränderungen
der molekularen Struktur der Deso~Jribonukleinsäure (DNA)
eine wesentliche Ursache der Hemmung der Koloniebildungs
fähigkeit ist (Davis 1953, Hotz und Zimmer 1963)0 In der
vorliegenden Untersuchung sollen nun einige strahlenbe
dingte molekulare Veränderungen in der DNA von Bakterio
phagen beschrieben werden und versucht werden, diese in Be
ziehung zu dem biologischen Effekt der Strahlung zu setzeno

Eine Analyse der strahlenbedingten molekularen Veränderungen
der DNA beginnt zweckmäßig mit Untersuchungen von Verände-
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rungen, die nach Bestrahlung der DNA in verdünnter, wäss
riger Lösung beobachtet werdeno Die dabei im Wasser ent
stehenden Radikale wirken auf die DNA eino Man bezeichnet
dies als indirekte Strahlenwirkungo Bei Bestrahlung von
Bakterien oder Viren führt hauptsächlich die im DNA-Mole
kül selbst absorbierte Strahlenenergie zu den molekularen
Veränderungen (direkte Strahlenwirkung)o Obwohl hier die
an die Energieabsorption anschließenden Radikalreaktionen
viel weniger bekannt sind, ist es doch aussichtsreich,
die darauf eintretenden molekularen Veränderungen der DNA
zu analysieren und mit denen nach indirekter Bestrahlung
zu vergleicheno

Als Wirkung ior~sierender
..

wass-
riger Lösung beobachtete man chemische Veränderungen der
Nukleotidbasen (Weiss 1964), Brüche der Doppelhelix und
des einzelnen Nukleotidstranges (Butler 1956, Peacocke
1960, Hagen 1967), Vernetzungen zw±sahen den ei~~le~l~l~-------------

Molekülen (Alexander und Lett 1960, Hagen und Wellstein
1965) sowie eine Schädigung der Wasserstoffbrücken (Cox
uoao 1958, Hagen und Wild 1964)0

Die Veränderungen der makromolekularen Struktur der DNA,
also Brüche, Vernetzungen und Spaltung der Wasserstoff
brücken sind dabei am empfindlichsten zu messen, während
dagegen detaillierte chemische Analysen an einzelnen Bau
steinen im betrachteten Makromolekül weniger aussichts
reich sindo Schematisch kann man die Strahlenreaktionen an
der Nukleotidkette wie folgt beschreiben:

Reaktionen, die an synthetischen Polymeren nach Bestrah
lung auftreten (Henglein und Schnabel 1966), formal auf
die DNA übertrageno Dabei müssen wir berücksichtigen, daß
die DNA aus zwei polymeren Einzelsträngen bestehto

Je nach der Konzentration der DNA bei der Bestrahlung wird
ein Teil der Strahlenenergie direkt an der DNA-Doppelhelix
absorbiert werden (direkte Strahlenwirkung)o Dabei kann
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einmal einer der beiden Döppelstränge aufgeSpalten werden,
wodurch zwei RadikalstelIen entstehen (1) oder es wird
eine Seitengruppe als Radikal abgetrentit, wobei nur eine
RadikalsteIle am DNA-Molekül zurückbleibt (2):

f 4
_~...l..- •• I L

, I I I ! + R-i
•

el)

(~)

Hierin bedeutet pX der aktivierte Zustand des Polymers,
die Punkte sollen die RadikalstelIen andeuteno

Ein anderer Teil der Energie wird auf das Lösungsmittel S
übertragen werden.. Bei verdünnten Lösungen überwiegt die-
ser Anteil:

S
1,,-
.~ SX __~ 2 RO (HOH;) .. 2 .

Die Lösungsmittelradikale (diffusible Agentien) können nun
zur DNA diffundieren und hier die Bildung von Makroradi
kalen induzieren, indem sie mit einer Seitengruppe (zoBo
H) rekombiniereno

RO + ,. I ,. I i I j I
2 , !.\ \ I

(4)

Das entstandene Makroradikal kann verschieden weiterrea
giereno Es kann mit einem Lösungsmittelradikal rekombi
nieren, wodurch ein unversehrtes Molekül zurückgebildet
wird:

•
I I I
~ 1 t I I

oder aber es kann an der RadikalsteIle eine Einzelkette
brechen (Einzelbruch), wobei eine RadikalsteIle zurück
bleibt:

. II .
•

, , I I I I I I...' __-""--i-
(6)
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Die RadikalsteIle wird dann mit einem Lösungsmittelradikal
rekombiniereno Liegt im zweiten Einzelstrang ebenfalls
eine RadikalsteIle gegenüber oder in nicht zu weiter Ent
fernung vor, so kann sich die Reaktion in diesem Strang
wiederholen, womit es zu einem Doppelbruch kommen würdeo
Dabei würden die zw~schen denbeiden RadikalstelIen lie
genden Wasserstoffbrücken aufgespalteno

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

i i

) I (7)•

I I ! i I

Es entsteht in diesem Falle ein Molekül mit höherem Mole
kulargewichto Allerdings werden gleichzeitig eintretende
Brüche je nach ihrem Verhältnis zu den Vernetzungen die
Kinetik der Veränderungen des Molekulargewichtes beein
flussen (Henglein und Schnabel 1966)0 Alle diese Reak
tionen beschreiben nur die makromolekularen Veränderungen,
die sich auf Brüche oder Vernetzungen beziehenD Es sollte
hier nicht darauf eingegangen werden, wo die Radikalstel
Ien am DNA-Gerüst der Phosphat-Esterbindung entstehen und
wie der chemische Mechanismus von Brüchen oder Vernetzungen
im einzelnen abläufto Hierüber ist noch sehr wenig bekannto

Nach einer Bestrahlung in vivo konnte eine Schädigung der
DNA zunächst durch den Verlust ihrer Fähigkeit der Trans
formation genetischer Merkmale nachgewiesen werden
(Hutchinson und Arena 1960, Stuy 1961)0 Dagegen gelang der
Nachweis chemischer oder physikalisch-chemischer Verände
rungen nicht überzeugend, da hierfür die Organismen sehr
hoch bestrahlt werden mußten, um die Schäden überhaupt
meßbar erfassen zu könneno Sekundäre Folgereaktionen, doho
stoffwechselbedingte Reaktionen an der DNA, konnten nicht
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ausgeschlossen werden, zudem führte häufig schon die Iso~

lierung der DNA allein zu einer Schädigung ihrer StrUk'"
tur (Thomas und Berns 1961)0

Erst seit kurzer Zeit kennt man Verfahren, DNA aus Mikro~

organismen so schonend zu isolieren, daß eine Aussage über
die in vivo eingetretenen Veränderungen möglich waro So
untersuchte zoBo Kaplan (1966) das Auftreten von Einzel
und Doppelbrüchen in der DNA bestrahlter Bakterienzellen
und erkannte Doppelbrüche als Ursache des letalen Effektes
ionisierender Strahlen0 Von Freifelder (1965) wurde die
Häufigkeit von Doppelbrüchen in der DNA des Phagen T7
mit der Vermehrungsrate verglicheno Nach Bestrahlung in
-10-3 m HistidinlÖsung , in der nur direkte Strahlenwirkun
gen auftreten, wurden etwa 0,4 Doppelbrüche pro inakti
viertem Phagen gefundeno Es wird hier deutlich, daß Doppel
strangbrüche nicht die alleinige Ursache der Phageninak
tivierung sein könneno Es erschien deshalb angebracht, die
Phageninaktivierung und die dabei eintretenden Veränderun
gen der makromolekularen StrUktur der DNA eingehender zu
uritersucheno

Die auch von anderen Autoren verwendeten Bakteriophagen als
Objekt strahlenbiologischer Untersuchungen bieten in vie
lerlei Hinsicht große Vorteileo Bei differenzierteren Ob
jekten, wie zoBo Bakterien- oder Säugetierzellen, macht
eine Vielzahl stoffwechselbedingter Parameter eindeutige
Aussagen über die primären Strahlenschäden der DNA nahezu
unmöglicho Da Phagen keinen eigenen Stoffwechsel besitzen,
wird bei diesen die Interpretation primärer Schäden er-
leichtert 0 Daneben lassen sie sich relativ ein.fach in
großen Mengen züchten und biologisch testeno Besonders
günstig ist, daß die DNA aller Partikel die gleiche Mole
külgröße besitzen, womit ein homogenes Untersuchungsma
terial vorliegto Auch sind die Molekulargewichte von Pha
gen-DNA noch nicht zu hoch, so daß eine schonende Isolie
rung ohne mechanische Degradierung noch gewährleistet wer
den kanno
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Als Objekt unserer Untersuchungen wählten wir T1-Bakterio
phagen, deren Strahlenempfindlichkeit schon gut untersucht
ist (Rotz 1966)0 Die DNA dieser Phagen hat ein MolekD.lar
gewicht von cao 30 0 106 0 Wir entwickelten und verfeiner
ten zunächst ein Isolierungsverfahren, das zu guten Aus
beuten an DNA mit wenig gebrochenen Molekülen führteo Zum
Vergleich isolierten wir DNA aus T4-Phagen mit einem Mole
kulargewicht von etwa 120 0 106 , um unser Isolierungsver
fahren zu prüfen und die Methode unserer Molekulargewichts
bestimmungen mit den Ergebnissen anderer Autoren verglei
chen zu könneno

In der vorliegenden Arbeit soll zunächst die Bestimmung
des Molekulargewichtes sowie die Analyse der Molekularge
wichtsbestimmung dargestellt werdeno Um eine sichere Aus
sage über Molekülform und Molekulargewicht machen zu kön
nen, wurde neben der Sedimentation in der analytischen
Ultrazentrifuge auch die Viskosität gemesseno Schädigun
gen der Wasserstoffbrückenbindungen charakterisierten wir
mit Schmelzpunktbestimmungen und Renaturierungsversucheno
Mit diesen Methoden werden die Veränderungen der DNA nach
Bestrahlung in wässriger Lösung, also unter indirekter
Strahlenwirkung, beschriebeno Dabei galt unser Interesse
den Doppelstrangbrüchen, den eventuell auftretenden Ver
netzungsreaktionen und den Schädigungen der Wasserstoff
brücken0

Im zweiten Teil der Arbeit sollte versucht werden, in ent
sprechender Weise die direkte Strahlenwirkung auf die DNA
in den Bakteriophagen zu beschreibeno Damit sollte ein
Beitrag zur Aufklärung des Mechanismus geleistet werden,
der für den Verlust der Koloniebildungsfähigkeit der Phagen
verantwortlich isto
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2~ Material und Methoden

Medium.M~9: Es wird in Form von 4 sterilen Stammlösungen
angesetzt: Lösung A enthält 178,5 g Na2HP04 ~ 2 H20 und
75 g KH2P04 in 1 1 aqua bidest~; Lösung B besteht aus
100 g NH4Cl, 50 g NaCl und 20 g MgS04 e 7 H20 pro 1 1 und
Lösung C aus 44 g Glucose und 0,3 g KH2P04 in 100 ml aqua
bidestoo Lösung D ist eine 0,27 %ige wässrige FeC1

3
e 6

H20-Lösungo Lösung A und B werden autoklaviert, Lösung C
und D werden bei 1000 im Dampftopf sterilisierte 1 1 des
M9-Mediums setzt sich aus 40 ml A, 10 ml B, 10 ml C,
0,1 ml D und 940 ml sterilem aqua bidesto zusammeno

PllagenFll,ffeW: Der Puffer setzt sich zusammen aus: 7,4 g
Na2HP04 x 12 H20; 1,5 g KH2P04 ; 4,0 g NaCl; 5,0 g K2So4 ;
1,0 ml 1 % Gelatinelösungo Die Mischung wird mit destille
Wasser zu 1000 ml gelöst und im Dampftopf sterilisierte
Vor Gebrauch des Puffers werden noch 0,5 ml 0,1 m MgS04 x
7 H20-Lösung und 0,5 ml 0,01 m CaC12-Lösung zugesetzte
Die fertige Lösung soll pH 7 habeno

Indikator~Nährbodennach Bresch (1952): Er enthält in
1 1 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto Extrakt, 0,5 g NaCl
und 15 g Bacto Agare Nach Neutralisierung und Autokla
vieren werden zu 1 1 Medium 40 ml 40 %ige Glucose-Lösung
32 ml 0,1 %iger Alizarin-Gelb-Lösung und 7 ml 1 %iger
Wasserblau-Lösung gegebeno Danach wird die heiße Lösung
in sterile Petrischalen ausgegossene

T-Brühe: Die T-Brühe (Trypton-Brühe) enthält in 1 1
destille Wasser 10 g Pepton aus Fleisch (tryptisch ver
daut), 5 g NaCl, 1 ml 1 m MgS04-Lösungo Die auf pH 7
eingestellte Lösung wird autoklaviertc
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Die für unsere Versuche verwendeten T1- und T4-Coliphagen
und ihre Wirtsstämme Escherichia coli B wurden unserem
Institut 1958 vom Institut für Genetik der Universität
Köln zur Verfügung gestellt und als Laborstämme in Passa
gen weitergeführto

Bakterienstämme sowie Lysate wurden in Difco-Nährmedium
nach der von Adams (1950) beschriebenen Methodik angesetzt.
Die Lysate und Konzentrate, die durch einige Tropfen Chlo
roform konserviert wurden, bewahrten wir bei 4 °c auf.
Erst zum Zeitpunkt der Isolierung der DNA bzw. der Be-
strahlung wurden die Phagen im entsprechenden Püffer oder
Bestrahlungsmedium verdünnt.

2.1.3. Herstellung der Phagensuspensionen

Um für unsere Untersuchungen ein homogenes Material ver
wenden zu können, empfahl es sich, möglichst nur Phagen
aus ein und derselben Präparation zu verwenden. Das machte
die Präparation größerer Mengen hochgereinigter Phagen
suspensionen notwendig. Wir bedienten uns eines rationel
len Verfahrens von Hotz (1966), das die Züchtung in großen
Kulturgefäßen von 20 1 ermöglicht. Das verwendete Medium
M-9 für die Wirtsbakterien war ein Minimalmedium, das als
einzige Energiequelle für die Bakterien Glucose enthält.

Zunächst werden 1-50 ml M-9-Medium mit 0,3 ml einer über
Nacht belüfteten E.coli B Kultur in M-9 angeimpft. Diese
Kultur läßt man über Nacht bei 370 unter starker Belüf
tung wachsen. Die Suspension wird dann in 20 1 M-9 von
370 gegeben. Diese Großkultur läßt man wiederum unter
starker Belüftung bis zu einer Zellzahl von etwa 5 • 108

Bakterien/mI wachsen. Die Zählung der Keime erfolgte in
einer Blutkörperchen-Zählkammer. 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 1mpfpnagen b~~ihnt in diese~

Kultursystem die Lytüs der Bakbei-:1.erl., wöbei der Zellin...
halt der zerstörten Bakterien in Lösung g~hto Die Belüf
tung dieser eiweißhalt:Lgen t8stitig zieht eine starke
Schaumbildung nach sicho Dieser Sctiatrm wird mittels eines
von Hotz (1966) entwickelten Schaufukonaensatörs wiedet
zu flüssigem Nährmedium zerschlagen, weldhes in das' KÜ1...

turgefäß zurückfließt 0 Mit dieser Methode erübrigte sich
die Zugabe chemischer Antischaummittel, die nach u~serer

Erfahrung den Titer senkeno Der Titer des fertigen Groß
lysates beträgt nach etwa 18 Stunden 5 0 1010 - 1011

Phagen pro mlo Setzt man zum Großlysat etwa 0,5 I Chloro
form zu, so platzen die kurz vor der Lysis stehenden Zel-'
leno Hierdurch kann der Endtiter nochmals etwas erhöht
werdeno

Das Großlysat wird nun in 4 I-Anteile aufgeteilt,.pro
Anteil 1120 g (NH4)2S04 und 100 ml 0,1 m Äthylendiamin
tetraacetat-Lösung zugesetzt und 72 Stunden bei 4 oe
stehengelasseno Durch die Salzzugabe präzipitieren die
B§.kterienhüllen zusammen mit den Phagen und setzen sich
am Boden des Gefäßes abo Der Überstand wird abgesaugt und
nach einer Titerkontrolle verworfeno Die Präzipitate wer
den bei 9000 Upm 1 Stunde lang abzentrifugiert und die
Niederschläge in etwa 300 ml Phagenpuffer resuspendierto
Um die Viskosität der Suspension herabzusetzen und um die
DNA, die RNA und das Protein der Bakterien zu verdauen,
wird die rüschung für 20 Minuten bei 37 °c mit DNase,
RNase (je 1 ~g/ml) und Trypsin (2 ~g/ml) unter Zusatz von
0,1 ml gesättigter HgS04 -Lösung pro 100 ml inkubierto
Anschließend werden die verbleibenden Bakterienhüllen

durch einstündige Zentrifugation bei 6000 Upm von den
Phagen getrelli~to Die im Überstand befindlichen Phagen
werden nun durch Zentrifugation bei 15 000 Upm sedimen
tiert und in Phagenpuffer resuspendierto
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Die letzte Reinigung erfolgt mit Hilfe des CsCI-Gradienten e

Eine Phagensuspension mit Zusatz von 0,67 g CSCI/ml wird
in Zellulosezentrifugenröhrchen 20 h bei~35 000 Upm im
Rotor 40 der präparativen Zentrifuge der Fa. Beckman
(Spinco L 50) zentrifugiert. In dem sich dabei ausbil
dendem CsCI-Dichtegradienten sammeln sich die Phagen ent
sprechend ihrer Dichte (p = 1,49) etwa in der Mitte des
Röhrchens als opaleszierendes Band, während sich das rest
liche Eiweiß als braune gelatinöse Masse an der Oberfläche
der Flüssigkeit befindet. Die Zelluloseröhrchen werden nun
von unten mit einer Kanüle angestochen, so daß die Lösung
austropfen kann. Die Phagenbänder werden gesammelt, die
übrigen Lösungen verworfenu Die vereinigten Phagenfraktio-
nen müssen nun wieder vom CsCI befreit werden. Dies ge
schieht durch Dialyse gegen Phagenpuffer, wobei während
72 Stunden der Puffer dreimal gewechselt wird. Die Akti
vitätsausbeute hängt in erster Linie vom Ausgangstiter
des Lysates ab, d.h. je höher der Titer, desto geringer
sind die während der Aufarbeitung auftretenden Aktivitäts
verluste. Jedoch ist bei Lysaten mit vergleichbarem Titer
bei völlig gleicher'Aufarbeitungsmethode die Ausbeute sehr
variabel. Sie schwankt zwischen 20 und 90 %der Ausgangs
aktivität.

Die hier beschriebene Aufarbeitungsmethode gilt für den
schockresistenten T1-Phagen. Er ist gegen größere Verän
derungen des osmotischen Druckes unempfindlich, so daß
er durch Aussalzen mit hohen (NH4)2S04-Konzentrationen
angereichert und mit dem CsCI-Gradienten gereinigt und
konzentriert werden kann. T4-Phagen sind nicht schock
resistent und würden beim Aussalzen und Reinigen im
Dichtegradienten platzen und ihre DNA freisetzen. Man ist
hier darauf angewiesen, die Phagen vom Bakterieneiweiß
durch fraktionierende Zentrifugation zu trennen.
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201 0 4 0 Titrieren der Phagen

T1-Phagen plattierten wir auf einem Indikator-NährbOden
nachoBresch (1952)~ 0,1 ml einer in geeigneter Weise in
T-Brühe verdünnten T1-Suspension wird mit etwa der glei
chen Menge einer Übernachtkultur von Eocoli B gleich
mäßig über die Agarschicht verteilt und über Nacht bei
37 °c inkubierto

T4-Phagen wurden mit der top~layer-Methode nach Adams
(1959) titrierto Von jeder Probe vrurden mindestens zwei
Platten ausgezählt, die Verdünnung wurde dabei so gewählt,
daß etwa 300 - L~OO plaques gezählt werden komrteno

Die Isolierung von Phagen-DNA erfolgte naehder Methode
von MandelI und Hershey (1960) mit Phenol: Zu einer T1
Phagensuspension (Phagentiter etvoTa 2 0 1012 Phagen/ml in
Trispuffer pH 7) wurde Natriumdodecylsulfat (Endkor.;.zen

tration 2 %) zugegeben (Subirana 1965), um die Abtrennung
des Proteins zu erleichterno Anschließend wurde die
Suspension bei 4 °c zwei bis drei mal mit dem gleichen
Volumen frisch destilliertem, wassergesättigten Phenol
versetzt und vorsichtig mit der Hand geschüttelto Die
Phenolschicht wurde jeweils durch kurze niedrigtourige
Zentrifugation abgetrennt und mit einer Spritze entfernt 0

In dieser (unteren) Phenolschicht befindet sich das Pha
genproteino Nach der letzten Extraktion wurde das rest
liche in der wässrigen Phase gelöste Phenol durch vor
sichtiges Schütteln mit frischem Äther solange extrahiert
(etwa 6 mal), bis die DNA-Lösung klar waro Danach wurde
die DNA-Lösung 15 h bei 4 °c gegen 0,165 m NaCl pH 7 oder
gegen 0,15 m NaCl + 0,015 m Na-Citrat pR 7 dialysierto
Der Dialyseschlauch ~Arde vorher mit destilliertem Wasser
ausgekocht, um Vereunreinigungen mit Stoffen zu vermeiden,
die Licht der wellenlänge 260 nm absorbiereno
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Bei dem Versuch aus T4-Phagen <Titer 2 0 1012 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 bildewsich zwischen wässriger Schicht
und Phenolscbicht eine dicke visköse Zwischenphase, die
sich sehr schlecht von der wässrigen Schicht abtrennen
ließ. Erst durch Suspension der Phagen in 1 m NaCI pR 7
und nach Zugabe von Natriumdodecylsulfat (Endkonzentra-
tion 2 - 3 %) ließ sich eine gute Trennung erzieleno

Bei dieser Isolierungsmethode geht etwa 20 % - 30 % der
zu erwartenden DNA-Menge verloreno So ist zoBo der ange
näherte DNA-Gehalt pro T4-Phage 2,15 0 10-16 g/Partikelo
Bei einem Titer von 2 0 1012 Partikel/mI würde man - 500
~g/ml DNA erwarten. Die von uns bei mehreren Isolierungs
prozessen der DNA gefundene Menge schwankte zwischen 350
und 420 ~g/mlo In diese Überschlagsrechnung ist jedoch
nicht die DNA-Menge eingerechnet, die von den auch vorhan
denen nicht infektiösen Bakteriophagen stammto

203010 Bestimmung der Konzentration

Da in der DNA Basen, Zucker und Phosphatgruppen in äqui ....
molarem Verhältnis vorliegen, kann man über die quanti
tative Bestimmung eines Bestandteils die Konzentration
ermittelno Wir wählten den Weg über die Bestimmung des

Das ehen-Reagenz besteht aus: 1 Volo 6 n H2S04 , 2 Volo
H20, 1 Volo 2,5 %iges Ammoniummolybdat + 1 Volo 10 %ige
Ascorbinsäure 0 Das Reagenz ist nur einen Tag haltbaro

Das organisch gebundene Phosphat muß zunächst in anorga
nisches Phosphat umgewandelt werden, und zwar mit Magne
siumnitrat in Alkoholo 0,05 ml DNA-Lösung mit einer Kon
zentration zwischen 0,1 und 1,0 mg/mI werden mit 0,05 ml

10 %iger alkoholischer Mg(N03)2-Lösung versetzt und solange



- 13 -

erhitzt, bis keine nitrosen Gase mehr entwickelt werdeno

Das entstandene Ortho-Phosphat wird in 0,3 ml 1 n HOl
aufgenommen und 10 min im Wasserbad gekochto Nach Zugabe
von 1,7 ml H20 wird die Lösung mit 2 ml des Chen-Reagenz
versetzto Dabei wird der entstehende Molybdatkomplex durch
die Ascorbinsäure in Gegenwart von Schwefelsäure zu Molyb
dänblau reduzierto Nach einer Stunde Stehenlassen bei 37 oe
hat sich das Maximum der Färbung eingestellto Die Farbin
tensität wird bei 820 nm photometrisch gemessen und mit
einer Standardkurve dieser Reaktion mit KH2P04 verglicheno

Entsprechend der Basenzusammensetzung der T1-DNA beträgt
der Anteil des Phosphors am Molekulargewicht 9,93 %und
am Molekulargewicht der T4-DNA 9,1 %0 Bei Kenntnis des
Phosphatgehaltes einer Probe läBt sich daraus auf den
DNA-Gehalt pro ml schlieBeno

Nach sorgfältiger Deproteinisierung « 3 %) der DNA ge
nügt zur Bestimmung der Konzentration die für die Basen
spezifische Absorption bei 260 nmo Der Vergleich von
Phosphatgehalt und optischer Extinktion ermöglicht die
Bestimmung eines Extinktionsfaktors, mit Hilfe dessen die
Konzentration der DNA sehr schnell und zuverlässig bestimmt
werden kanno Es seien hier zwei Beispiele einer solchen
vergleichenden Bestimmung gegeben:

1cmVon einer Lösung von T1-DNA der Extinktion E260 = 4,7 in
Phosphat-freiem Puffer wurde aus 20 Proben mit je 0,1 ml
nach der beschriebenen Methode der Phosphatgehalt bestimmto
Der Mittelwert ergab eine Extinktion von E~~~ = 0,43890

- ocv -

Das entspricht nach der Eichkurve 21,1 ~g Phosphor pro ml
oder einem DNA-Gehalt von 212 ~g/mlo Hieraus berechnet
sich für das Natriumsalz von T1-DNA der Extinktionskoeffi
zient von 19,8 cm2/mgo
Entsprechend wurde für T4-DNA der Extinktion E2~ö = 4,885
ein Mittelwert aus 20 Proben von E~~Ö = 0,4935 gefunden0
Der Phosphatgehalt war demnach 23 ,25 ~g/mlo Für das Natrium
salz der T4-DNA erhielten wir somit als Extinktionskoeffi
zienten den Wert 18,1 cm2/mgo Beide Werte konnten reprodu
ziert werdeno
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203020 Bestimmung des Proteingehaltes

Um Fehler bei den physikalisch-chemischen Untersuchungen
und bei den Extinktionsmessungen zu vermeiden, sollte der
Proteingehalt der Proben 3 %nicht übersteigeno Zur Bestim
mung des Proteingehaltes wählten wir die Methode von Lowry
uoao (1951), die sich für geringe Proteinmengen, wie sie
bei unseren DNA-Präparationen vorlagen, besonders gut
eignet:

In 0,6 ml einer DNA-Lösung werden 3 ml alkalische Kupfer
sulfat-Natriumtartrat-Lösung zugesetzt und kräftig ge
schüttelto Die Lösung besteht aus 50 ml 2 %Na2C0

3
in

0,1 n NaOH und 1 ml 0,05 % cuS04 + 1 % Natriumtartrato
Nach 10 min wird 0,3 ml phenolisches Folin-Ciocalteu
Reagenz zugefügt und in 1 - 2 sec gemischt 0 Nach 30 min
Reaktionszeit bei Normaltemperatur werden die Proben bei
691 nm photometrisch gemesseno Der Proteingehalt wird
durch Vergleich mit einer Standardkurve mit Rinderserum
albumin bestimmto Nach dreimaliger Phenolextraktion lag
der Proteingehalt der DNA zwischen 1 und 3 %0

g~~~_g~~~ge2~ß_~~E_~~~~~g~~

T1-DNA mit einem Molekulargewicht von etwa 30 0 106 und
besonders T4-DNA mit einem Molekulargewicht von 120 0 106

sind gegen Erwärmung und gegen Scherkräfte sehr empfind
licho Deshalb müssen DNA-Lösungen mit besonderer Vorsicht
behandelt werden, um Denaturierung und Degradierung zu
vermeideno Aus diesem Grunde wurden alle Proben stets
bei einer Temperatur von 4 °c aufbewahrto Die DNA-Lösun
gen wurden nicht durch Pipettieren, sondern durch Abwiegen
und Eingießen verdünnto Das Viskosimeter wurde durch Ein
laufenlassen der Lösung an der Statorwand und die Zellen
der Ultrazentrifuge durch Eingießen der Lösung in das
Mittelstück der Zelle gefüllto
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205010 Bestrahlung von DNA-Lösungen

2 - 3 ml einer DNA-Lösung mit einer Konzentration von
etwa 200 ~g/ml wurden 10 min mit gereinigtem N2 oder
mit 02 gesättigt und gasdicht verschlosSeno Die Bestrah·
lung erfolgte in einer 6000-Y-Quelle (Atomic Energy of
Oanada Ltdo, "Gammacell 200")0 Die Dosisleistung ain ö:f.t
der Proben entsprach 6,5 0 104 rad/ho

205020 Bestrahlung der Bakteriophagen

Die Phagen (Titer etwa 2 0 1012/ml) wurden in 5 %Nähr
bouillon oder in 0,165 m NaOl + 0,1 m Histidin pR 7 sus
pendiert und bei ° 00 im Eisbad in einer 6000-V-Quelle
(Atomc Energy of Oanada Ltdo, "GammaceIl 220",106 0 106

rad/h) bestrahlt 0 Zur Aufnahme der Dosis.effektkurven in
beiden Lösungen wurde die Bestrahlung nach jeweils ~50 krad
unterbrochen und 0,1 ml zum biologischen Test entnommeno.

206010 Viskositätsbestimmungen

Äus der Viskosität der Lösung ~ und der Viskosität des
Lösungsmittels no ergibt sich die relative Viskosität der

Lösung ~rel = TI
o

sowie die spezifische Viskosität ~sp =
~rel-1D

Die Grenzviskosität (Staudinger Index) ist definiert:

[~J = lim
C-)o

(201 )

wobei c die Konzentration der DNA-Lösung in [g!dl] =
[g/10Q mlJ und (s) die Scherkraft in [dyn/cm2J bedeuteno

Die Ermittlung der Grenzviskosität erfordert also zwei
Extrapolationen:
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a) Die Extrapolation gegen die~Konzentrationc = 00 Dies

kann man erreichen, indem man~ gegen c aufträgt 0 Bei
Extrapolation der Geraden gegen c = 0 ergibt sich die
Grenzviskosität [~]o Bei geringen DNA-Konzentrationen ist
~c konstant 0 Man kann dann auch ~sp gegen c auftragen
und aus der Steigung der Geraden die Grenzviskosität er
mittelno

b) Die Extrapolation gegen die Scherkraft Null <s) = 00

Die Scherkraft trägt der Kraft, die zur Überwindung der
inneren Reibung zweier Flüssigkeitsschichten gegeneinan
der notwendig ist, Rechnung 0 Bei langen Fadenmolekülen ist
die spezifische Viskosität von der Scherkraft abhängig,
sie nimmt bei zunehmender Scherkraft abo Von Crothers und
Zimm (1965) wurden entsprechende Untersuchungen an T7
und T2-Phagen-DNA durchgeführto T7-DNA ist T1-DNA und T2
DNA ist T4-DNA im Molekulargewicht ähnlicho Sie zeigten,
daß für T7-DNA erst bei sehr niedrigen Scherkräften von
(s' = 4,1 0 10-3 dyn/cm2 und für T4-DNA erst bei (s) =

. -'
1,1 0 10-3 dyn/cm2 keine Abhängigkeit der Viskosität von
der Scherkraft mehr zu beobachten isto

Unsere ersten Viskositätsmessungen 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 1a)o Das Kapillarviskosimeter hatte folgende Ab
messungen:

Kapillarlänge
Kapillarradius

L = 38 cm
R = 0,023 cm

Ist die jeweilige Höhe des Flüssigkeitsmeniskus h' und ho
der Gleichgewichtsstand .der Flüssigkeit in den kommuni
zierenden Röhren, so ist h = h' - ho die Höhe der Flüssig
keitssäule über dem Gleichgewichtsstando



[~] ermittelt. Wir fanden für na
= 321 [dl] und für T1-DNA [~] =

g
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Mit der von Aten angegebenen Gleichung für die mittlere
Scherkraft

R
f
o (~p!L)(r!2) 2TIrdr = ßp R!3L

TI R2

(~p Druckdifferenz zwischen zwei Höhen h1 und h 2 )

läßt sich die mittlere Scherkraft in jeder Höhe über dem
Gleichgewichtsstand berechneno Die Messungen ließen sich
von h = 15,4 cm bis h = 0,6 cm über dem Gleichgewichts
stand durchführeno Für h = 15,4 cm ist (8) = 3,05 dyn!cm2

und für h = 0,6 ist <8 >= 0,119 dyn!cm2
0

Nach Aten reicht zwar die Scherkraft (8) = 3,05 dyn/cm2

noch nicht aus, um in T4-DNA Brüche zu erzeugen, man sieht
aber an der Abbildung 2, daß bei der Scherkraft (8) =
0,119 dyn!cm2 die Viskosität von der Scherkraft noch ab
hängig ist. Deshalb ist bei den Messungen eine Extrapola
tion auf die Scherkraft Null notwendigo

Wir maßen nun die Viskosität von T4-DNA bei vier verschie
denen Konzentrationen, trugen ~sp gegen c auf und extra
polierten jeweils auf die Scherkraft Null. Diese Extrapo
lation ist sehr schwierig und unsicher, da die Funktion
~sp = f(h) nicht geradlinig verläuft (Abbildung 2) und die
Werte von ~sp für kleine Werte von h stark"ansteigeno Die
Werte für ~ wurden dann gegen c aufgetragen und aus

sp(S)=o
der Steigung der Geraden
tive T4-DNA den Wert [~]

134 8 [dl], g 0

Da die Extrapolation auf <s> = 0 unsicher und außerdem die
Messungen sehr viel Zeit in Anspruch nehmen, nahmen wir
alle weiteren Viskositätsbestimmungen mit dem von Zimm
und Crothers (1962) entwickelten Rotationsviskosimeter
der Fa. Krannich, Göttingen, 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
Scherkräfte an:

= TIlJ 0

o Rotorfrequenz (Umdr/sec)
~ Viskosität in Poise (~ für H20 bei 20 oe 0,01 Poise)
R1 Rotorradius in cm
R2 Statorradius in cm
f Korrekturfaktor

c In

Bei unserer Anordnung war
R1 = 0,5 cm
R2 = 0,637 cm
o = 1,268 c 10-2 Umdr/sec

Hieraus ergibt sich nach der angegebenen Formel eine
Scherkraft von (s) = 3,2 0 10-3 dyn/cm2

0

Diese Scherkraft ist so gering, daß die Viskosität unabhän
gig von der Scherkraft istc Eine Extrapolation gegen (s) =° ist deshalb nicht mehr notwendigo Da außerdem die Messun
gen automatisiert werden konnten, boten die Viskositäts
mess~~gen im Rotationsviskosimeter sehr große Vorteile
gegenüber der Verwendung des Kapillarviskosimeterso Für
T4-DNA ermittelten uir die Grenzviskosität [~]T4 = 320

[~~] und für T1-DNA [~JT1 = 134 [~l]o' Die gemessenen Werte
für ~sp/c zeigten, bei guter Thermostatisierung (auf ±
0,02 Oe) bei einer Probe nur geringe Abweichungen, der re

lative Standardfehler betrug etwa 2,5 % - 3 %0

206020 Sedimentationsanalysen

Neben der Grenzviskosität ist der Sedimentationskoeffizient
eine weitere physikalische Größe gelöster Makromoleküleo
Der Sedimentationskoeffizient s ist definiert als Sedimen
tationsgeschwindigkeit eines in Lösung befindlichen Mole-



- 19 -

küls pro Eihheit der Zeht!'ifugalbeschleunigung

s = dr/di1
w20 r

hierin ist r der Abstand der Moleküle vom Rotationszen
trum (in cm) nach der Zeit t (in sec) und w die Winkel
geschwindigkeit (in rad/sec).,

Die Integration der Gleichung ergibt

s =
In r 1 - In r o
w2(t1 - t o )

hierin sind r 1 und r o die Abstände der Moleküle vom Rota
tionszentrum nach der Zeit t 1 und zur Zeit t o = 0.,

Die Werte von s sind von der Größe und Form der Moleküle,
ihrer Konzentration und von der Zusammensetzung und Tem
peratur des Lösungsmittels abhängig., Deshalb werden die
apparenten s-Werte (sapp) auf einen Standard, und zwar auf
Wasser von 20 oe bezogen., .

11~ l1 ts =s oFK=s 0 --

app,20,w app app 11~0 11~
(2.,7)

V,..,,, ~ V.l-c:.u . lJ

hierin sind 'T1~ 'T1~0 P~O Viskosität und Dichte von Wasser

bei t O und bei 20 °eo

Viskosität und Dichte des Lösungsmittels
bei t oe

partielles spezifisches Volumen der gelösten
MolekeIn bei 20 oe und bei t oe

'T1~ / 'T1~0 und 'T1t/l1~ sind tabellierto Das partielle

spezifische Volumen der DNA beträgt nach Oth (-1959) =
0,550 Der Einfluß der Konzentration der gelösten DNA
wird eliminiert, indem Lösungen verschiedener Konzentra
tion sediment,iert werdeno Durch Extrapolation auf unend
liche Verdünnung erhält man den Grenzsedimentationsko
effizient sOo
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Die Sedimentationskoeffizienten
Svedberg-Einheiten angegeben:

1 S == 10-13

werden im folgenden in

Die Sedimentationsversuche vmrden in einer analytischen
Ultrazentrifuge (Modell Spinco E, Fao Beckman, München)
mit Ultraviolettoptik bei 260 nm u~d bei 20,0 ± 0,1 0 0
vorgenommen 0 Die Umlaufgeschwindigkeit betrug nur 15 220

Upm, um eine Aggregation der Moleküle, wie sie bei Aten
und Oohen (1965) und Rosenbloom und Schumaker (1967) be
schrieben wurde, zu vermeideno Die Konzentration der DNA
Lösung wurde entsprechend der Extinktion bei 260 nm so
gewählt, daß bei der Belichttu~gszeit von 20 sec eine line-
are Beziehung zwischen der DNA-Konzentration (5 bis 35
~g/ml) und der Filmschwärzung bestando Die Salzmolarität
der Lösung war 0,165 m Na+ bei pR 70

Die Intensität der Filmschwärzung wurde mit einem Mikro

densitometer Analytrol (Fao Beckman) registrierto Für
jeden Zentrifugenlauf wurden 10 UV-Aufnahmen im Abstand
von 16 min gemachto Bei dem mit dem Densitometer erhalte
nen Gradienten kann zunächst der Abstand des Mittelpunk
tes des Gradienten xi bei 50 %der Konzentration (Yi =
0,5) für eine Berechnung des Sedimentationskoeffizienten
nach Gleichung (206) verwendet werdeno Dabei ergibt sich
der Abstand vom Rotationszentrum r i durch

r i = xi 0 F + 5,7 (in cm)

wobei F ein durch die verwendete Zentrifuge gegebener

Vergrößerungsfaktor isto Man erhält dann Sapp 20 w ° 5', " ,
das im folgenden nur mit Sapp, 0,5 bezeichnet wird 0 Ebenso
kann auch der Sedimentationskoeffizient für einen belie
bigen Punkt des Gradienten Xi' Yi berechnet werdeno Man
erhält dann Sapp,io Beispiele werden später gegeben (vglo
Abbildung 4) 0
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Wird eine DNA-Lösung langsam erwärmt, so trennen sich
die beiden Einzel~tränge der DNA·Helix unter Aufbrechen
der sie verbindenden Wasserstoffbruckeno Die TrennUng
der Stre~ge äußert sich in einer Absorptionserhöhung bei
260 nillo Die Temperatur, bei der 50 %der maximal erreich
baren Absorptionserhöhung erreicht ist, nennt man den
Schmelzpunkt (Tm) der DNAo Er kann als Kriterium für die
Stabilität der \-lTasserstoffbrücken gelteno

Bei langsamen Abkühlen der DNA-Lösung lagern sich die
Einzelstränge der Helix zum Teil wieder zur Doppelhelix
zus ammen 0 Dieser Vorgang wird als Renaturierung bezeich
neto Schmelzpunktbestimmung und Renaturierung unserer
DNA-Lösungen nallmen wir in einer durch einen Aluminium
Block kontinuierlich aufheizbaren Quarzküvette im Spek
tralphotometer (Fao Zeiss) (Aufheizgeschwindigkeit 1,8
°C/min) voro Die Absorption während des Erwärmens von
25 - 95 °c wurde von einem Schreiber registrierto Durch
Ausmessen der erhaltenen Schmelzprofile konnten wir den
SchmelzpUD~t Tm der Proben ermittelno Die Renaturierung
verfolgten wir durch die Absorptionsabnahme während des
Abkühlens der Lösung von 950 auf 25 °c innerhalb von
cao 120 mino Da Schmelzpun1:::t und Renaturierung von der
Salzmolarität abhä.ngig sind, untersuchten wir unsere
Lösungen in der für diese Untersuchungen üblichen Salz
molarität 0,165 m (Standard Saline Citrat SSC = 0,15 m
NaCl + 0,015 m Na-Citrat pR 7)0 Die Schmelzprofile der
in vitro-bestrahlten Proben lvurden im Bestrahlungsmedium,
also in 0,165 m NaCI-LösUlLg aufgenommeno Die Schmelz
kurven unbestrahlter Kontrollen sind in SSC als auch in
0,165 m NaCl nicht voneinander verschiedeno
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3 .. Ergebnisse

2~1~_~2!~~!~Eg~~~~g~~2~~~~~~gg_~~_~~~~~11~g_Y2g

§~~!~~g~~~~2g~=_~g~_~21~~1~Eg~~~~g~~Y~E~~~1~gg~g

3 .. 1 .. 1 .. Mittleres Molekulargewicht aus S~,5 und [~]

Wie oben erwähnt, sind die Sedimentationswerte von der
Konzentration. abhängig, der SO-Wert muß durch Extrapola-
tion der B 1 - Werte gegen die Konzentration cA = °

app, 0,5
bestimmt werden.. Bei den folgenden Sedimentationsanalysen
soll die Ausgangskonzentration der Lösung jeweils mit cA
bezeichnet werden .. Zur Ermittlung der mittleren Sedimen-
+'=1+"; r\'Y\C!1rI"'\"Y'\~+nY"l+o"Y'\ Q T"n,on~o'V'\ :'1 ....; Pt: JJJ.'I"n...; +v t1AJJJ.T'I'i nAn~ ...; +vv"=
V~V~V.L .........,.r."V.L.LUVv\,J..LVV.u. kJ app , 0,5 VV\;L...I-u.vJ-1. -- - -- -_...... -

meter erhaltenen Gradienten für verschiedene Konzentra
tionen einer einzelnen Probe ausgewertet .. Meist wurden
5 - 6 Konzentrationen im Bereich von 5 - 40 ~g/ml unter

sucht .. Die reziproken Werte von Sapp, 0,5 ~~rden gegen
die Konzentration aufgetragen und auf cA = ° extrapoliert 0

-Um bei dieser Extrapolation sicherzugehen, wurde S~,5

nicht graphisch ermittelt, sondern mittels Regressions
analyse berechnet ..

Abbildung 3 zeigt z .. B.. die Extrapolation von 1/Sapp , 0,5
gegen cA = ° für eine unbestrahlte DNA-Probe (geschlos
sene Symbole) und die Auftragung von ~sp gegen die Kon
zentration c ..
Mit dem so erhaltenen s~,5-wert und dem für dieselbe Probe
ermittelten Wert der Grenzviskosität [~J wurde nach einer

Ms~ der DNA-Proben ermittelto Die Autoren entwickelten
eine Beziehung zwischen SO, [~J und dem Molekulargewicht M,
die für den Bereich von M ~ 0,30 0 106 bis 130 0 106 gül-
tig ist:

2/3
SO .. [~J1/3 0 N .. ~o .. 10-13

l'1s~ =
ß (1 - vp)
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Es ist hierin:

=
=

[TI] =
11

0
=

v =

p

N

ß

=
=
=

Molekulargewicht
Sedimentationskoeffizient bei unendlicher Ver
dünnung
Grenzviskosität der Lösung
Viskosität des Lösungsmittels 0,01 g cm-1 " sec-1

partielles spezifisches Volumen der gelösten DNA

0,55 cm3jg
Dichte des Lösungsmittels 1,01 gjcm3

6,,0235 " 1023

2,5 " 106

Der Wert ß ist ein experimenteller Koeffizient, der die
Beziehung zwischen 1'1, SO und [11] d.efiniert" Er ist von
der Geometrie des Kettenmoleküls abhängig" Bei synthe
tischen Polymeren wurde gefunden, daß ß als universelle
Konstante für einen weiten Molekulargewichtsbereich gelten
kann" Sie ist auch für DNA gültig, und ist unabhängig vom
verwendeten Lösungsmittel" Der Wert MsT\ entspricht etwa
d~m Gewichtsmittel des Molekulargewichtes der DNA"

3,,1,,20 Sedimentationsverteilung

Um Aufschlüsse darüber 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 früher 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 mög
lich zu beurteilen, ob alle Moleküle gleich schnell sedi
mentieren und damit molekulareinheitlich waren" Auch im
Hinblick auf die Berechnung von Brüchen und Vernetzungen
bei bestrahlten Proben war es notwendig, die erhaltenen
Gradienten zuerst in eine Sedimentationsverteil~gund

danach in eine Molekulargewichtsverteilung umzuwandeln"
Dadurch erhält man neben dem Gewichtsmittel M der DNAw
auch das für diese Berechnungen wichtige Zahlenmittel Nh"
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Im Schwerefeld der Zentrifuge wandern kleinere gebrochene
Moleküle langsamer und größere vernetzte Moleküle schnel
ler als ungebrochene DNA-Moleküleo Vergleicht man die Gra
dienten unbestrahlter und bestrahlter DNA-Proben, so er
gibt sich, daß der Gradient bestrahlter Proben einen S
förmigen Verlauf zeigt, während der der Kontrollprobe nur
eine senkrechte Linie darstellt 0 Die Verhältnisse werden

in der Abbildung 4 verdeutlichto Sie zeigt den Gradienten
einer unbestrahlten Kontrollprobe (a) und den einer mit
1 krad bestrahlten Probe (b)o Schneller oder l~ngsamer

sedimentierende Moleküle werden durch die mit einem Pfeil
gekennzeichneten Anteile des Gradienten repräsentierto
Der Vergleich von Abbildung 4 Ca) und 4 (b) weist auf die
Notwendigkeit hin, die Gradienten genauer zu analysieren,
doho nicht nur einen Mittelwert des Molekulargewichtes
aus dem Mittelpur.U{t des Gradienten zu bestimmen, sondern
auch die Größenverteilung der Moleküle einer DNA-Probe
zu ermittelno

Jeder Punkt des Gradienten xi/Yi entspricht einer be
stimmten Konzentration Yi von Molekülen, die nach einer
gewissen Sedimentationszeit einen bestimmten Abstand xi
von der Referenzlinie hat 0 Zur Aufstellung der Sedimen
tationsverteilung wurden rnxn die zu jedem xi gehörigen
Yi-Werte in Millimeterschritten ausgemessen (vglo Abbo 4)0

Die xi-Werte wurden mit den Gleichungen (206), (207) und
(208) in die S p .-Werte umgerechnetoa P,l

Nach Einführung einer die Sektorform der Zelle berück-,..,
sichtigenden Verdünnungskorrektur Y{ = Yi(ri/rm)~ (rm
ist der wahre Abstand des Meniskus vom Rotationszentrum)
wurde die Konzentration Yi auf die Gesamtkonzentration

Y~ax normiert:
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Damit ergab sich die Möglichkeit, eine integrale Vertei

lung der Sedimentation Sapp,i gegen ci darzustelleno In
der Abbildung 5 sind die Sedimentationsverteilungen für
drei verschiedene Konzentrationen zwischen 5 und 20 ~g/ml

aufgetrageno

Um eine Verteilung der S?-Werte zu erhalten, mußten diese
l

Kurven auf die DNA-Konzentration Null extrapoliert werdeno
Für die Extrapolation sind zwei verschiedene Verfahren
möglicho Einmal lassen sich für verschiedene Massenanteile
ci die reziproken Sedimentationskonstanten der einzelnen
Kurven auf die Konzentration Null extrapolieren, ebenso

wie wir es in Abbildung 3 für Sapp, 0,5 gemacht habeno
Diese Art der Extrapolation wurde von Cantow (1959) be
schriebeno Wir benötigen dafür die Sapp,i-Verteilungen
mehrerer Konzentrationen einer Probeo Die Extrapolation

eines einzelnen Sapp,i-Wertes auf S~ kann aber auch mit
der Gleichung

Sf = Sapp,i [1 + Ks 0 [~i] 0 cA 0 ci]

vorgenommen werdeno Ks ist die von Eigner und Doty (1965)
definierte Konstante für die Konzentrationsabhängigkeit
der Sedimentationo Sie wurde in unseren Versuchen aus den
Sapp, 0,5- und [~J-Werten berechneto In Übereinstimmung
mit anderen Autoren (Aten undCohen "1995) fanden wirKs 
Werte zwischen 0,7 und 1,00 Die zu jedem Sapp~i gehörenden
Werte der Grenzviskosität [~Ji entnahmen wir dabei einer
von Eigner und Doty (1965) angegebenen Beziehung zwischen
SO und [~]

Die Größen a und b variieren etwas mit der Größe und
Gestalt der Moleküle und mit SO und werden bei der Be~

rechnung aus der von Eigner und Doty (1965) angegebenen
Kurve für den jeweiligen Bereich entnommen 0 Die Beziehung
gilt bei nativer DNA innerhalb eines relativ weiten Be
reiches der Ionenkonzentration, und zwar von 0,1 bis 1,0 IDo



- 26 -

Die von uns benutzte Ionenkonzentration war in allen
Fällen 0,165 mo Unsere eigenen Messungen an T4 und T1
DNA stimmten mit dieser Beziehung gut übereino Auf sie
wird später in einem anderen Zusammenhang noch eingegan
gen (vglo Abbo 14)0

Bei der Angabe der Konzentration cA mußte noch eine Kor
rektur angebracht werden: Da während der fortschreitenden

Sedimentation eine stetige Verdünnung der DNA-Lösung von

CA auf CA 0 Ci stattfindet, vmrde das Mittel aus beiden
Werten CA (0,5 + Ci /2) in die Gleichung (304) eingesetzt:

S? = S . [1 + KR[~]l' 0 CA (0,5 + c l·/2)]l app,l _

Gleichung (305) und (306) bilden ein System von nichtline

aren Gleichungen für S~, wobei Sapp,i und Ci bekannte
Größen sindo Das Gleichungssystera. wurde numerisch durch
Iteration gelösto

In der AbbildULng 5 sind als Beispiel die aus den einzelnen
Sa .-Werten (offene SYmbole) berecl~eten S?-Werte (ge-PP,l l
schlossene SYmbole) eingezeichnet, und zwar für eine mit
4 krad bestrahlte DNAo Sie stimmen mit der nach der ersten
Methode erhaltenen SO-Verteilung gut überein (halbgeschlos
sene SYmbole)o Deshalb verwendeten wir für weitere Ver
suche nur noch die rechnerische Methode nach Gleichung
(305) und (306)0

301030 Molekulargewichtsverteilung

Die erhaltenen Sedimentationsverteilungen mußten nun in

Molekulargewichtsverteilungen Lilllgewandelt werdeno Dazu
benötigten "ür eine Beziehung, die die SO-Werte mit den
Molekulargewichten verknüpfto Eigner und Doty (1965)
haben aus einer Vielzahl von Veröffentlichungen, die bis

1964 erschienen v.raren~ 82°o, ° 5- ulld [llJ-\.Jerte einzelner
, 'I.iT , ?

DNA-Proben zusammengestragen DLd mit der Gleichung (302)
die Molekulargewichte M TI berechl~eto Die Sv2°°, ° 5-Werte

S'I ,Ir, ,
trugCYl Sl' e dan11 ;n !,"hl,a"!lG'i Q:k"oi i- '711 elen Z110'Pho"ri gen 1IIT -v_... _ -'- _ -1... - ......j", ...)...:.........;. O--(,:)-_·v_- J ..:_, '.A.. ~- - ....-..·0 '-"--,..... --' 1'1

8
11
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Werten aufo Es ergibt sich eine ansteigende Kurve, die
wir in Abbildung 6 aufgetragen habeno Man sieht, daß man
die Kurve in zwei. nahezu lineare Bereiche aufteilen kann,
und zwar für den Molekulargewichtsbereich von 0,3 0 106

bis 4 0 106 und für den Molekulargewichtsbereich oberhalb
4 Millioneno Für diesen Bereich berechneten Eigner und
Doty die Beziehung:

SO = 0,034 0 MO,405
20,w

Diese Gleichung erlaubt es, die in den Sedimentationsver
teilungen gefundenen Werte in die zugehörigen Molekular
gewichte Mi umzuwandeln und somit Molekulargewichtsver
teilu~gen zu berechnene In der Abbildung 6 sind ferner
die von uns gefundenen Werte an unbestrahlter T4-und T1
DNA und an bestrahlter T1-DNA eingezeichneto Sie liegen
recht gut auf der ausgezogenen Kurve und stimmen inner
halb der Fehlergrenzen mit denen anderer Autoren übereino

Die zusammengehörenden S~o,w, 0,5- und Ms~-Werte sind in
Tabelle 1 aufgeführt 0

Die von Eigner und Doty angegebenen Konstanten As = 0,034
und Bs = 0,405 wurden von uns durch die vergleichenden
Viskositätsmessungen nachgeprüfto Dabei ergab sich, daß
die Neigung des geradlinigen Kurvenabschnittes ebenfalls
zu Bs = 0,405 gefunden wurde, As jedoch von Präparation
zu Präparation geringfügig variierte, und zwar zwischen
0,031 und 0,034 0 Deshalb wurde für jede untersuchte Probe
As aus Ms~ und sg,5 berechnet und in die Gleichung (307)
eingesetzte Die As-Werte sind bei unseren Ergebnissen mit
aufgeführt (vglo Tab 0 1)0

Die Berechnung der gesamten Werte wurde mit einem Fortran
IV-Programm in einer Rechenmaschine IBM 7074 durchgeführto
Die Bestimmung der Molekulargewichtsverteilung einer be
stimmten DNA-Probe erfolgte wie bei der Sedimentations
verteilung durch Auswertung von zwei bis drei Sedimenta
tionen von Lösungen verschiedener Konzentration, wobei von
jedem Sedimentationslauf zwei Aufnahmen herangezogen wurdeno
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In Abbildung 7 sind die Molekulargewichtsverteilungen für
unbestrahlte (Kurve (A», mit 1 krad in vitro bestrahlte
(Kurve CE» und mit 4 krad in vitro bestrahlte (Kurve (e»
T1-DNA aufgetrageno Die einzelnen Meßpunkte der einzelnen
Versuche liegen recht gut zusammen, so daß sie graphisch
durch eine Kurve gemittelt werden konnteno Ferner läßt
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 0 Der Massen
anteil jeder Klasse ist dann m. = c. - c. 1 und das zuge-

l l l-
hörige mittlere Molekulargewicht ist:

MG. =
l 2

Das Gewichtsmittel des Molekulargewichtes ist dann:

n
M = L: m. 0 MG. (309)w i=1 l l

und das Zahlenmittel:
n

m./MG. )-1Mn = ( L: (3010)
i=1 l l

Die aus den verschiedenen Sedimentationen einer DNA
Probe erhaltenen Werte für M und M können gemitteltw n
oder einzeln für die weitere Analyse verwendet werden
(vglo Tab 0 1)0

2~g~_~2!~~!~g~~!2g~_~g~_~2±~~!~g~~!2g~~Y~E~~!±~g

YQg_~g~g~g=Q~!_g~2Q_~~§!E~!~gg_!g_Y!~E2

302010 Unbestrahlte Phagen-DNA

Wie aus der Abbildung 3 ersichtlich, erhielten wir bei der

Extrapolation von 1/Sapp , 0,5 gegen die Konzentration cA=o
einen S~o,w, 0,5-Wert von 35,0 und eine Grenzviskosität
[nJ = 134 dl/go Als mittleres Molekulargewicht, berechnet
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nach der Gleichung (302), ergab sich daraus Ms~ = 29,9 0

106 0 Für eine andere DNA-Präparation erhielten wir Ms~=
30,5 0 106

0 Beide Werte stimmen mit dem von Bresler uoao
(1967) angegebenen Wert von 31 0 106 recht gut übereino

Um zu prüfen, ob unser Isolierungsverfahren der DNA scho
nend genug war, isolierten wir DNA aus T4-Phagen und er

hielten hier mit S20 0 ° 5 = 64,5 und [~J = 320 dl/g in,ti, ,
recht guter Übereinstimmung mit dem von Aten und Cohen
(1965) gefundenen Wert ein Molekulargewicht von Ms~ =
115 0 106

0 Jedoch ist mit der Angabe des Molekulargewich
tes allein noch nicht bewiesen, daß die isolierte DNA
keine mechanisch gebrochenen Anteile enthält, da zur Be
rechnung von Ms~ nur der Mittelpunkt des Gradienten
(Yi = 0,5) ausgewertet wirdo Die Abbildung 7 zeigt jedoch,
daß die Molekulargewichtsverteilung der unbestrahlten
T1-DNA über den gesamten Massenbereich einen einheitlichen
senkrechten Gradienten darstellt, doho alle Moleküle haben
das gleiche Molekulargewichto

Bei e~n~gen Präparationen erhielten wir Beimengungen von
mechanisch gebrochenen Molekülen, die sich in der Mole
kulargewichtsverteilung im unteren Massenbereich als
schräger Anteil des Kurvenzuges bemerkbar machteno Dieser
Anteil war jedoch in keinem Falle höher als 5 % der Ge
samtmasseo

302020 Veränderungen der DNA-Struktur nach Bestrahlung
in Lösung

In die Abbildung 3 wurden außer den 1/Sapp,0,5-werten für
unbestrahlte DNA (geschlossene SYmbole) auch die Werte
für DNA, die mit 1 krad bestrahlt wurden (offene SYmbole)
eingetrageno Danach haben beide DNA-Proben etwa den glei

chen S~,5-werto Auch die ermittelten Molekulargewichte
Ms~ mit 30,5 und 30,22 unterscheiden sich kaumo Daraus
könnte geschlossen werden, daß die bestrahlten DNA-Mole
küle nach Bestrahlung mit 1 krad unverändert bleiben,
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also keine Brüche oder andere Ereignisse stattfindeno Ein
Vergleich der Molekulargewichtsverteilungen in Abbildung ?
(Kurve A DL~d B) zeigt jedoch, daß nach Bestrahlung mit
1 krad nur noch etwa 30 %der Moleldile das ursprüngliche
Molekulargewicht aufweiseno Etwa 36 %der Mole~ile haben
kleinere Mole~~largewichte, sind also degradiert und etwa
30 %der DNA haben ein höheres Mole~~largewicht als vor der
Bestrahlung 0 Hier zeigt sich wieder, daß vor allem bei
kleinen Bestrahlungsdosen erst mit Hilfe der Molekularge
wichtsverteilung genauere Aussagen über strahlenbedingte
Ereignisse in der DNA gemacht werden könneno In der Abbil
dung 8 haben wir die Molekuls_rge'1:Jichtsverteilungen der mit
1 krad, 2 krad, 4 krad und ?,? krad bestrahlten DNA zusam
men mit der der unbestrahlten Kontroll-DNA aufgetrageno
Schon nach Bestrahlung mit 2 krad läßt sich kein senkrech
ter Anteil der Verteilungskurve mehr beobachteno Der An
teil der gebrochenen Moleküle erhöht sich mit steigender
Dosis, während der Anteil der Moleküle mit erhöhtem Mole
kulargewicht nahezu gleich bleibto Erst bei ?,? ~xad sind
fast alle Moleküle degradiert und der Anteil der Moleküle
mit höherem Molekulargewicht als das der Kontrolle ist
sehr geringe Die einzelnen Daten dieser Versuchsserie
finden sich in Tabelle 10

302030 Bestimmung der Zanl der Brüche und
der Vernetzungen

Aus den in Abbildung 8 gezeigten Molekulargewichtsver
teilungen hat sich ergeben, daß nach Bestrahlung kleinere
sowie auch größere DNA-Moleküle entstehene Das macht die
Entstehung von Brüchen in der DNA-Kette sowie die Bildung
von Vernetzungen wahrscheinliche Der Mechanismus ihrer
Entstehung wurde in der EinleitDL~g behandelte Um eine

formale Analyse der Brüche und der Vernetzungen durchzu
führen, ist es zweckmäßig, ihre ~~zahl auf die Zahl der
Monomere im Polymer zu bezieheno Es ergibt sich dabei die
Bruch- oder Vernetzungswahrscheinlich1~eitpro Monomer 0
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Wie von Hagen (1967) gezeigt wurde, entstehen Brüche in
der Einzelkette der DNA linear mit der Dosiso Es ist

Ci == P D

wobei CL die jeweils nach einer Bestrahlung eingetretene
Bruchrate pro Monomer (== Nukleotid) ist, und p die Brtich
rate pro Monomer und pro rado Brüche der Doppelhelix d.er
DNA entstehen nach Bestrahlung in wässriger Lösung qua
dratisch zur Dosiso Formal können wir für die Bruchwahr
scheinlichkeit des Doppelstranges (A) angeben:

A == (pD + ß)2 n

wobei ß die Bruchwar~scheinlicr~eitdes Einzelstranges
bedeutet, die bereits vor der Bestrahlung bestando Wie
von Hagen (1967) gezeigt wurde, wird an Kalbsthymus-DNA
die gefundene Bruchwahrscheinlichkeit Ci und A durch n = 7
am besten beschriebeno Es wurde daraus geschlossen, daß
bei der Bestrahlung wässriger DNA-Lösungen ein Bruch der
Doppelhelix nur dann entsteht, wenn zwei Einzelbrüche
(pD oder ß) genau gegenüber liegen oder sich innerhalb
von 6 weiteren benachbarten Nukleotidbindungen ereigneno
Da bei unseren Versuchen die Zahl der Einzelbrüche nicht
bestimmt wurde, können wir diese Ergebnisse mit unserem
Untersuchungsmaterial nicht nachprufeno Gleichung (3013)
eignet sich jedoch für eine formale Beschreibung der
Bruchwahrscheinlichkeit des Doppelstranges, die hier sinn
gemäß auf ein Nukleotidpaar bezogen wirdo
Nach Erfahrungen aus der Strahlenchemie synthetischer
Polymere (Henglein und Schnabel, 1966) können wir anneh
men, daß Vernetzungen linear mit der Dosis entsteheno

Q = q D

wobei Q die Vernetzungswahrscheinlichkeit pro Nukleotid
nach einer bestimmten Dosis bedeutet und q die Vernetzungs
wahrscheinlic~~eit eines Monomers pro rado
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Für die doppelsträngige Bakteriophagen-DNA läßt sich A

und Q aus Mn und Mw der bestrahlten Probe ermittelno Das
Molekulargewicht der unbestrahlten Probe bezeichnen wir

mit Mo; wobei Mo = Mn = Mw ist, da es sich bei unseren
DNA-Proben um ein mol2kularginheitliches Polymer handelto
Der Polymerisationsgrad P der DNA-Proben ergibt sich aus
P = Mim, wobei m hier das mittlere MoleID~largewicht eines
Nukleotidpaares isto Die Zahl der Brüche B pro DNA-Mole
kül nach einer bestimmten Dosis ergibt sich aus der mitt
leren Kettenlänge P :

n
P

B = o/p - 1
n

und die B~~chwah~scheinlichkeitpro Monomer

1
- Mo ) m

Die gemessene Bruchwahrscheinlichkeit A ~ entspricht derap.l::'
wahren Bruchwahrscheinlichkeit A, wenn gleichzeitig keine
Vernetzungen Auftreteno Ereignen sich neben den Brüchen
auch Vernetzungen, so ist p1 um ~ kleiner (Charlesby,
1960)0 Es ist dann n

A - ~ = (M
1

- M1 ) m
n 0

Das Gewichtsmittel M wird durch Vernetzungen stärkerw
beeinflußt als durch Brücheo Es gilt hier nach Charlesby
(1960)

A
2 - Q = 1 1(r- - r-) m

w 0

Aus Gleichung (3015) und (3016) können wir durch Substi
tution A und Q berechneno Es ergibt sich dann

A 2 1 1 m= (r- - r- - r-) 1,5n 0 \tV

Q 1 1 2 " m= (M
n

- + Mo - r-) 13w
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Die Beziehung von A und Q zur Dosis ergibt sich aus der
Gleichung (3013) und (3014)0 Demnach entstehen Doppel
brüche einmal quadratisch mit der Dosis (n p2 D2 ) sowie
linear mit der Dosis (2 n p ß D)o ß2n ist der .Anteil der
Doppelbrüche, der bereits vor der Bestrahlung vorhanden
war 0 Oben wurde erwähnt, daß dieser Anteil bei der Bakte
riophagen-DNA nicht sicher meßbar waro Er soll deshalb

bei den weiteren Überlegungen nicht berücksichtigt werden.
Setzen wir np2 = c und 2 npß = b, so erhalten wir

A = b D + c D2

Nach Gleichung (3017) und (3018) kann nun für jede gemesse
ne DNA-Probe A und Q berechnet werden und gegen die Dosis
aUfgetragen werdeno Weiter erwies es sich als günstig, A
und Q aus Mn und Mw jeder einzelnen Molekulargewichtsver
teilung zu berechneno Da bei jeder einzelnen DNA-Probe
4 - 8 Molekulargewichtsverteilungen bestimmt wQrden, haben
wir dann zur Charakterisierung jeder DNA-Probe den Mittel
wert der 4 - 8 Werte von A und Q sowie deren Varianz zur
Verfügung 0 Die entsprechenden Werte für unsere Bestrah
lungsserien in vitro finden sich in Tabelle 1 und 2,
sowie in Abbildung 9 und 100

Abbildung 9 zeigt die Beziehung von A zur Dosis bei 2 Ver
suchsserien mit zwei verschiedenen DNA-Präparationeno Die
10 Serie zeigt eine deutlich geringere Empfindlichkeit
als die 20 Serieo Wir möchten annehmen, daß dies durch

Verunreinigungen an niedermolekularen'Bestandteilen und
~n Proteinen bedingt isto Eine intensive Reini~üng der
DNA-Lösung verbot sich jedoch, da sie meist mit erheb
lichen Scherkräften verbunden isto Wie aus (3019) erwar
tet werden konnte, enthält die Dosiseffektkurve von A eine
lineare und quadratische Komponenteo Mittels Regressions
analyse wurde b und c f~r die geringste quadratische Ab
weichung ermittelt 0 Es ergab sich dann:

10 Serie b = 2,57 0 10-9 , c = 0,80 0 10-12

20 11 b = 4,22 0.10-9 , c = 1,90 0 10-12
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Wie Abbildung 10 zeigt, steigen die Werte für Q zunächst
linear mit der Dosis an, erreichen dann aber eine Sätti
gung, doho es entstehen keine neuen Vernetzungen mehro
Allerdings fanden sich bei der 20 Versuchsserie zwei
deutliche Abweichungen, deren Bedeutung erst in umfang
reichen Versuchsserien geklärt werden kanno Die Anfangs
steigerung von Q ergibt ein q = 1,4 0 10-9, doho die Ver
netzungsrate beträgt etwa die Hälfte des linearen Anteils
der Doppelbrücheo Da mit höheren Dosen der quadratische
Anteil der Doppelbrüche überwiegt und zudem die Vernetzun
gen nicht mehr zunehmen, spielen Vernetzungen bei der Be
strahlung verdünnter DNA-Lösungen nur nach kleinen Dosen
eine Rolleo Die Ursachen dieser Erscheinung sollen später
erörtert werdeno

302040 Die Wirkung von Sauerstoff auf DNA-Lösungen
während der Bestrahlung

In den vorangegangenen Kapiteln haben wir dargelegt, daß
nach Bestrahlung wässriger DNA-Lösungen unter Stickstoffat
mosphäre sowohl Brüche in der DNA-Doppelhelix, als auch
Vernetzungen zwischen den Molekülen eintreteno Wir konn
ten die Zahl der Brüche und der Vernetzungsereignisse
errechneno Nun interessierte uns die Frage, ob sich nach
Bestrahlung unter Sauerstoffatmosphäre andere Molekular
gewichtsverteilungen ergeben und sich damit das Verhältnis
zwischen Brüchen und Vernetzungen verschiebto Hagen und
Wellstein (1965) konnten nach Bestrahlung trockener DNA
im Vakuum und unter Sauerstoff feststellen, daß die Zahl
der Doppelbrüche sich gegenüber der Bestrahlung im Vakuum
nur geringfügig änderto Vernetzungsereignisse gehen jedoch
in Anwesenheit von Sauerstoff etwa U~ die Hälfte zurück 0

Diese Befunde stehen in Übereinstimmung mit Beobachtungen
von Lett und Alexander (1961)0 Nach diesen Untersuchungen

nimmt unter Sauerstoff die Zahl der Vernetzungen ab, wäh
rend die Zahl der Doppelbrüche sich nur wenig erhöhto Es
lag nun nahe, zu Ltntersuchen, ob sich nach Bestrahlung
wässriger DNA-Lösungen ä~~liche Effekte einstelleno
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Lösungen mit 200 ~g/ml DNA wurden 10 min mit Stickstoff

bzwo Sauerstoff gesättigt und mit 1 kR, 2 kR und 4 kR be
strahlt 0 Allerdings verbot sich eine intensive Durchströ
mung der Lösung mit O2 während der Bestrahlung, da durch
die dabei auftretenden Scherkräfte eine Degradierung mög
lich waro Anschließend wurde nach entsprechender Verdünnung
sedimentiert und die Grenzviskosität gemesseno Mit den er

haltenen Daten für S~o,w, 0,5 und [~] wurden, wie schon be
schrieben, die Sedimentations- und Molekulargewichtsver
teilungen berechneto

In der Tabelle 2 Sind die erhaltenen Werte für S200 0 5,w, "
[~], Mw' Mn' A und Q aufgeführto Vergleicht man die Daten
miteinander, so ergibt sich im wesentlichen kein Unter
schied zwischen beiden Gasatmosphäreno Eine Änderung des
Verhältnisses von Brüchen und Vernetzungsreaktionen unter
Sauerstoffatmosphäre konnte ebenfalls nicht beobachtet
werdeno Auch die Form der Molekulargewichtsverteilung
unterscheidet sich bei den verschiedenen Dosen für beide
Gasbedingungen nur unwesentlich; entsprechend sind A und
Q nicht signifikant voneinander verschiedeno

303010 Phageninaktivierung

In dem vorangegangenen Teil der Arbeit haben wir gezeigt,
daß die Methoden der Ultrazentrifugation und der Viskosi

tätsmessungen geeignet waren, Doppelbrüche und Vernetzun
gen nach Bestrahlung wässriger DNA-Lösungen zu erfasseno
In dem nun folgenden Teil wollen wir uns mit dem direkten
Strahlenschaden der DNA bestrahlter Phagen beschäftigen
und versuchen, die physikalisch-chemischen Veränderungen
der DNA mit dem biologischen Effekt der Strahlung in Be
ziehung zu setzeno

Unter biologischem Effekt soll im Folgenden der Verlust
der Koloniebildungsfähigkeit verstanden werden, wobei die
möglicherweise intakt bleibenden Funktionen der Phagen,
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wie Adsorptionsfähigkeit an das Wirtsbakterium und die
Fähigkeit, den Wirt abzutöten nicht in die Betrachtungen

einbezogen werden solleno

Das zum Studium direkter Strahlenwirkungen üblicherweise
verwendete Medium ist eine 5prozentige Nährbouillon
(5 x NB)o In dieser Lösung werden nahezu alle diffusiblen
Wasserradikale durch das Protein des Lösungsmittels abge
fangen, so daß die auftretenden Schäden nur durch die
direkt im DNA-Molekül absorbierte Energie verursacht wer
deno Wir stellten nun in einigen orientierenden Vorver
suchen fest, daß die Abtrennung des Hüllproteins von der
DNA aus Phagen, die wir in diesem Medium bestrahlt hatten,
erst nach vier- bis fünfmaliger Phenolbehandlung gelango
Hierdurch war eine Freisetzung der DNA ohne mechanische
Degradierungen, die die strahlenbedingten Veränderungen
der DNA verfälscht hätten, nicht mehr gewährleisteto
Wir versuchten nun durch Abzentrifugieren und Resuspen
dieren der Phagen in Puffer, das Fremdprotein des Be
strahlungsmediums abzutrennen 0 Jedoch befanden sich im
Phagensediment noch erhebliche Mengen des Proteins (er
kenntlich an der braunen Farbe des Niederschlags), so
daß die Isolierung der DNA nicht wesentlich erleichtert
wurde 0

Wir suchten deshalb nach einem Bestrahlungsmedium, das
sowohl den gleichen Schutz wie 5 x NB gegen den Einfluß
der diffusiblen Agentien des Wassers bot, als auch eine
schonendere Isolierung der DNA aus den bestrahlten Pha
gen gestatteteo Watson (1950, 1952) zeigte, daß die grad
zahligen Phagen, die in 10-3 m Histidinlösung bestrahlt
wurden, die gleiche Dosiseffektkurve aufweisen wie nach
Bestrahlung in 5 x NEo Freifelder (1965) konnte das
gleiche für T7-Phagen zeigen, die den T1-Phagen sehr
ähnlich sind 0 Wir untersuchten nun, ob die Ergebnisse
der beiden Autoren auch auf die von uns verwendeten T1
Phagen zu übertragen wareno Es zeigte sich, daß T1-Phagen
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erst durch eine 0,1 m Histidinlösung hinreichend ge
schützt werdeno Da sich auch die DNA aus den in diesem
Medium bestrahlten Phagen ohne die erwähnten Schwierig
keiten isolieren ließ, suspendierten wir für alle weite
ren Versuche die Phagen in 0,1 m Histidinlösungo

In Abbildung 11 haben wir die Dosiseffektkurven für die
Bestrahlung in 5 x NB (offene Symbole) und für Bestrahlung
in 0,1 m Histidinlösung (geschlossene Symbole) aufgetra
geno Jeder Punkt ist der Mittelwert aus drei unabhängigen
Versuchsreiheno Es ergibt sich eine gute Übereinstimmung
der Werteo

Die dargestellte Dosiseffektkurve folgt einer Eintreffer
Exponentialgleichung

No gibt die Z~~l der bestrahlten Phagenpartikel ano N ist
die Zahl der Phagen, die nach der Bestrahlung noch zur
Koloniebildung fähig isto Im halblogarithmischen Maßstab
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 aufträgt 0 Bei ex
ponentiellen Dosiseffektkurven gibt man üblicherweise die

Dosis an, bei der im Mittel alle bestrahlten Einheiten
einmal getroffen worden sindo Dies ist die Dosis, bei
der kD = 1 ist, doho

-!- = e-1 = 0,37
~o

Man bezeichnet diese Dosis als D37 0 Die D37 für beide
Bestrahlungsmedien beträgt, wie aus Abbildung 13 ersicht
lich ist, 95 krado Derselbe Wert wurde für Bestrahlung in
5 x NB auch von anderen Autoren gefunden (Hotz und Zimmer,
1963)0

Freifelder (1965) konnte zeigen, daß ein gewisser Prozent
satz der Phagen während der Bestrahlung aufplatzt und die
DNA dieser Phagen freigesetzt wirdo Dieser Anteil der DNA
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wird, da er außerhalb des Hüllproteins bestrahlt wird,
relativ mehr geschädigt und könnte die Ergebnisse einer
Bestrahlung in vivo verfälscheno Diese Fehlerquelle kmL~

man ausschließen, wenn man die Phagen nach Bestrahlung
abzentrifugiert und so diesen Anteil der DNA abtrennto
Es besteht jedoch auch die Möglichkeit, daß die Phagen
zwar platzen, ihre DNA aber nur unvollständig freisetzen,
so daß man sie durch Abzentrifugieren nicht entfernen
kann 0 Wir behandelten die Phagensuspension deshalb nach
Bestrahlung mit DNase (10 ~gjml), wodurch alle DNA-Mole
küle, die sich nicht mehr vollständig im Phagenkopf be
fanden, abgebaut werdeno Nach Entfernen der DNAse durch
Abzentrifugieren der Phagen und anschließendem Waschen
in Puffer isolierten wir dann die DNAo Es stellte sich
heraus, daß mit steigenden Dosen die Ausbeute an DNA
immer geringer wurde, ein Zeichen dafür, daß ein immer
größer werdender Prozentsatz der Phagen während der Be
strahlung platzto Dieser Anteil betrug jedoch niemals
mehr als 10 %0

Bestrahlt wurden Phagensuspensionen vom Titer 1 0 1012jml

mit 50, 100, 150, 250, 350, 500, 750 und 1000 kRo In
insgesamt 4 Versuchsreihen wurde die Wirkung der einzel
nen Dosen auf die DNA der bestrahlten Phagen 2 - 4mal
untersucht 0 Von jeder DNA-Probe aus den bestrahlten Phagen
wurde eine vollständige Analyse des Molekulargewichtes
sowie der Molekulargewichtsverteilung in der unter 3010
beschriebenen Weise durchgeführto

303020 Bestimmung der Bruchrate aus den Gradienten
der Sedimentation

Wir deuteten in der Einleitung schon darauf hin, daß Frei
felder (1965) den Anteil gebrochener DNA-Moleküle in vivo
bestrahlter T7-DNA mit der Überlebensrate der Phagen in
Beziehung setzte und für Bestrahlung in Histidinlösung,
also in dem Medium, in dem vorwiegend direkte Strahlen
schäden der DNA zu erwarten sind, 0,4 Brüche pro inakti
viertem Phagen gefunden hat~
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Zur Bestimmung der Bruchrate wertete Freifelder die Gra
dienten der Sedimentationsdiagramme aus 0 Wie wir in 30102e
schon beschrieben haben, wandern die kürzeren, gebroche
nen DNA-Moleküle im Schwerefeld der Zentrifuge langsamer
als die intakten Moleküle und werden im Sedimentations
diagramm durch einen schrägen Anteil des Gradienten re
präsentierte Freifelder bestimmte den schrägen Anteil in
Prozent der Gesamthöhe des Gradientene Dazu verwendete
er pro Dosis den Gradienten einer nach zwanzigminütiger
Zentrifugation bei 33 450 Upm aufgenommenen UV-Aufnahmeo

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 Upm
erhielteno Der die gebrochenen Moleküle repräsentierende
Abschnitt des Gradienten ist mit einem Pfeil gekennzeich
n~t, der nahezu senkrecht verlaufende Anteil gibt die
nicht gebrochenen Moleküle wiedero Bei höheren Dosen, ab
150 krad, erhielten wir S-förmig verlaufende Gradienten
(Abbildung 12b), die neben dem Anteil gebrochener Moleküle
noch auf einen schneller sedimentierenden Teil von Mole
külen hinweisen, ähnlich wie in Abbildung 4b für die Be
strahlung wässriger DNA-Lösungeno Dieser Anteil wurde
erst mit fortschreitender Sedimentationsdauer ab der vier
ten UV-Aufnahme, also nach 48 minütiger Zentrifugation
deutliche Wir bestimmten nun den gradlinig verlaufenden
Gradientenabschnitt im Verhältnis zur Gesamthöhe des Gra
dienten und berechneten daraus die Prozentzahl der unge
brochenen und nicht veränderten Molekülee Ausgewertet
wurden die Ergebnisse von mindestens zwei unabhängig von
einander durchgeführten Bestrahlungsversuchene Jeweils
die Gradienten der fünften und siebten UV-Aufnahme wurden
für vier bis sechs Konzentrationen ausgemessene Der Mit
telwert der erhaltenen Prozentzahlen je Versuch wurde
dann in Abhängigkeit von der Prozentzahl der noch überle
benden Phagen, die aus Abbildung 11 erhalten wurde, aufge
tragen (Abbildung 13, geschlossene Symbole)o Die offenen
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Symbole geben den Anteil der schneller als die noch un
geschädigten Moleküle sedimentierenden DNA-Fraktion ano

Über 350 krad nahmen die in Abbildung 12b durch Pfeile
gekennzeichneten schrägen Anteile der gebrochenen bzwo
schneller sedimentierenden Moleküle einen immer höher
werdenden Prozentsatz an der Gesamthöhe des Gradienten
ein, so daß eine eindeutige Bestimmung des geradlinigen
Anteils nicht mehr gewährleistet war 0

Wie aus Abbildung 13 ersichtlich ist, verläuft die ein
getragene Kurve zunächst nahezu gradlinig (bis etwa 50
krad) mit der Neigung 0,33, doho bei niedrigen Strahlen-
dosen erhalten wir 0,33 Brüche pro inaktiviertem Phageno

Bei höheren Dosen treten neben Doppelbrüchen offenbar
noch andere: strahlenbedingte Ereignisse ein, die zum
Inaktivierungsprozess der Phagen beisteuerno Dies wird
aus dem Auftreten eines schneller sedimentierenden Anteils
des Gradienten deutlicho Bei der Beschreibung der Unter

suchungen an in wässriger Lösung bestrahlter DNA deuteten
wir das Auftreten des die schneller sedimentierenden
Moleküle repräsentierenden Anteils des Gradienten als in
termolekulare Vernetzungeno Bei der Bestrahlung der DNA
im Phagen kann es nicht zu intermolekularen Vernetzungen
von RadikalstelIen verschiedener DNA-Moleküle kommen 0

Jedoch könnten zwei RadikalstelIen des im Phagen sehr
dicht gepackten DNA-Moleküls miteinander reagieren und
dadurch intramolekulare Vernetzungen stattfindeno Ein
so vernetztes MoleEJl karlli sich nach der IsolierUiig aus
dem Phagen nicht vollständig entfalteno Der dadurch be
dingte kleinere Durchmesser des Moleküls bewirkt eine
schnellere Sedimentation im Schwerefeld der Zentrifugeo
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30303. Sedimentationsverteilungen

Um weitere Aufschlüsse über die strahlenbedingten Verän
derungen von DNA bestrahlter T1-Phagen zu erhalten, ver
suchten wir, ähnlich wie unter 301.2. 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 bestätigt werden konnten und ob für die höheren
Dosen von 350 krad bis 1000 krad über eine solche Betrach
tung weitere Aussagen über den Strahlenschaden bei sehr
niedrigen Überlebensraten zu erhalten waren. Aus der Ver
öffentlichung von Freifelder (1965) geht hervor, daß der
Autor nur die Bruchraten bi~ zu siebzig Prozent der Phagen
inaktivierung aus den Gradienten der UV-Aufnahmen bestimmt
hat und daß er die Bruchraten bis zu hundert Prozent der
P~ageninaktivierunggeradlinig extrapoliert, die Werte
s~nd in diesem Bereich also nicht gesichert. Auf der an
deren Seite sieht man aus unserer Darstellungsweise in
Abbildung 13, daß gerade im Bereich von siebzig bis hun
dert Prozent der Phageninaktivierung neben den Brüchen
wahrscheinlich noch Vernetzungen als weitere Strahlen
schäden hinzukommeno Zur Stützung dieses Befundes bietet sich
daher eine genauere Analyse der erhaltenen Gradienten
über die Sedimentations- und Molekulargewichtsverteilun-
gen an.

Zur Aufstellung der Sedimentationsverteilungen wurden
wiederum die zu jedem Xi gehörenden 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 umgerechneto Wie unter 3.1.2. beschrieben
wurde, müssen die Sapp,i-Werte mit Hilfe der Gleichung
(3.6) auf S~ extrapoliert werden. Die zu jedem Sapp,i
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gehörenden Werte der Grenzviskosität [~]i entnahmen wir
dabei der von Eigner und Doty (1965) angegebenen Bezie
hung zwischen SO und [~] (305)0 Wir mußten uns jedoch

zuerst überzeugen, ob die von uns gemessenen S~o,w, 0,5
und [~]-Werte für die DNA bestrahlter Phagen der von den
Autoren angegebenen Beziehung entspracheno Dies war wich
tig, da die Größen a und b in Gleichung (305) von der
Länge und Gestalt der Moleküle abhängig sind und sich
vielleicht durch intramolekularen Vernetzungen ändern
konnteno

In Abbildung 14 sind die von uns für
lendosen gemessenen Werte von S20 0 , w,
trageno Sie liegen zum überwiegenden

verschiedene Strah

0,5 und [~J aufge
Teil auf oder nahe

an der Kurve, die wir von Eigner und Doty übernommen
haben (ausgezogene Kurve)o Damit war gerechtfertigt, aus
dieser Beziehung (305) die zu jedem S . gehörendenapp,J..
[nJi-Werte zu entnehmen und mit den extrapolierten Sf-
Werten Sedimentationsverteilungen für die verschiedenen
Strahlendosen zu berechneno

In Abbildung 15 sind diese Verteilungen graphisch darge
stellto Jeder Kurvenzug bildet die Mittelwertskurve aus
mindestens zwei unabhängig voneinander vorgenommenen Be
strahlungsversucheno Im schraffierten Bereich liegen die
senkrecht verlaufenden Sedimentationsverteilungen von
fünf unbestrahlten DNA-Probeno Hieraus sieht man, daß die
Methode der Darstellungen von Sedimentationsverteilungen
noch mit relativ großen Fehlern behaftet isto Man erkennt
jedoch, daß mit steigenden Strahlendosen der Anteil von
gebrochenen, also langsamer sedimentierenden Molekülen
ansteigt und bei den hohen Dosen ab 350 krad der mit
höherem Sf-Wert sedimentierende Anteil deutlich hervor
tritto

Einige der von uns gemessenen Werte für S~o,w, 0,5 und
[~] weichen stark von der durchgezogenen Kurve in Abbil
dung 14 ab und scheinen einem anderen funktionalen Zusam
menhang zwischen S~O,w, 0,5 und [~J zu f.olge:o.oJl}1e gestrichelte
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Mittelwertskurve dieser Werte verläuft parallel zu der
von Eigner und Doty angegebenen Kurve, so daß f'ür sie
die Gleichung gelten kann:

In Abbildung 16 sind die Sedimentationsverteilungen dieser
DNA-Präparationen aufgetrageno Sie weichen für die ent
sprechenden Strahlendosen in ihrem Verlauf stark von den
in Abbildung 15 wiedergegebenen abo Der Versuch einer
Deutung dieser Befunde soll in der Diskussion vorgenommen
werdeno

303 040 Molekulargewichtsverteilungen, Bestimmung der
Zahl der Brüche und Vernetzungen

Die Sedimentationsverteilungen von DNA bestrahlter Phagen
in Abbildung 15 hatten gezeigt, daß nach Bestrahlung so
wohl langsamer als auch schneller sedimentierende Moleküle
im Vergleich zur Sedimentationsgeschwindigkeit der unver
sehrten Moleküle entstanden wareno Da die DNA im Phagen
kopf bestrahlt wurde, war eine intramolekulare Vernetzung
zwischen zwei DNA-Molekülen nicht möglich, wohl aber in
tramolekulare Vernetzungen innerhalb eines Molekülso Dies

bedeutet, daß das Molekulargewicht durch eine solche
Reaktion nicht wie im Falle der Bestrahlung von wässrigen
DNA-Lösungen größer werden kann als das einer unbestrahl
ten Kontrolle, daß also die Erhöhung der S~-Werte nicht
gleichbedeutend ist mit einer Erhöhung der Molekulargewich
teo
Unter 301030 hatten wir beschrieben, daß mit Hilfe von
Gleichung (307) die in den Sedimentationsverteilungen ge
fundenen Werte in die zugehörigen Molekulargewichte Mi
umgewandelt und Molekulargewichtsverteilungen berechnet
werden könneuo In Abbildung 17 sind die Sedimentations
verteilungen der Abbildung 15 in Molekulargewichtsver
teilungen umgerechnet und aufgetragen wordeno Dies war
jedoch nur bei den DNA-Präparationen möglich, deren SO_
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und [~]-Wert auf der von Eigner und Doty angegebenen
Beziehung lago Diese Moleküle besaßen also im Mittel das
gleiche hydrodynamische Verhalten wie die unbestrahlten
Kontrolleno Der Anteil der Kurvenzüge mit höherem Mole
kulargewicht als das der unbestrahlten DNA-Probe reprä
sentiert hier nach dem oben gesagten Moleküle, die durch
intramolekulare Vernetzungsreaktionen im Schwerefeld der
Ultrazentrifuge schneller sedimentieren als ungeschädigte
DNAo Solche schnell wandernden Moleküle werden, ähnlich
wie in Abbildung 15, erst bei höheren Strahlendosen sicht
bar~ Bei den Strahlendosen bis zu 100 krad sind noch Frak
tionen ungeschädigter Moleküle, die durch einen senkrech
ten Abschnitt der Verteilung angezeigt werden, erkennbar 0

Mit steigenden Dosen werden die Anteile kleiner Bruch
stücke immer größero Jedoch können auch im Molekularge
wichtsbereich unterhalb von 30 0 106 die Bruchstücke der
DNA miteinander vernetzt seino

Aus den einzelnen Molekulargewichtsverteilungen läßt sich
nun das Gewichts- und Zahlenmittel der Molekulargewichte
berechneno Mit den Gleichungen (3017) und (3018) erhält
man die Bruchwahrscheinlichkeit A und die Vernetzungs
rate Qo Die Mittelwerte von A und Q aus allen Versuchs
reihen finden sich für jede Dosis in Tabelle 3, sowie
in Abbildung 18 und 190 Hierbei sind insbesondere die
Ergebnisse nach hohen Strahlendosen zuverlässig, da bei
diesen Präparationen die meisten der Moleküle unter
30 0 106 liegen, doho sie sind in der Lösung vollständig
entfaltet 0

Abbildung 18 zeigt die Beziehung von Azur Strahlendosiso
Folgt man formal der Gleichung (3019), so kann die Dosis
effektkurve für A eine lineare und eine quadratische Kom
ponente enthalteno Die Regressionsanalyse für diese Kom
ponenten b und cergaben:

b = 2,4 0 10-11 ; c = 0,107 0 10-16
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Wie die Abbildung 19 zeigt, scheinen die Werte für die
Vernetzungsrate Q in einem weiten Dosisbereich linear an
zusteigen, erreichen also nicht wie bei der Bestrahlung
wässriger DNA-Lösungen einen Sättigungswerto Aus der Stei
gungder Q-Werte ergab sich ein q = 0,5 0 10-11 , doho die
Vernetzungsrate beträgt etwa ein Fünftel des linearen
Anteils der Doppelbrücheo Bei der Bestrahlung der DNA im
Phagen sind also die Vernetzungsreaktionen nicht nur bei
kleinen Strahlendosen durch den schnell wandernden Anteil
nicht völlig entfalteter Moleküle zu erkennen, sondern
auch bei hohen Inaktivierungsraten der Phagen durch die

Analyse der Molekulargewichtsverteilung der Bruchstückeo

30 4 0 §~~~!~E~~~_~g_g~~~~~E!~E~~g_~~2~~~E~g!~~E

~~~_2~~~E~!!~E_~~~=~2~~g~~

304 010 Schmelzpunkt und Renaturierung unbestrahlter
DNA-Lösungen verschiedener Herkunft

Die Strahlenschäden der Desoxyribonukleinsäure werden
durch die Analyse der Brüche und der Vernetzungen nur
zum Teil erfaßto Neben der Schädigung der Basenstruktur
interessiert auch die Stabilität der Wasserstoffbrückeno
Aussagen darüber erhält man insbesondere durch die Bestim
mung der optischen Dichte der DNA bei verschiedener Tem
peraturo

Der Übergang von der Helix- zur Knäuelform wird durch
das Schmelzprofil und den Schmelzpunkt Tm beschriebeno
Je höher Tm ist, desto stabiler ist die Helixform der
DNA-Ketteo Tm ist vom Salzgehalt der Lösung abhängig,
sowie auch vom Gehalt an Guanin und Oytosin in der DNAo
Marmur und Doty (1959) konnten eine lineare Beziehung
zwischen dem GO-Gehalt und dem Schmelzpunkt feststellen,
so daß aus dem Tm einer DNA-Probe ihr GO-Gehalt bestimmt
werden kanno Ferner prüften wir die Renaturierung einer
DNA-Probe beim langsamen Abkühlen der DNA-Lösungo
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Um einen Überblick über das Verhalten nativer DNA ver
schiedener Herkunft während der Hitzedenaturierung und
Renaturierung zu erhalten, fertigten wir Schmelzprofile
von T1-, T4- und Kalbsthymus-DNA-Lösungen (Konzentration
100 ~g/ml) an und maßen die Veränderung in der Extinktion
während des langsamen Abkühlenso

In Abbildung 20 sieht man, daß die Schmelzprofile von T1
und T4-DNA sehr steil verlaufen, doho die Extinktionser
höhung verläuft in einem relativ engen Temperaturbereich
verglichen mit der breiten Übergangszone von Kalbsthymus
DNAo

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 Probeno Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3 aufgeführt und den Werten anderer Auto
ren gegenübergestellto Es ergibt sich eine gute Überein
stimmungo

Als Maß für die Vollständigkeit der Renaturierung diente
uns der Prozentsatz, zu dem nach dem Abkühlen die Aus
gangsextinktion vor dem Erhitzen wieder erreicht wirdo
Die Werte sind in Tabelle 4 aufgeführto

Bei T1- und T4-DNA wird die Ausgangsextinktion zu über
80 % wieder erreicht, bei Kalbsthymus~DNAnur zu 56,5 %0

Um den Vorgang der Renaturierung besser beschreiben zu
können, gingen wir folgendermaßen vor: Wir bestimmten
den Temperaturanstieg in °c, der nötig ist, um die Extink
tion des Schmelzpunktes zu erreicheno Diese Temperatur
differenz setzten wir in Beziehung zu dem Temperaturinter
vall, der bei der Renaturierung bis zum Wiedererreichen
der Extinktion des Schmelzpunktes festzustellen isto
So ist zoBo bei T4-DNA von der Aus gangsextinktion bis zur
Extinktion des Schmelzpunktes ein Temperaturanstieg von
4 °c (von 80 0 auf 84 °C) nötig, zum Wiedererreichen dieser
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Extinktion bei der Renaturierung dagegen eine Temperatur
erniedrigung von 30 oe (von 91 0 auf 61 °e)o Die Renatu
rierung benötigt also eine 7,5 mal größere Temperaturdif
ferenz als die Denaturierung0 Bei T1-DNA ließ sich dieser
Faktor zu 3 und bei Kalbsthymus-DNA zu 8,7 bestimmeno Er
besagt, daß die Renaturierung bei T1-DNA viel leichter
von statten geht als bei T4-DNA und bei Kalbsthymus-DNAo

Voraussetg;ung für einen solchen Vergleich wäre streng
genommen, daß die Aufhei~- und die Abkühlungsgeschwindig
keit gleich groß sind 0 Das war in unseren Versuchen aus
technischen qrÜllden nicht möglicho (Aufheizzeit 45 Minu
ten, Abkühlungszeit 120 Minuten)o Es konnte jedoch in
unserem Institut gezeigt werden (Mo Ullrich, perso Mittei
lung), daß, wenn man die Renaturierung bei 55 oe unter
bricht und für drei Stunden die Lösung bei dieser Tempera
tur beläßt, sich nach weiterer Abkühlung nahezu keine
Änderung der Extinktionswerte verglichen mit einer ste
tigen Abkühlung ergibt 0 Der Renaturierungsvorgang scheint
also, zumindest ir;merhalb weiter Zeit-Bereiche, lediglich
eine Funktion der Temperaturerniedrigung zu seino

304020 Schmelzpunkt und Renaturierung bestrahlter DNA
Lösungen

Es ist bekannt, daß ionisierende Strahlen einen Einfluß
auf die Stabilität der Wasserstoffbrücken zwischen den
komplementären Basenpaaren habeno Nach Bestrahlung wäss
riger Lösungen von DNA erfolgt die Erhöhung der Extink
tion schon bei tieferen Temperatureno Damit ist eine Er
niedrigung des Schmelzpunktes verbunden (Hagen und Wild,
1964) 0

Wir interessierten uns nun für die Strahlenempfindlich
keit der Wasserstoffbrücken wässriger Lösungen von T1-DNA
im Dosisbereich bis 7,7 krad und für den Einfluß des
Strahlenschadens auf die Renaturierbarkeit der DNAo In
der Abbildung 21 sind die Schmelz- und Renaturierungs-
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kurven von unbestrahlter DNA-Lösung (T1) und von bestrahl
ten DNA-Lösungen (2 krad, 4 krad und 7,7 krad) aufgetra
geno Die Kurven für 1 krad wurden der Übersichtlichkeit
wegen nicht eingezeichnet, da sie nahezu mit denen der
Kontrolle übereinstimmeno
Zunächst stellten wir fest, daß während der Bestrahlung
keine Änderung der Extinktion der Lösungen erfolgt war 0
Entsprechend den Befunden von Hagen und Wild (1964) be
gann die Erhöhung der Extinktion bei der Erwärmung schon
bei tieferen Temperaturen und die Schmelzpunkte sanken
mit steigenden Doseno Der Vorgang der vollständigen Dena
turierung erfolgte über einen immer breiter werdenden
Temperaturbereicho

Die Renaturierung der bestrahlten DNA werteten wir mit
dem in 3 04 010 beschriebenen Verfahren auso Bei der unbe
strahlten DNA und nach Bestrahlung mit 1 und 2 krad ist
für die Renaturierung die 3-fache Temperaturdifferenz
notwendig als für das Schmelzen (siehe Tabelle 5)0 Nach
4 krad beträgt dieser Faktor nur noch 2 und nach 7,7 krad
1,70 Dabei scheint der Einfluß des Strahlenschadens vor
wiegend eine Verzögerung der Denaturierung zu bedingen,
weniger ein leichtere Renaturierungo
Das Ausmaß der Renaturierung in Abhängigkeit von der Dosis
ist ebenfalls in Tabelle 5 aufgeführto Während die An
fangs extinktion der Kontroll-DNA etwa zu 90 % erreicht
wird, wird sie bei 7,7 krad nur noch zu 75 %wieder er
reichto

304030 Schmelzpunkt und Renaturierung von DNA
bestrahlter Phagen

Um einen Überblick über die Strahlenempfindlichkeit der
Wasserstoffbrücken der DNA in vivo zu erhalten, bestimm
ten wir die Schmelz- und Renaturierungskurven der aus
bestrahlten Phagen isolierten DNAo Im Gegensatz zu den
unter 304010 und 304020 beschriebenen Versuchen wurde
aus technischen Gründen hier nicht bei 100 ~g/ml, sondern
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bei 20 ~g/ml gemesseno Die Änderung der Konzentration hat,
wie aus der Abbildung 22 ersichtlich ist, auf das Schmelz
verhalten der unbestrahlten DNA keinen Einflußo Sowohl
der Temperaturintervall bis zum Erreichen der Extinktion
ATDen = 6 oe, als auch der Schmelzpunkt Tm = 89,5 oe ist
der gleiche (vglo Tabelle 5 und 6)0 Jedoch verläuft die
Renaturierung verzögert (Faktor der Temperaturdifferenz =

4 statt 3) und die Ausgangsextinktion wird nur zu 73,3 %
wieder erreichto Die Rekombination der Einzelstränge zu
einer Doppelhelixstruktur ist wahrscheinlich durch den
größeren Abstand der Moleküle in der verdünnten Lösung
erschwert 0

Änderungen der Schmelzkurven der DNA sind nach Bestrah
lung der Phagen erst nach 500 krad festzustellen (Tabo 6)0

Die Denaturierung setzt dann bei tieferen Temperaturen
ein und der Schmelzpunkt sinkto Die Renaturierung ist
erst ab 750 krad veränderto Sie ist unvollständiger, auch
benötigt sie größere Temperaturdifferenzeno Im Verhältnis
zur Denaturierung wird sie jedoch weniger beeinflußt, so
daß das Verhältnis der benötigten Temperaturdifferenzen
geringer wird, ähnlich wie nach Bestrahlung von DNA-Lö
sungeno

4 0 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
tät aufgestellt werdeno Dabei sollten Doppelbrüche in der
DNA-Helix, eventuell auftretende inter- oder intramole
kulare Vernetzungsreaktionen und Schäden der Wasserstoff
brücken zwischen den DNA-Einzelsträngen im Vordergrund
des Interesses steheuo Als Untersuchungsmaterial wählten
wir die DNA eines möglichst einfachen biologischen Objektes,
welches einerseits erlaubte, direkte sowie indirekte Strah-
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lenwirkungen ohne stoffwe6hselbedingte Sekundärprozesse
zu erfassen unu artdererseits als GrundmaueIl rür funktio
nell höher entwickelte Zellen gelten konnteo Aus folgen
den Gründen erschienen uns T1-Eakteriophagen als gühstiges
Untersuchungsmaterial:

ao Die biologischen Strahlenreaktionen von T1 ....Phagen sind
schon gut untersucht worden (notz, 1966)0

bo Bakteriophagen haben keinen eigenen Stoffwechselo

co T1~Phagen lassen sich in großen Mengen einfach ge
winneno

da Die biologische Aktivität, doho die Koloniebildungs
fähigkeit, kann relativ genau und ohne großen Aufwand
getestet werdena

eo T1-DNA mit einem Molekulargewicht von 30 x 106 läßt
eich einfach, doho ohne mechanische Degradierung iso
lieren und handhabeno

fo Die DNA-Moleküle aller Phagenpartikel haben das gleiche
einheitliche Molekulargewicht, so daß strahlenbedingte
Veränderungen der DNA leichter erfaßbar werden und die
theoretische Analyse der Befunde vereinfacht wirdo

Unsere Überlegungen zu den Ergebnissen gliedern sich in
vier Teile:

4 010 Beschreibung der Methode der Molekulargewichtsbe
stimmung und der Aufstellung von Sedimentations
und Molekulargewichtsverteilungen,

4 0 20 Untersuchung der molekularen Veränderungen der DNA,
die in wässriger Lösung bestrahlt wurde,

4030 Beschreibung der strahlenbedingten Veränderungen
von DNA bestrahlter Phagen und ihre Beziehung zur
biologischen Inaktivierung der Phagen,

4040 Untersuchungen über die direkten und indirekten
Strahlenschäden der Wasserstoffbrückeno
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und Molekulargewichtsverteilungen
------------------------------~--

401010 Molekulargewichtsbestimmung

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes empfahl sich die
Kombination zweier voneinander unabhängiger Untersuchungs
methoden: Viskositätsmessungen und Sedimentationsanalyseno
Die Verwendung der Viskositätsmessungen allein ist unbe
friedigend, da native DNA durch strahlenbedingte Ereig
nisse eine andere Molekülform erhalten könnte, die die
Viskosität erheblich beei~~lußt, ohne d~8 sich aber das
Molekulargewicht änderto

Die Molekülkonfiguration ist aber ohne Bedeutung, wenn
man neben der Viskosität auch die Sedimentationskonstante
bestimmt und aus beiden Größen das Molekulargewicht be
rechneto Stärker geknäuelte Moleküle haben zwar eine gerin
gere Viskosität als entfaltete Moleküle, sie sedimentieren
aber schneller ° Wie von Mandelkern und Flory gezeigt wurde,
ist jedoch das Produkt sO[~]1/3 unabhängig von der Molekül
form und kann zur Berechnung des Molekulargewichtes be
nutzt werdeno

Man erhält damit allerdings nur einen Mittelwert des Mole
kulargewichtes, Ms~' der etwa dem Gewichtsmittel Mw ent
spricht 0 Zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit von Brüchen
benötigt man jedoch das Zahlenmittel Muo Bei einem sta
tistischen Abbau der Moleküle durch die Bestrahlung ist
Mw = 2 Mno Liegen jedoch Vernetzungen neben den Brüchen
vor, so ist Mw > 2 Mn" Da diese möglichweise nach Be
strahlung auftreten, war es wünschenswert, die Verteilung
der Bruchstücke der bestrahlten DNA zu bestimmen, um
daraus Mw sowie auch Mn zu berechneno
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401020 Sedimentations- und Molekulargewichts
verteilungen

Eine Analyse des in der Zentrifugenzelle erhaltenen Gra
dienten erlaubt nun die Bestimmung der Molekulargewichts
verteilung 0 Bei dieser Analyse müssen einige Korrekturen
vorgenommen werden, wie im ersten Teil der Ergebnisse dar
gestellt wurdeo Man erhält zunächst eine Verteilung der
Sedimentationskonstanten des Moleküls, die für eine bestimm
te Konzentration der DNA-Moleküle gilt (Sapp,i-Werte) 0

Hierbei ist die infolge der Sektorform der Zelle statt
findende Verdünnung der DNA-Lösung bereits b~~üc~sichtigto

Es läßt sich ferner zeigen (Hagen, 1967), daß die Diffu
sion der Moleküle am Gradienten praktisch keine Rolle
spielt, wenn man lange genug zentrifugierto Dann wird näm
lich die gleiche Verteilung erhalten wie nach einer Extra
polation der Sapp,i-werte auf unendliche Zeit, wie für die
Eliminierung der Diffusion zu fordern wäreo

Diese Verteilung der Sapp,i-Werte wird nun auf die Ver
teilung der S-Werte bei der Konzentration Null extrapoliert
(S~)o Es wurde gezeigt, daß dies mit einem rechnerischen
Verfahren geschehen kann, wenn die Konzentrationsabhän-
gigkeit der Mittelwerte von S (Sap 0 5) bekannt isto

o app p"
Aus der Verteilung der Si-Werte errechnet sich dann die
Molekulargewichtsverteilung nach einer empirischen Glei
chung SO = As MBso Diese Konstanten As und Bs ergeben
sich aus einer vergleichenden Molekulargewichtsbestimmung
durch s3,5 und der Viskositäto Obwohl DNA-Moleküle in dem
gleichen-Lösungsmittel eine ähnliche Konfiguration be
sitzen und deshalb As und Bs aus einer großen Zahl von
Ms~-Bestimmungen ziemlich sicher ermittelt werden kann,
erwies es sich doch als zweckmäßig, durch unsere ver
gleichende Viskositätsmessungen die Richtigkeit der Kon
stanten für jedes einzelne DNA-Präparat nachzuprüfeno
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Voraussetzung war allerdings eine zuverlässige Bestimmung
der Viskosität. Da die großen DNA-Moleküle eine erheb
liche Strukturviskosität besitzen, mußten die bei der
Messung erhaltenen Daten auf die Scherkraft (s) = 0 extra
poliert werden. Das war bei dem von Aten und Cohen (1965)
beschriebenen Kapillarviskosimeter auch möglich, die Extra
polation war aber sehr unsicher. Wesentlich besser war das
von Zimm und Crothers (1962) entwickelte Rotationsvisko
simeter, bei dem die dabei auftretenden Scherkräfte so ge
ring sind, daß sich eine Extrapolation auf (s) = 0 erübrig
te ..
Die Beziehung von SO und [~J beicinem bestimmten DNA

Präparat (vgl. Abb. 14) erlaubt, einige allgemeine Aus
sagen über die Molekülform zu machen. Wie sich bei der
Bestrahlung von DNA-Lösungen ergab, ändert sich die Mole
külform nur wenig, obwohl zahlreiche Brüche der Einzel
kette, der Doppelhelix oder auch Vernetzungen auftreten..
Die gemessenen Werte von SO und [~J liegen auf der Mittel
wertskurve von unbestrahlten DNA-Präparaten anderer Auto

ren (Eigner und Doty,1965; Weinert, 1967). Offenbar wird
hier die Molekülform weniger durch die Beweglichkeit des
Moleküls bestimmt, als durch die Abstoßung der Ketten von
einander, die von dem verwendeten Puffer abhängig ist.
Nach Bestrahlung der Phagen ergab sich allerdings für die
aus ihnen isolierte DNA z.T. erhebliche Abweichungen von
der Mittelwertskurve. Auf sie soll später noch eingegan
gen werden.

Die aus der Umrechnung von SO zu M erhaltenen Molekular
gewichtsverteilung ermöglichte anschließend, die uns
interessierenden Mittelwerte Mund M zu bestimmen. Dafürw n
wurden aus 2 - 3 Zentrifugationen mit verschiedener Kon-
zentration jeweils 2 Aufnahmen ausgewertet. Die Überein
stimmung der einzelnen Meßpunkte (vgl. Abb. 7) bestätigte
die Zuverlässigkeit des Verfahrens.
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Aus den in Abbildung 7 und 8 gezeigten Molekulargewichts
verteilungen ist ersichtlich, daß nach Bestrahlung wässri
ger DNA-Lösungen Moleküle mit kleineren und mit größerem
Molekulargewicht gebildet werdeno Das legt die Vermutung
nahe, daß nach den in der Einleitung beschriebenen Radi
kalmechanismen Brüche in der DNA-Kette entstehen (Schema
6) und sich Vernetzungen (Schema 7) ereigneno

Nach Bestrahlung in verdünnten Lösungen sind Doppelbrüche
erst dann zu erwarten, wenn Brüche in der Einzelkette
auftreten und diese sich entweder gegenüberliegen oder
sich in der näheren Umgebung befinden4 Dabei werden die
zwischen den beiden RadikalstelIen liegenden Wasserstoff
brücken aufgespaltenoHagen {1967) konnte zeigen, daß die
Zahl der Einzelbrüche linear mit der Dosis ansteigt und
daß sich bei Anhäufung der Einzelbrüche in den Einzel
strängen Doppelbrüche bilden, deren Zahl quadratisch mit
der Dosis anwächste

Die von Hagen aufgestellte Gleichung für die Bruchwahr
scheinlichkeit der Doppelhelix A = (kD+ß)2n (3e13) ließ
sich formal auf unsere Ergebnisse anwenden0 Unter Verwen
dung der gefundenen Mn und Mw-Werte konnten Gleichungen
für die Bruch- und Vernetzungswahrscheinlichkeit aufge
stellt werden, in denen deren gegenseitige Beeinflussung
berücksichtigt wurde (3017; 3e18)0 Die berechneten Werte
für A sind in Abbildung 9 für zwei Versuchsreihen in Be
ziehung zur Dosis aufgetragene Doppelbrüche entstehen ein
mal quadratisch mit der Dosis (n p2D2) (so Gleichung 3013)
sowie linear mit der Dosis (2npßD)0 Der Anteil der Doppel
brüche, der bereits vor der Bestrahlung vorhanden war,
konnte bei unseren Versuchen nicht sicher best~mmt werden
und wurde nicht weiter berücksichtigte Bei unserer 1so

lierungsmethode war die Wahrscheinlichkeit für das Auf-
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treten solcher Brüche recht gering und für die Berechnun
gen vernachlässigbar (so So 31).

Aus Abbildung 9 ist b :::: 2npß (so Gleichung 3.19) und c ::::
np2 bestimmbar (vgl. S. 33). Damit kann die Bruchrate p
pro Monomer (Nukleotid) und pro rad bestimmt werden
(unter der Annahme, daß n :::: 7 (Hagen, 1967)); c :::: 0,80·
10-12 (1. Serie) und c :::: 1,90 • 10-12 (2. Serie).

Dann ist:

p2 :::: ~ :::: 0,80 • 10-12
n 7 p = 0,338 • 10-6 (1. Serie)

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 Überlegungen aus:
DerG-Wert ist 1, wenn 0,62 .1012 Ereignisse pro rad und
cm3 aufgetreten sind. Die Konzentration der DNA während
d.er Bestrahlung betrug 200 IJ. g/ml. Legt man das Molekular
gewicht nativer T1-DNA zugrunde, so enthält 1 ml 4,02 •
1012 DNA-Moleküle. Das mittlere Molekulargewicht eines
Nukleotidpaares ist 617. Demnach enthält 1 ml DNA-Lösung
1,95 • 1017 Nukleotidpaare oder 3,9 • 1017 Nukleotideo
Die Anzahl der Einzelbrüche pro rad und ml ist dann
0,338 • 10-6 x 3,9 • 1017 :::: 1,32 • 1011 • Daraus ergibt
sich ein G(p)-Wert für die Einzelbrüche von 0,216, d.ha
pro 100 eV absorbierter Energie finden 0,216 Einzelbrüche
statt. Für die 20 Serie erhält man auf entsprechende Weise

den G(p)-Wert von 0,33.

-48,1 010

1,32 0 10-3

2,57a10-9:G(b) =

= 4,22 0 10-9 :G(b) ::::für die 2. Serie mit b

Für die Betrachtung der Doppelbrüche im linearen Anteil
der Abbildung 9 beziehen wir die Berechnungen auf die
Nukleotidpaare, da an einem Doppelbruch ja beide Nukleotid
stränge beteiligt sind.
Es ergibt sich dann
für die 1. Serie mit b ::::
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Es sei hier nochmals betont, daß die G-Werte für die Ein~

zelbrüche nicht durch direkte Messungen der Einzelbruch
raten bestimmt wurden, sondern über die für die Entstehung
der Doppelbrüche gemachten Annahmeno Dennoch sind die Werte
ähnlich dem von Hagen (1967) bestimmten G-Wert von 0,270

Der Unterschied der Strahlenempfindlichkeit der 10 und
20 Serie läßt sich nicht eindeutig erklären0 Die erste
Serie zeigt eine deutlich geringere Strahlenempfind~ich

keit als die zweiteo Es kann dazu nur bemerkt werden, daß
beide Serien mit verschiedenen DNA-Präparationen durchge
führt wurden 0 Geringe Verunreinigungen an niedermolekula
ren Bestandteilen können eine gewisse Schutzwirkung über
nehmen 0 Im gleichen Sinne könnten unterschiedliche Protein
gehalte in beiden Lösungen wirkeno Dieser unterschiedliche
Proteingehalt verschiedener DNA-Präparate ist nicht zu
vermeiden,da die Scherempfindlichkeit derDNA eine inten
sive Reinigung verboto

Die in Tabelle 2 aufgeführten Werte für A und Q der zwei
ten Serie für N2 und 02 lassen keine wesentlichen Unter
schiede zwischen beiden Gasatmosphären erkennen 0 Auch die
Form der Molekulargewichtsverteilungen unterscheidet sich
nur unwesentlicho Jedoch ist auf Grund der wenigen Messun
gen noch nicht eindeutig, ob die Bestrahlung unter Sauer
stoffatmosphäre ohne Einfluß auf das Verhältnis von Brü
chen und Vernetzungen bleibto Dazu müßte eine intensivere
Begasung der Proben vielleicht auch während des Bestrah
lungsvorganges gewährleistet werdeno Dies stößt allerdings,
wie schon erwähnt, auf technische Schwierigkeiten, da da
bei die Scherkräfte möglichst gering gehalten werden soll
teno

Betrachten wir die Molekulargewichtsverteilungen der
10 Serie in der Abbildung 8, so können wir annehmen, daß
im Molekulargewichtsbereich unterhalb von 29 0 106 vorwie
gend Bruchstücke unterschiedlicher Länge entstanden sind
(nach Schema 6, Einleitung) 0 Jedoch können auch diese
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Moleküle teilweise vernetzt sein (Schema 7)0 Die resul
tierenden Bruchstücke können in dieser Hinsicht nicht
durch eine Molekulargewichtsverteilung unterschieden wer
deno Bei den Molekülen oberhalb des Molekulargewichtes
von 29 0 106 fällt auf, daß nahezu keine Moleküle mit
Molekulargewichten oberhalb von 60 0 106 entsteheno Das
wird verständlich, wenn man berücksichtigt, daß Brüche
gegenüber den Vernetzungen überwiegeno Die Wahrscheinlich
keit für die Vernetzung zweier Moleküle ohne Bruch ist
also sehr kleino

Die auftretenden Vernetzungen können nun einmal zwischen
zwei verschiedenen Molekülen stattfinden, daneben könnten
aber auch Vernetzungen innerhalb eines Moleküls entsteheno
Nimmt man einmal an, daß die DNA-Knäueletwa kugelförmige

7-:
Gestalt haben (V = 4/3 TI r?) und sich nicht weiter als
2 rnähernkönuen, so kann man eine Grenzkonzentration
berechnen, bei der sich die Moleküle gerade noch berühren
und intermolekulare Vernetzungen gerade noch stattfinden
können 0 Unterhalb dieser Konzentration nimmt die wahrschein
lichkeit für intermolekulare Vernetzungen stark ab, ent
sprechend steigt der Anteil von intramolekularen Vernet
zungeno Bei der Grenzkonzentration nehmen die Moleküle
nach Rosenbloom und Schum~~er (1967) 74 %des Gesa~tvo

lumens eino Die Autoren geben eine Formel für den "radius
of gyration" an:

r = [717 0 M/200] 1/3/ V6'

Wir berechneten daraus diese Grenzkonzentration
T1-DNA zu etwa 120 j.Lg/ml, doho also, daß die Moleküle
bei 200 j.Lg/ml ineinander verknäuelt sein mußteno Inter
molekulare Vernetzungen sind also bei dieser Konzentra
tion wahrscheinlicher als intramolekulare Rekombination
von Radikalestelleno
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Aus Abbildung 10 ist ersichtlich, daß die Werte für Q
zunächst linear mit der Dosis ansteigen und dann, sieht
man von den zwei deutlichen Abweichungen der 20 Versuchs
serie einmal ab, einen Sättigungswert erreicheno Die An
fangssteigung der Q-Werte ergibt q = 1,5 0 10-9 , doho die
Vernetzungsrate beträgt etwa die Hälfte bis ein Drittel
des linearen Anteils der Doppelbrücheo E9 scheint, daß
Vernetzungen bei der Bestrahlung verdünnter DNA-Lösungen
nur bei kleinen Dosen eine Rolle spieleno Bei höheren
Dosen überwiegt der quadratische Anteil de~ Doppelbrüche
und damit die Gesamtzahl der Brüche gegenüber den Ver
netzungeno Durch die damit verbundene Verkleinerung der
Molekülradien sinkt auch die Wahrscheinlichkeit einer
intermolekularen Vernetzung, so daß schließlich über
haupt keine neuen Vernetzungen mehr entsteheno

Als G-Wert fürVernetzungsrate pro Nukleotid ergibt sich
aus der Anfangssteigungder Q-Werte in Abbo 10: q = 1,5 0

10-9

-49,45 0 10

Da an jedem Vernetzungsereignis zwei Monomere (Nukleotide)
beteiligt sind, ist der G-Wert für die tatsächlich auf
tretenden Vernetzungen:

-4
G = 4,7 0 10

Gegenüber dem Bruch der Einzelkette sind also Vernetzun-
gen sehr selten, obwor~ sie das Mcle~~largewicht großer

DNA-Moleküle stark veränderno Vernetzungen wurden bisher
nur an trocken bestrahlter DNA (Hagen und Wellstein 1965)

und an DNA-Gelen beschrieben (Lett uoao 1961, Lett und
Alexander 1961)0 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der
DNA bestrahlter Lösungen ergaben zusätzlich Hinweise, daß
Vernetzungen auch in verdünnten wässrigen Lösungen ent
stehen (Das Gupta uoao 1966)0
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4 030 Beschreibung der strahlenbedingten Veränderungen
---~----~--------------------------------------------
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4 03010 Die biologische Inaktivierung

In 303010 hatten wir beschrieben, daß die Inaktivierung
von T1-Phagen bei direkter Strahlenwirkung in 5 x NB und
in 0,1 m Histidinlösung einer Eintrefferexponentialfunk
tion folgto Um Vergleiche unserer Ergebnisse mit in der
Literatur angegebenen anstellen zu können, eignet sich
wiederum der G-Werto Man kann die D

37
unter Verwendung

der Masse des Bestrahlungsobjektes mit Hilfe der GleichULDg

in den G-Wert umrechneno Hierbei ist m = die Masse des
T1-Phageno
Wir konnten als Dosis, bei der noch 37 %der T1-Phagen
überleben, für beide Bestrahlungsmedien den Wert D

37
=

95~rad ermittelno Dieser Wert befindet sich in Überein
stimmung mit dem von Hotz und Zimmer (1963) für 5 x NB
angegebenen Werto Für die Masse der DNA pro T1-Partikel
ergibt sich aus dem Molekulargewicht 30 0 106 der Wert
0,5 0 10-16 g 0 T1-Phagen bestehen etwa zur Hälfte aus
DNAo Die Gesamtmasse des T1-Phagen m ist also 1,0 0 10-16go
Durch die Bestrahlung mit 1 rad werden in proteinumhüllten
Organismen 6,12 0 1011 0 102 eV Energie absorbierto Danach

errechnet sich für die biologische Inaktivierung der Pha
gen bei direkter Bestrahlung ein G-Wert

= 0,172

Für ein Inaktivierungsereignis ist also der Energiebedarf
von etwa 580 eV notwendigo
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Betrachten wir nun nicht den ganzen Phagen, sondern nur
die DNA als kritisches Target, so muß die Berechnung des
G-Wertes auf die Masse der im Phagen befindlichen DNA mit
m = 0,5 • 10-16 g bezogen werden. Es ergibt sich dann ein
G-Wert:

100
G = ---........------1~6------1-0--~1~6 = 0,344

95 • 6,12 • 10 • 0,5 •

Der Energiebedarf für die biologische Inaktivierung der
DNA im Phagen ist damit etwa 290 eVa

4.3.2. Die Bestimmung von Doppelbrüchen und
Vernetzungen aus dem Gradienten

In der Abbildung 13 hatten wir die Anzahl nicht geschä
digter Moleküle in Beziehung zur Prozentzahl der überle
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 Doppelbrüche
auf. Diese Berechnung ist jedoch nicht sehr zuverlässig,
da die Anfangsneigung der Kurve nicht genau bestimmt wer
den kann. Zweckmäßiger ist folgende Überlegung: Nach Schulz
(1942) ist der Anteil der nicht degradierten DNA N/No =

e-APo. Dies gilt im wesentlichen auch, wenn gleichzeitig
Vernetzungen entstehen. Der Anteil der weder gebrochenen
noch vernetzten Moleküle ist dann:

-(AP01 2Po)
N/No = e

Trägt man die aus den Gradienten ermittelten Prozentantei-
le der unversehrten Moleküle im halblogarithmischen Maß
stab gegen die Dosis auf (Abbildung 23, halbgeschlossene
Symbole), so ergibt sich eine Gerade mit der D37 = 345 krad,
die flacher verläuft als die Dosiseffektkurve für die Inak
tivierung der Phagen. Man erhält einen G-Wert von

G = 100 16 16 = 0,095
345 • 6,12 • 10 • 0,5 • 10-
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Der benötigte Energiebedarf dafür, daß entweder ein Dop
pelbruch oder ein Vernetzungsereignis entsteht, beträgt
1050 eVo

Aus dieser Darstellung läßt sich der Anteil der Doppel
bruch- oder Vernetzungsereignisse an der Inaktivierung
der DNA exakter bestimmeno Er beträgt 27,5 %0

403030 Die Bestimmung von Doppelbrüchen und Vernetzungen
aus den Molekulargewichtsverteilungen

Wir hatten gesehen, daß sich aus den Molekulargewichts
verteilungen mit den Gleichungen (3017) und (3018) die
Doppelbruch- und Vernetzungsraten bestimmen lasseno Aus
der Darstellung A = f (D) ließ sich ein linearer Anteil
b = 2,4 0 10-11 und ein quadratischer Anteil der Doppel
brüche c = 0,107 0 10-16 entnehmen 0 Aus der Größe b, die
als Anfangssteigung der ~-kti~n A = f (D) unabhängig
von der Dosis ist, läßt sich ein Mindestwert für den G
Wert der Doppelbrüche berechnen:

G = 0,039

Der benötigte Energiebedarf beträgt 2560 eVo Diese linear
mit der Dosis steigende Anzahl an Doppelbrüchen tragen
etwa 11,3 %zu der Inaktivierung der DNA beio

Schwieriger ist die Bestimmung der Doppelbrüche, die
quadratisch mit der Dosis zunehmen 0 Berechnet man aus c
die Dosiseffektkurve der Doppelbrüche, die quadratisch
mit der Dosis erfolgen, so kap~ man in grober Näherung
aus der Steigung der Kurve im Bereich von 700 - 1000 krad,
in dem dieser Doppelbruchanteil stark ins Gewicht fällt,
den G-Wert berechnen

G = 0,030

Dieser G-Wert kann allerdings nur als Orientierungswert
für den quadratischen Anteil der Doppelbrüche dieneno
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Aus der Darstellung der Vernetzungsrate gegen die Dosis

konnten wir q = 0,5 0 10~11 ermittelno Hieraus kann der

G-Wert für die an den VernetZtihgeri beteiligten Nukleotide
bestimmt werden:

G = 0,0157

Da an jedem Vernetzungsereignis zwei Monomere (~ Nukleo~

tide) beteiligt sind, ist der G-Wert für die tats~chlich

auftretenden Vernetzungen:

G = 0,008

Der hierfür erforderliche Energiebedarf beträgt 12 700 eVo
Der Anteil der Vernetzungsereignisse an der biologischen
Inaktivierung ist demnach etwa 2,3 %0 Trotz der Fehler,
die bei der Bestimmung dieses Strahlenschadens auftreten
(siehe Abbildung 19), kann man jedoch sagen, daß dieser
Strahlenschaden gegenüber den Doppelbrüchen nur einen ge
ringen Einfluß auf den Inaktivierungsmechanismus besitzto

In 303030 hatten wir beschrieben, daß einige der von uns

gemessenen S~o,w, 0,5 und [~J-Werte stark von der durch
gezogenen Kurve in Abbildung 14 abweicheno Es müßte noch
geprüft werden, ob dieses abweichende thermodynamische
Verhalten dieser DNA-Präparationen nicht auch auf Ver
klebungen der DNA mit dem Hüllprotein des Phagen während
der Bestrahlung zurückzuführen isto Dazu müßten die DNA
Präparationen nach dem Isolierungsprozeß mit einem protein
abbauenden Enzym behandelt werden, wodurch die verklebten
Proteinreste an der DNA schonender als durch weitere Phenol
behandlungen abgetrennt werden könnteno

Berechnet man mit Hilfe der aus den Molekulargewichts
verteilungen gewonnenen Größen A und Q die Anzahl der
nicht geschädigten Moleküle nach N/No = e-(APo + QPo)

und trägt diesen Wert halblogarithmisch gegen die Dosis
auf (Abbildung 23, offene Symbole), so ergibt sich eine
Schulterkurveo Hier kommt der quadratische Anteil der
Doppelbrüche zum Vorscheino Es ist allerdings nicht er-
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wiesen, ob dieser ebenso durch die Entstehung benachbarter
Einzelbrüche bedingt ist, wie bei Bestrahlung wässriger
DNA-Lösungen oder ob zwei Primärionisationen auch bei einer
anderen räumlichen Anordnung zum Doppelbruch führene

403040 Kritik der Auswertung

Aus der Abbildung 23 ist ersichtlich, daß die Dosiseffekt
kurven, die einmal durch die Auswertung der Gradienten und
einmal durch die Auswertung der Molekulargewichtsverteilun
gen gewonnen wurden, voneinander abweicheno Betrachtet man
die Abbildungen 12, a, b, so läßt sich erkennen, daß die
Bestimmung des geradlinigen Anteils des Gradienten mit er-
heblichen Fehlermöglichkeiten verbunden ist (siehe 303020)0
Wahrscheinlich wird dieser Anteil zu gering eingeschätzte

Bei der Auswertung der Molekulargewichtsverteilung ergeben
sich ebenfalls Fehlermöglichkeiteno In der Abbildung 24
haben wir zum Vergleich die Molekulargewichtsverteilungen
einer mit 4 krad bestrahlten DNA-Lösung (geschlossene
Symbole) und die Verteilung von DNA, die aus mit 350 krad
bestrahlten Phagen isoliert wurde,aufgetragen. Es fällt
auf, daß besonders nach Bestrahlung in vivo beide Vertei
lungen nicht mit Mi = ° beginnen, doho daß sehr kleine
Molekül-Bruchstücke nicht in Erscheinung treteno Nach der
theoretischen Ableitung einer Molekulargewichtsverteilung
für statistisch abgebaute Polymere (Schulz 1942) sind je
doch auch bei kleinen Abbauraten sehr kleine Bruchstücke

mit Molekulargewichten bis Mi = ° zu erwarteno Berechnet
man einmal Rn einer theoretischen Verteilungskurve den Mn
und den M -Wert und daraus die Werte für A und Q nachw
(3017) und (3.18) unter Vernachlässigung der kleinen Mole-
kül-Bruchstücke, so ergibt sich, daß dadurch die Bruch
rate stark herabgesetzt wird, wodurch die Dosiseffekt
kurve flacher verläufto Es ergibt sich weiter, daß durch
diesen Fehler keine Erhöhung der Vernetzungsrate auftritto
Deshalb ist nicht anzunehmen, daß Vernetzungen durch die
Vernachlässigung der kleinen Bruchstücke vorgetäuscht



- 64 -

werdeno Es kann jedoch nicht entschieden werden, ob in
unserem Falle sehr kleine Bruchstücke nicht auftreten
oder aber bei der Auswertung der UV-Aufnahmen zur Auf
stellung der Molekulargewichtsverteilungen nicht erfaßt
werden könneno

Eine gewisse Kontrolle über diese Fehlermöglichkeit ist
auch mit Hilfe der Werte von Mw möglicho Bei einer Ver
nachlässigung kleiner Bruchstücke wird nämlich Mw nur
wenig beeinflußto Bei einem statistischen Abbau eines
Kettenmoleküls sind die Veränderungen von ~n doppelt so
groß wie die von ~wo Beim Vorliegen von Vernetzungen er
höht sich dieser Faktoro Solange also die Veränderungen
von ~n nicht wesentlich unter dem doppelten Betrag der
Veränderung von ~ liegt, sind die Fehler von Mn nicht

w
zu großo Entsprechende Beobachtungen ließen sich an unse-
rem Untersuchungsmaterial auch macheno

Nehmen wir einmal an, daß die Kurve in Abbo 23, die nach
der zweiten Methode gewonnen wurde, bei hohen Dosen (etwa
ab 500 krad) in einen geradlinigen Anteil einmündet (was
durch die wenigen Meßpunkte nicht als gesichert gelten
kann), so erhält man durch Parallelverschiebung des gerad
linigen Anteils durch den Nullpunkt erneut eine Gerade mit
der De = 450 krado Unter Berücksichtigung der Fehlermög
lichkeiten beider Methoden würde dies bedeuten, daß, nach
dem sich die anfänglichen Strahlenschäden in der DNA mani
festiert haben, die Strahlenempfindlichkeit bei hohen Dosen
einen konstanten Wert annimmt, der nahe an dem der Gradien
tenmethode liegto Hieraus läßt sich ein G-Wert für die
Schäden nach hohen Dosen bestimmen:

G = 0,072

Der Energieaufwand beträgt 1390 eVo Dieser Schaden würde
mit etwa 21 % an der biologischen Inaktivierung der DNA
beteiligt seino
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4.3.5. Vergleichende Betrachtung der Ergebnisse

Für Schadensereignisse an DNA nach direkter Bestrahlung
liegen nur wenige zuverlässige Werte vor (siehe Tabelle 7).
Vergleichbare G-Werte für Doppelbrüche nach Bestrahlung
trockener DNA erhalten Lett u.ao (1961) und Hagen und
Wellstein (1965) (G = 0,125 bzw. 0,110). Einen ähnlichen
Wert finden Lett und Alexander (1961) mit G= 0,160 nach
Bestrahlung von DNA-Gelen, wobei aber indirekte Strahlen
schäden nicht ausgeschlossen werden könneno Inwieweit
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
annähernd den Verhältnissen, wie sie in der lebenden Säuge
ti~rzelle anzutreffen sind. Die G-Werte G = 0,02 - 0,03
sind in ihrer Größenordnung 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 stören.

Mit dem von Freifelder (1965) angegebenen Wert D
37

= 84
krad und mit dem vom Autor nach dem Gradientenverfahren
ermittelten Wert von 0,4 Brüchen pro inaktiviertem T7
Phagen ergibt sich unter Berücksichtigung der Masse von
T7-DNA (m = 0,6 0 10-16 g nach Stent, 1963) ein G-Wert
von 0,13. Wir erwähnten jedoch in 3.3030' daß hier nur
Bruchraten bis etwa 70 %der Phageninaktivierung berück
sichtigt wurden. Die geradlinige Extrapolation der Doppel

bruchrate auf 100 % der Phageninaktivierung erscheint uns
nicht gesichert und nicht gerechtfertigt 0 Dennoch ist der
Wert mit dem von uns mit der Gradientenauswertung gefun
denen Wert vergleichbar, da die Fehler bei der Auswer
tung relativ groß sind. Freifelder erklärt die 60 %
"anderen Schäden" mit dem Auftreten von Basenzerstörun
geno Ein Beweis wird nicht direkt erbracht. Auf Grund
unserer Ergebnisse sind Vernetzungsereignisse, die erst
nach längerer Zentrifugation im UV-Gradienten deutlich
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werden, neben eventuell auftretenden Basenschäden eben
falls an der Phageninaktivierung beteiligte Der von uns
berechnete G-Wert von 0,095 gilt entsprechend für Bruch
und Vernetzungsschäden der DNAe

Abschließend können wir auf Grund unserer Ergebnisse fest
stellen, daß etwa 0,21 - 0,27 Doppelbrüche und etwa 0,02
Vernetzungsereignisse an der biologischen Inaktivierung
der DNA beteiligt sinde Die Vernetzungen tragen also
reltiv wenig zum biologischen Strahlenschaden bei, obwohl
sie die hydrodynamischen Eigenschaften der DNA zeTe be
trächtlich beeinflussen könnene Es müssen also noch andere
Schäden eintretene Hier kommen in erster Linie Einzel
brüche und Basenzerstörungen in Frageo

~~~~_g~~~E~~2h~gg~g_g2~E_!gg!E~!~~_~~_g!E~!~~

Strahlenschädigungen der Wasserstoffbrücken
===~~~-----------~-------------------------

4 e4 0 1e Schmelz- und Renaturierungsverhalten von DNA
verschiedener Herkunft

Die Helixstruktur der beiden komplementären DNA-Stränge
wird von den Wechselkräften der TI-Elektronen zwischen
den parallel übereinander geschichteten Basen der DNA
Helix und den zwischen den komplementären Basen Adenin (A)
ThYmin (T) und Guanin (G) - Cytosin (C) bestehenden Wasser
stoffbrücken aufrecht erhaltene Da zwischen A und T zwei,
zwischen C und G jedoch drei Wasserstoffbrücken liegen,
tragen die Basen C und G einen größeren Energiebetrag zur
Stabilität der Doppelhelix be± als die Basen A undTo

Der Vorgang' der Denaturierung nativer DNA mit Erhöhung
der Temperatur besteht aus verschiedenen Schritten
(Szybalski 1967)0 Die doppelsträngige Struktur der DNA
(Form A) geht zunächst über in eine intermediäre Form
(Form B), in der die Wasserstoffbrücken mehr oder weniger
aufgebrochen sind, in der also partiell denaturierte
Zonen vorliegene Die Helixstruktur ist jedoch hierin noch
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weitgehend erhalteno Bei weiterer Temperaturerhöhung er
folgt dann die vollständige Trennung in die beiden Ein
zelstränge, die, bei schneller Abkühlung auf 0 oe oder
Formaldehydzugabe in eine Knäuelform übergeht (Form D)o
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 ~cht mehr reversibelo

A < > B ~ :> C ( )- D)

Die Extinktion der Lösung bei 260 m~ wächst nun in dem
Maße, in dem die Reaktion von A über B nach C fortschrei
tet, also während die sekundäre Struktur der DNA-Helix
mit dem Aufbrechen der Wasserstoffbrücken und mit der
Aufhebung der n-Elektronenwechselwirkung zwischen den
Basen zusammenbrichto Der Schmelzpunkt Tm, doho die Tem
peratur, bei der die Hälfte der Extinktionserhöhung er-
folgt ist, steigt dabei linear mit zuner~endem CG~Gehalt

an (Marmur und Doty 1959, 1962), so daß aus der SchJnelz
puDktbestimmung einer DNA ihr CG-Gehalt bestimmbar isto
Unsere Ergebnisse an T1-, T4- und Kalbsthymus-DNA zeigen,
daß mit dieser Bestimmungsmethode sehr genaue Werte erhal
ten werden können (siehe Tabelle 3)e

Die Breite des Überganges der Extinktionserhöhung mit der
Temperatur hängt davon ab, ob die vier Basen über denDNA
Strang homogen verteilt sind, oder ob im Strang Bereiche
mit Anhäufungen von AT oder CG existieren (Inhomogenitäts
bereiche) 0 Häufungsstellen von AT verschieben die Anfangs-
temperatur des Scbmelzvorganges nach tieferen Temperatureno

Entsprechend wird durch CG-Anhäufungen die Endtemperatur
der Erhöhung der Extinktion nach höheren Temperaturen ver
schobeno Je breiter eine solche Schmelzkurve verläuft,
desto mehr Inhomogenitätsbereiche befinden sich im DNA
Moleküle Marmur und Doty (1959) zeigten an Kalbsthymus
DNA, daß ein und dasselbe Molekül Komponenten mit unter
schiedlichem Schmelzpunkt aufweist 0 Entsprechende BefLmde
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wurden von Kit (1960) beschrieben.. Inman (1966) zeigte
an der DNA des Phagen A, daß das Öffnen von Wasserstoff
brücken bei einer bestimmten Temperatur an bestimmte Be
reiche geknüpft ist, von denen aus eine partielle Auf
trennung der beiden Komplementärstränge vor sich geht ..
Diese Bereiche sind gleichbedeutend mit Häufungsstellen
von A und To

Die Abbildung 20 verdeutlicht die Verhältnisse an T1-, T4
und Kalbsthymus-DNAo Sie zeigt die auf Inhomogenitätsbe
reiche zurückzuführende breite Übergangszone von Kalbs
thymus-DNA im Vergleich zu dem relativ steilen Anstieg
bei T1- und T4-DNAo Die Werte für den benötigten Tempera-
..l- ...L- .., ., 'T'\ --'-. Am. "" "'I ..... 1......
lJUrll1lJerVa.L.L zur lJena-vurJ..erung U'.L Den J..n TaoeLLe L.f- ..Lassen
darauf schließen, daß sich auch in der T1-DNA größere In~

homogenitätsbereiche befindeno

Die Kettenlänge der DNA hat nahezu keinen Einfluß auf die
Höhe der Schmelztemperatur und die Breite der Übergangs
zone .. Marmur und Doty (1962) vergleichen die Schmelzpro
file von unbehandelter und von einer auf 1/12 des ur
sprünglichen Molekulargewichtes degradierten DNAo Die
Kurve der degradierten Probe weicht nur unwesentlich
von der der unbehandelten Probe ab ..

Entsprechend der größeren Reaktionsfähigkeit der Basen
Cytosin und Guanin mit Formaldehyd wird eine denaturierte
DNA-Helix mit hohem CG-Gehalt schneller und vollständiger
renaturieren als denaturierte DNA-Moleküle mit höherem
AT-Gehalt 0 Diese Abhängigkeit ist auch tatsächlich beob
achtet worden (zoB .. Eigner und Doty 1965)0 Auf der anderen
Seite wird die Fähigkeit zu Renaturieren auch abhängig
sein von möglicherweise vorhandenen Inhomogenitätsbereichen
der Basen, unabhängig von einem vorliegenden hohen CG-Ge
halt ..

Nehmen wir an, daß Inhomogenitätsbereiche hohen CG-Gehaltes
sich beim Abkühlen schnell und leicht zu einer partiellen
Doppelhelixstruktur zusammenfinden, so ist die Wahrschein-
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lichkeit dafür groß, daß die übrigen Molelilllbereiche auf
Grund der schon erfolgten Fixierung ein~i_ger l101ekülab
schnitte in beiden Strängen, sich lL~regelmäBig oder über
haupt nicht komplementär zusa.IIlL1enlageJ~'n könneuo Die Rena
turierung wird also, auch werL~ ein hoher OG-Gehalt im
Gesamtmolekül vorliegt, unvollständiger v8l'laufen als bei
Molekülen mit homogener Basenverteilungo Sie \'lerden also
auch bei vollständiger Abldihlung eine erhöhte ~~tinktion

verglichen mit der Extinl~tion der l1nbehandelten Kontrolle
aufweiseno

Vergleicht man die Renaturierungskurven von T1- unn T4
DNA, so sieht man, daß infolge des geringen OG-Gehaltes
der T4-DNA die Rena~Qrierung auf einen bestir~ten Endwert
der Extinktion über einen viel weiteren Temperaturbereich
verläuft als bei T1-DNAo Doch wird auch bei TL~-DNA nahezu
das gleiche Ausmaß der Renaturierl1ng allerdings erst nach
völliger Abkühlung auf 25 °0 l'iTieder erreicht 0 Der höhere
OG,...Gehalt der T1-DNA bewirkt, daß die RenaturierLU'lg bei
T1,...DNA viel leichter vonsts.tten geht als bei TL~-DIiTAo

Ganz anders verläuft die Renaturierungskurve von Kalbs
thymus-DNAo Entsprechend dem OG-Gehalt könnte man erwar
ten, daß die Kurve zwische::.l den Kurven von T4-unc1 T1-·DNA
liegen müßte, jedoch geht hier die Renaturierung über
einen noch größeren Temperaturbereich und erreicht auch
nicht angenähert das Ausmaß der Renaturierung 1t!ie T1-
oder T4-DNAo Beides läßt sich nur durch den Einfluß einer
nicht homogenen Basenverteilung über das GesBEJtmolekfil
erklären 0 Bei nativen DNA-Lösungen scheint demnach der
Verlauf und das Ausmaß o.er Renaturierung ein l'iTesentliches
Kriterium für das Vorhandensein von Inhomogenitätsbereichen
darzustelleno
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4~4020 Schmelz- und Renatuxierungsverhalten bestrahlter

DNA~tgsungen und vön DNA bestrahlter Phagen

Eine Deutung des Verlaufes der Schmelzprofile in Abbil~

dung 21 kann von zwei Seiten versucht werdeno

1) Untersuchungen von Mo Ullrich (1967) an bestrahlten
Lösungen von Kalbsthymus~DNA zeigen, daß durch ionisie
rende Strahlen in der DNA-Helix begrenzte Zonen mit aUfge
brochenen wasserstoffbrücken entsteheno Es liegt nahe,
daß diese Zonen auch in bestrahlter T1-DNA auftreten
können 0 Dadurch wäre die DNA teilweise schon in die Form
B des Denaturierungsschemas (so So 7 ) übergegangeno

Beim Erhitzen beginnt von diesen Zonen die weitere Aufspal
tung der beiden Komplementärstränge schon bei tieferer
Temperatur 0 Man könnte sich vorstellen, daß diese Zonen
vorwiegend an Inhomogenitätsstellen der leichter trenn
baren AT-Basen gebunden sind, da sonst die Schmelzprofile
der bestrahlten Proben parallel zu dem der unbestrahlten
Kontrolle verlaufen müßten und sich der benötigte Tempe
raturintervall ßTDen zur Denaturierung mit steigenden
Dosen nicht erhöhen dürfte (so Tabelle 5)0 In diesen
durch Strahlung gebildeten Zonen mit aufgebrochenen
wasserstoffbrücken müßte jedoch noch eine planare Basen
aufstockung vorliegen, da, wie wir festgestellt haben,
sich die Extinktion während der Bestrahlung noch nicht
geändert hatte.

2) Eine andere Möglichkeit der Erklärung wären die durch
die Bestrahlung entstandenen Einzelbrücheo Sie können die
Verschiebung des Schmelzpunktes und den bei tieferen Tem
peraturen einsetzenden Schmelzvorgang dadurch bedingen,
daß die Stabilität der Helix in Längsrichtung geringer
wird, so daß die geschädigten Molekülketten sich schon
durch geringeren Temperatureinfluß voneinander trennen
lasseno Auch würde sich durch Einzelbrüche in der Helix
die Extinktion der DNA-Lösungen nicht ändern 0
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Es sind natürlich auch beide ~6glichkeiten denkbar, um
die strahlenbedingte Verschiebung des Schmelzpunktes zu
erkläreno

Die Tabelle 5 zeigt, daß bei unbestrahlter DNA und nach
Bestrahlung mit 1 und 2 krad für die Renaturierung die
3-fache Temperaturdifferenz notwendig ist als für das
Schmelzeno Nach höheren Dosen nimmt dieser Faktor immer
weiter abo Der Einfluß des Strahlenschadens scheint sich
vorwiegend auf eine Verzögerung der Denaturierung auszu
wirken, weniger dagegen auf den Renaturierungsvorgango

Die Abnahme des Ausmaßes der Renaturierung mit steigenden
Dosen läßt sich nicht mit dem Auftreten empfindlicher
Zonen erklären, denn die Basen dieser Bereiche sollten
sich nach erfolgter Denaturierung beim Abkühlen nicht
weniger gut wieder zu komplementären Doppelstrangberei-
ehen zusammenlagern kör~en als die Basen unbestrahlter
DNAo Der Einfluß der Einzelbrüche ist hier naheliegendero
Nach vollständiger Denaturierung liegen Einzelketten
unterschiedlicher Länge vor, die sich bei der Renaturie
rung unvollständig zusammenlagerno Es ist vorstellbar,
daß nach Abkühlung teilweise Moleküle mit einsträngigen
Bereichen vorliegeno Diese würden die wachsende Unvoll
ständigkeit der Renaturierung mit steigenden Dosen er
kläreno

Es ist nicht wahrscheinlich, daß Doppelbrüche einen Ein
fluß auf die Form der Kurven ausüben, da durch sie kürzere

zumindest den Verlauf der Schmelzkurven nicht beeinflusseno

Die Schmelz- und Renaturierungskurven der unter Sauerstoff
bestrahlten DNA-Proben decken sich völlig mit den in der
Abbildung 21 gezeigten Kurveno Dies würde bedeuten, daß
bei Bestrahlung der DNA in wässriger Lösung im System der
Wasserstoffbrücken kein Sauerstoffeffekt beobachtet wer
den kann 0



- 72 -

Die in Abbildung 22 gezeigten Schmelz- und Renaturierungs
kurven für DNA bestrahlter Phagen zeigen~ daß Schäden i~'

den Wasserstoffbrücken erst bei sehr hohen Dosen deutlicher
hervortreten. Die Form der Kurven während der Denaturie
rung, die unvollständigere Renaturierung sowie das Abneh
men des Quotienten der benötigten Temperaturdifferenzen
von Renaturierung und Denaturierung mit steigenden Dosen
(so Täb. 6) lassen auf ähnliche Mechanismen wie bei aer
Bestrahlung verdünnter DNA-Lösungen schließen.

5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird der Versuch unternommen,
die Wirkung ionisierender Strahlung auf die molekulare
Beschaffenheit der DNA zu beschreiben und eine Beziehung
zwischen Strahlenschaden an der DNA und ihrer biologischen
Aktivität aufzustellen. Es werden Doppelbrüche, inter- und
intramolekulare Vernetzungen und Schäden der Wasserstoff
brücken an DNA des Bakteriophagen T1 untersucht.

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes werden Sedimenta
tions- und Viskositätsmessungen herangezogeno 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 0

Für T4-DNA wird ein Molekulargewicht von 115 0 106 und
für T1-DNA ein Molekulargewicht von 30 • 106 bestimmt.
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Nach Bestrahlung wässriger T1-DNA-Lösungen (Konzentration
200 ~g/ml) lassen sich Doppelbrüche und intermolekulare
Vernetzungen nachweiseno Die Zahl der Doppelbrüche steigt
linear sowie quadratisch zur Dosis ane Der G-Wert für die
lineare Komponente beträgt etwa 1 0 10-3 , nach höheren
Dosen überwiegt die Degradierung durch die quadratische
Komponentee Die Vernetzungen steigen zunächst linear mit
der Dosis an, der G-Wert beträgt 0,47 0 10-3 e Bei höheren
Dosen (ab 2 krad) scheinen keine zusätzlichen Vernetzungen
mehr aufzutreten, die Vernetzungsrate bleibt konstante
Obwohl Einzelbrüche nicht gemessen werden, kann für sie
auf rechnerischem Wege ein G-Wert zwischen 0,22 und 0,33
ermittelt werdeno

Nach Bestrahlung ganzer Phagen in Nährbouillon und in
0,1 m Histidinlösung findet sich eine D

37
von 95 krade

Der G-Wert für die biologische Inaktivierung der DNA ist
0,3440 Nach zwei verschiedenen Auswerteverfahren ergeben
sich für ein Doppelbruch- oder ein Vernetzungsereignis
G-Werte zwischen 0,072 und 0,095e Intermolekulare Ver
netzungen werden mit einem G-Wert von 0,008 nachgewiesene
An der biologischen Inaktivierung sind Doppelbrüche mit
21 bis 27 %und Vernetzungen nur mit etwa 2 %beteiligte

Auf Grund von Schmelzpunktbestimmungen werden die Mol
Prozente an Guanin und Cytosin in der DNA von T1- und T4
Bakteriophagen und in Kalbsthymus-DNA bestimmte Das Schmelz

und Renaturierungsverhalten bestrahlter wässriger T1-DNA
Lösungen und von DNA bestrahlter T1-Phagen wird unter
suchte In beiden Fällen scheint sich der Strahlenschaden
vorwiegend auf einen früheren Beginn der Denaturierung

auszuwirken, weniger dagegen auf den R~naturierungsvor

gango
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T-abeJ.le 1 :Charakterisi.erung unbestrahlter und bestrahlter T1-DNA sowie Bruch- und Vernetzungsraten

llestrahlter DNA (1. Serie)
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Fortsetzung Tabelle 1
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Tabelle 2: Vergleich dE~r Daten bestrahlter DNA-Lösungen unter Stickstoff- und unter Sauerstoff

atmosphäre (2. Serie)
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Fortsetzung Tabelle 2
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Tabelle 3: Charakterisierung der DNA unbestrahlter und bestrahlter T1-Phagen. Bruch- und Vernetzungsl'aten.

Fortsetzung näohste Seite



Fortsetzung Tabelle 3
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Tabelle 4: Schmelzpunkt, Mol-Prozent CG, benötigter Temperaturintervall zur Denaturierung und zur

Renaturierung sowie das Ausmaß der Renaturierung von DNA_Lösungen verschiedener Herkunft.
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I ,--- ! i
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Tabelle 5: Schmelzpunkt t ben6tigter Temperaturint~rvall zur Denaturierung und zur Renaturierung sowie

das Ausmaß der Renaturierung in Lösung bestrahlter ~~1-DNA.

,
o 0 (0 / Ausmaß der ,

Dosis (krad) Tm( C) 6TDen( C) 6TRen C) 6TRen 6TDen Renaturierung in % ---..j

I
KONTROLLE 89t5 6 17 2 t 8 89,6

1 89,25 6 16 2,7 87

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

4 8'7,7 10;2 21,3 2,1 80

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



Tabelle 6: Schmelzpunkt, benötigter Temperaturintervall zur Denaturierung und zur Renaturierung

sowie das Ausmaß der Renaturierung von DNAbestrahlter' Phagen.
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Tabelle 7: G-Werte für biologische Inaktivierung, DoppEÜbrüche unCl Vernetzungen Cler DNA

Bestrahlungsbedingungen Ereignis G-Wert Energie
bEldarf (ev) Autor

DNA im Phagen (5 x NB IDder

10-1 m Histidin)

I unsere Ergebnisse I
" I 0,344 290 Hetz u. Zimmer (1963) I

i (-16 ) II mit m = 0,5'10 gl
I

"
"

"
"

Doppelbruch i 0,125 800 I Lett, Staoey u. Alexander (1961)1

0,160 600 I Lett u. Alexander (1961) I
0,110 909 ! Hagen u. Wellstein (1965) I

I '

0,022 4550 I' Weinert u. Hagen (1961) I
0,031 3230 I tf ,,( " I

~ j
"

"
"

"

DNA im Phagen

Trockene DNA

DNA-Gel

Trockene DNA im Vakuum

DNA im Nuklee.::;>rotein-G,el

. (10- 3m Histidin) Doppelbruch 0,130 710 I Freifelder (1965) I
: I'

. DNA' Ph (f10-1 H' t'd' ) D Ib h V () 095 1050 "I' unsere Ergebnisse: I!'J.m agen '" m :l8 J. J.n C.ppe . ruo, ·eT-, Gd' t t.. t . . ra J.en enauswer ung ,
ne zungen I
Doppelbruch 0,039 2560 I aus b (linearer Antei.l) I
Vernetzungen 0,008 '12100 I aus q !

Doppelbruch, Ver- 0,01 2 1390 I mit De I
net zungen I I

I



Abbo 1a: Viskosimeter nach Ubbelohde, modifiziert nach
Aten (1965): 10 Zylindrisches Rohr mit Milli
metereinteilungo 20 Kapillare 0 30 Gleichgewichts
stand ho

~ Rotationsviskosimeter nach Zimm und Crothers
(1962): 10 rotierendes Magnetfeldo 20 Rotor 0

30 Statoro 4 0 DNA-Lösungo 50 thermostatisier
bares Mantelgefäßo
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Abbo 2: Beziehung zwischen der spezifischen Viskosität
~sp und der Höhe h der Flüssigkeitssäule in
Kapillarviskosimeter (siehe Abbo 1a) zur Ermitt
lung der spezifischen Viskosität von T4-DNA bei
der Scherkraft (8) = 00 Die extrapolierten Werte
für ~sp sind zur Bestimmung der Grenzviskosität
nochmals gegen die Konzentration c aufgetrageno
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Abbo 3a: Extrapolation von 1/8 p 0 5 gegen die Konzenap, ,
tration C = 0 für eine unbestrahlte T1-DNA (0)

und für eine mit 1 krad bestrahlte Probe (0)

3b: Äuftragung der spezifischen Viskosität ~sp

gegen die Konzentration c für unbestrahlte
T1-DNAo Messung im Rotationsviskosimetero
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Abbo 4a: Gradient einer UV-Aufnahme während der Sedimen
tation einer unbestrahlten DNAo

4b: Gradient einer UV-Aufnahme während der Sedimen
tation einer bestrahlteA DNAo Die Pfeile kenn
zeichnen die Abschnitte, welche die langsamer
oder schneller als die unbestrahlte Kontrolle
sedimentierenden Moleküle repräsentiereno
RL: Referenzlinie M: Meniskus
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Verteilung der S . -\Alerte bestrahlter T1-DNAapp,l
(4 l~ad), ermittelt aus Sedimentationen bei ver-
schiedener Konzentration:
o ---- --- --0 20,8 I-L g/ml
i::l _. ~ --.- ß 9,8 I-Lg/ml

q - - - - - 0 5,8 I-L g/ml

ö ~ S?-Verteilung, erhalten aus der
l

Extrapolation von 1/S p' gegen c = 00ap ,l

Ö, Ö, 0 sf-Werte, ermittelt aus den experimen-
tellen Punkten 0, i::l, 0, welche nach den Glei
chungen (305) und (306) gegen c = 0 extrapoliert;
vmrdeno
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Abbo 6: Beziehung zwischen S~O,w und dem Molekulargewicht
Ms~o Die ausgezogene Kurve ist die Mittelwerts
kurve nach Eigner und Doty (1965)0 Die SYmbole
kennzeichnen die von uns gemessenen Werte:
w-'O. T4-DNA unbestrahltv

0 T1-DNA unbestrahlt
(') T·1.,..DNA bestrahlt (in vivo)
x T1-DNA bestrahlt (in vitro)
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Abbo 7: Molekulargewichtsverteilung von T1-DNA, erhalten

aus der Sedimentation bei verschiedenen Konzen

trationen:

Kurve A: nicht bestrahlte DNA

Kurve B: bestrahlte DNA (1 krad bei 200 ~g/ml

in N2 )o x,ß : 20,8 ~g/ml; O,G : 9,8

~g/ml;

Kurve C: bestrahlte DNA (4 krad bei 200 ~g/ml

in N2 )o x,ß : 19,6 ~g/ml; 0,0 : 11,4

~g/ml; 0 , n: 6,3 ~g/ml
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Abba 8: Molekulargewichtsverteilung unbestrahlter und
bestrahlter T1-DNA (Mittelwertskurven)

__'-0_. _

-x-x-x-

unbestrahlte Kontrolle
1 krad
2 krad
4- krad
7,7 krad
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Abbo 9: Beziehung zwischen Bruchwahrscheinlichkeit A
und Strahlendosis bei zwei Versuchsserien mit
zwei verschiedenen DNA-Präparationeno

10 Serie:
20 Serie:

200 ~g/ml

200 ~g/ml

200 ~g/ml

bestrahlt in N2 (~)

bestrahlt in N2 Cn)
bestrahlt in O2 CA)
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Abbo 10: Beziehung zwischen Vernetzungsrate Q und
Strahlendosis

10 Serie:
2. Serie:

200 !J.g/ml
200 !J.g/ml
200 !J.g/ml

bestrahlt in N2 (0)

bestrahlt in N2 (n)

bestrahlt in 02 (~)
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Abbo 11: Dosiseffektkurve für T1-Phagen
o Bestrahlung in 5 x NB
o Bestrahlung in 0,1 m Histidinlösung + 0,165 m

NaCl pH 7
Jeder Punkt ist der Mittelwert aus drei Ver
suchsserieno
Suspensionsmedium 5 x NB enthält auf 1 g
H20 : 10-6 g T1-Phagen und 0,05 g NB
Suspensionsmedium 0,1 m Histidinlösung ent
hält auf 1 g 0,165 m NaCl-Lösung: 10-6 g
T1-Phagen und 0,155 g Histidino
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Abbo 12a: Gradient einer UV-Aufnahme während der Sedi
mentation von DNA bestrahlter Phagen (50 krad)~

Der Pfeil kennzeichnet den Anteil gebrochener,
langsamer sedimentierender DNA-Moleküleo

12b: Gradient einer UV-Aufnfu~e während der Sedi
mentation von DNA bestrahlter Phagen (150 krad)n
Der untere Pfeil kennzeichnet den Anteil schnel-
ler sedimentierender Moleküleo RL: Referenz
linie , M: T1eniskus
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Abbo 13: Beziehung zwischen nicht geschädigten DNA-Mole
külen und überlebenden Phagen in Prozent (ge
schlossene Symbole)o Die offenen Symbole geben
den Anteil der schneller als die noch unge
schädigten Moleküle sedimentierenden DNA-Frak
tion an (vernetzte Moleküle)o Die gestrichelte
Linie gibt die Anfangsneigung der Kurve wiedero
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Abbo 14: Beziehung zwischen der Sedimentationskonstanten

S20,w, 0,5 und der Grenzviskosität [~J von DNA
bestrahlter Phageno
o Kontrollen, 0 50 krad, A 100 krad, ~ 150 krad,
[] 250 krad, 0 350 krad, x 500 krad, + 750 krad,
)( 1000 krado
Die ausgezogene Kurve entspricht der von Eigner
und Doty (1965)0 Die gestrichelte Linie wurde
durch einige abweichende Meßergebnisse gelegto
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Abb. 15: Sedimentationsverteilung unbestrahlter DNA und
von DNA bestrahlter Phageno
Im schraffierten Teil liegen die Gradienten von
fünf Kontrolleno
000000 50 krad, ßßßI1b. 100 krad, _._. - 150 krad,

- - - - 250 krad, -x-x- 350 krad, ------ 500
krad, 000000 750 krad, xxxxxx 1000 krado
Jede Kurve ist die Mittelwertslinie aus min
destens zwei unabhängigen Bestrahlungsversuchen~
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Abbo 16: Sedimentationsverteilung unbestrahlter DNA und
von einigen DNA-Präparationen bestrahlter Phagen,

deren S~o,w, 0,5- und [l1]-Werte nicht der von
Eigner und Doty angegebenen Beziehung [11] =
a(So)b in Abbildung 14 (ausgezogene Linie)
folgteno
- - - - 250 krad, - x- x- 350 krad, ----- 500
krad, 0000000 750 krad, x:xxxxx 1000 krado
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Abbo 17: Molekulargewichtsverteilung von DNA bestrahlter

Phageno
000000 50 krad, ßßßßAA 100 krad, - - - - 250 krad,
-x- x- 350 krad, ------- 500 krad, 000000 750
krad, xxxxxx 1000 krado
Jede Kurve ist die Mittelwertskurve aus min
destens zwei unabhängigen Bestrahlungsversucheno
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Abbo 18: Beziehung zwischen Bruchwahrscheinlichkeit A
und Strahlendosis von DNA bestrahlter Phageno
Die ausgezogene Kurve wurde durch Regressions
analyse ermittelt 0
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Abba 19: Beziehung zwischen Vernetzungsrate Q und
Strahlendosis von DNA bestrahlter Phagena
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Abbo 20: Schmelzprofile (1) und Renaturierungskurven (~)

von DNA verschiedener Herkunfto

---- T1-DNA" - • -. -. - T4-DNA, ------ Kalbs...
thymus-DNAo Die Querstriche auf den Schmelzkurven
deuten die Schmelzpunkte an, bei den Querstrichen
auf den Renaturierungskurven ist die Extinktion
des Schmelzpunktes wieder erreichto
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Abb~ 21: Schmelzprofile C,) und Renaturierungskurven C~)

bestrahlter Lösungen von T1-DNA

---- Kontrolle, - - - - - 2 krad,
-x-x- 4 krad, ------- 7,7 krad~
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Abbo 22: Schmelzprofile (1) und Renaturierungskurven (~)

von DNA bestrahlter T1-Phageno

------- Kontrolle, - - - - 500 krad, ------ 750
krad 0
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Abbo 23: Bruchteil der aktiven Phagen (~) und Bruchteil
der nicht geschädigten Moleküle ermittelt aus

den Gradienten (~) und aus den Molekularge
wichtsverteilungen (0) in Beziehung zur Dosiso
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Abba 24: Vergleich der Molekulargewichtsverteilungen einer
in Lösung bestrahlten DNA (200 lJ,g, N2 , 4 krad, 0)
und von DNA bestrahlter Phagen (350 krad, 0)0
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