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A. Einleitung

Mit physico~chemischen Methoden, wie die Bestimmung des
Sedimentationskoeffizienten in der analytischen Ultrazen-
trifuge, die Viskosimetrie und die Lichtstreuung, lassen
sich zwar strahlenbedingte Spaltungen an makromolekularer
DNS bestimmen, es kann aber dabei nur wenig AufschluB iiber
die chemische Natur der Bruchenden erhalten werden, wie
auch nicht iber den Mechanismus, aus dem sie hervorgehen.
Verschiedene strahlenchemische Untersuchungen, besonders
die von G. Scholes und J.J. Weiss erlauben Jjedoch, daB
man sich dariiber ein genaueres, wenn auch noch unvollstin-
diges Bild machen kann.

A.1 Strahlungsbedingte Briiche an der DNS in ILosung

Nach Scholes (1952), spater Emmerson u.a. (1960) ist die
Spaltung der Nukleotidenketten im wesentlichen eine Folge
des Bruches der Kohlenstoff-Phosphatbindungen. Sie wird
ausgeldst durch einen direkten Angriff der Strahlenpro-

Nrerd b= - Ly ST -
dukte des Wassers auf den Zucker. Der Cxydation des Zuckers

folgt ein hydrolytischer Prozess.

1958 haben Cox u.a. durch acidimetrische Titration wvon
Proben bestrahlter DNS die Freisetzung von sauren Gruppen
nachgewiesen: sekunddre Phosphatgruppen (pK'a = 6,7) und
wahrscheinlich auch Carbonylgruppen, die durch den radi-
kalischen Angriff auf das C5-Atom des Zuckers entstehen.
Sie haben daraus geschlossen, daB die Degradierung der
DNS zum groBten Teil aus der Spaltung der Phosphodiester-
Bindung hervorgeht, da nach Alexander und Fox (1955) die
O-P-Bindungen sehr strahlenresistent sind. Aus der Ver-
schiebung der Kurven bei der Rucktltratlon der DNS nach
relativ hoher Dosis schlieBen Cox u.a. (1958) dafB wenlg-
stens einige gespaltene Bindungen einen monophosphpver-
esterten Rickstand hinterlassen und daB einige Oxydationen
auf dem Zuckerring entstehen.
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Die Anwesenheit von endstdndigem Phosphat, das mit Mono-
phosphoesterase bestimmt wurde, haben auch G. Scholes
(1960) und Collyns u.a. (1965) bewiesen. 1954 hatten
G. Scholes u.a. schon gezeigt, daB in den wissrigen,
Y~bestrahlten DNS-Lésungen im allgemeinen nur wenig
freies Phosphat gefunden wird. Die Freisetzung des Phospha-
tes entstidnde dabei aus einem direkten radikalischen An-
griff auf die endstindigen Monophosphoester. Entsprechend
nimmt die Ausbeute an freiem Phosphat mit steigender Dosis
zu, da solche endstandige Phosphat-Gruppen erst im Laufe
der Bestrahlung gebildet werden. Man kdnnte also folgen-
des Schema annehmen: '

% £

A
-

(Schema 4;) piX—p—X—p'X—p-Xﬁp {

X-p=-X-p + X-p-X + 2p

Dabei stellen p die Phosphat-Gruppen, X die Nukleoside
dar.
Obwohl die Wahrscheinlichkeit eines gleichzeitigen Angriffs
an zweil benachbarten Zuckern klein ist, ist indessen nach
J.A.V. Butler und Conway (1953) diese Wahrscheinlichkeit
nicht gleich Null. Pro freigesetztes Phosphat entsténden
zwel hydroxylierte ‘Bruchenden.
(Schema A,) p-X=piX~p

p-X + p + X~p

Dabei unterscheiden sich Aq und A2 nur durch ihre zelit-
liche Reihenfolge.

M. Daniels u.a. (1956) beobachteten bei Rontgen-Bestrah-
lung widssriger DNS-ISsungen, daB die Freisetzung von
Orthophosphat noch lingere Zeit nach Bestrahlung anhilt.
Sie vermubten, daB primédr labiles Phosphat gebildet wurde,
das anschlieBend langsam abhydrolysiert. Diese Hydrolyse
wurde durch Alkali katalysiert und nimmt bei einer Er-
hitzung auf 90 OC betrichtlich zu. Es wurde angenommen,
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daB die durch einen primiren Angriff geschidigten, mbg-

licherweise oxydierten Zucker die Hydrolyse und die Ab-

spaltung der Phosphabt-Gruppen erleichtern. Diese labilen
Phosphate sind fiir die "Post-irradiation" Phosphat-Frei-
setzung verantwortlich, die im Fall von Ribonukleotiden

bei 25 °¢ und pH = 7 etwa 30 Stunden fortdauvert.

Die Freisetzung von Phosphat nach der Bestrahlung ist
wesentlich gréBer, wenn man nicht hochmolekulare DNS,
sondern Nukleotide bestrahlt (Daniels u.a. 1955). Man
kann diesen Unterschied erkliren, indem man annimmt, daB
die Bildung des labilen Phosphates bei 25 °C einen oxyda-
tiven Angriff des endstindigen Zuckers - was bei den
Nukleotiden immer der Fall ist - voraussetzt. Bei der DNS
wiirde ein radikalischer Angriff im Innern der Kette zu-
erst eine Labilisierung der Kohlenstoff-Phosphatbindung
hervorrufen. Beli Erhitzung bzw. Alkalisierung des Milieus
tritt denn eine Hydrolyse ein. Diese Hydrolyse wiirde dann
die Kette weiter spalten, wobei noch zusdtzlich nach der
Bestrahlung Phosphat freigesetzt wird. Nach diesen Ergeb-
nissen lieBe sich die Freisetzung von Phosphat im alkali-
schen Milieu nach folgenden Mechanismen erkliren:

Erfolgt die Oxydation des Zuckers am endstandigen Nukleo~
tid, so ergibt sich
[R-pl o ( 30
eeoQ—-X— —-n——)-goeq R-— MQ:@»”R’*‘ SChemaA
P P P :

Hierbeil stellt -...- den Kettenrest und R ein Nukleosid
mit geschidigtem, mdglicherweise oxydiertem Zucker dar.

Erfolgt der Angriff suf einen Zucker im Innern einer
Kette, so kann die Kohlenstoff-Phosphatbindung nach Alka-
libehandlung gespalten werden und so zum Bruch der Nukileo-
tidkette fihren:




(Schema 4,)  -oo-X-p-X=p-X=o--- > oee»-X—p—X-p—X—eoea

Q) (2)
CIOH (), ++ee-X-D- + Xop-X-eeee
TOH (2),  +er-X-p-X* 4 pXesee-

—OH (I] 92)\ °°~?°"X"'p + p—X—‘"e.&,o-’- Xx

A.2 PFeststellung der Alkali-Labilitit bestrahlter DNS

Ein Versuch bestédtigte klar die Bildung von Oligonukleotiden
nach alkalischer Inkubation bestrahlter DNS (Abb. 1). Wenn
man eine L¢sung von DNS aus Kalbsthymus mit 1 %iger Per-
chlorsgdure f&llt, findet sich etwa 2 % siureldsliches UV~
absorbierendes Material. Inkubiert man diese DNS 48 Stun-
den bei 37 °C und pH 8,3, so steigt dieser Anteil auf

4 - 5 9% an. Eine entsprechende Beobachtung wurde an be-
strahlter DNS gemacht. Hierbei ist der Anteil an sBureldsli-
chen Fraktionen groBler, ebenso steigt dieser Anteil nach
alkalischer Inkubation an. Die Dosis-Abh8ngigkeit des sBu-
reldslichen Anteils vor und nach Inkubation bei pH 8,3

bei 37 °C fiir 48 Stunden zeigt die Abb. 1. Ohne Vorinkuba-
tion steigt der siureldsliche Anteil nach Bestrahlung an.
Nach Inkubation ist dieser Anteil, der Oligonukleotide
enth8lt, um etwa 3 % hoher, zundchst unabhingig von der
verabreichten Dosis. Nach sehr hohen Dosen, die zu einer
mittleren Kettenlinge unter 4100 fithren (vgl. Abb. 2),

wird dieser zusatzllche sdureldsliche Antell deutllch

grofer.

Die verschiedenen Mechanismen der Alkali-labilitét bediir-
fen nun aber einer experlmentellen Nachprufung° Die fol-
genden Untersvchungen waren deshaldb darauf ausgerichtet,
den Mechanismus der Alkali-Labilitdt zu klaren. Dabeil
ergeben sich dann auch Hinweise, welche Reaktion bei ei-
ner Entstehung des strahlenbedingten Bruches der Nukleo-




__5_.

tidkevte betelligt sind. Zundchst ist es Jedoch vielleicht
erforderlich, uns die Eigenschaften der Dialkyl~Phosphat-
Pindung im alkalischen Milieu ins Ged&chtnis zurickzu-
fihren.

A.3 FEigenschaften der Dialkyl-Phosphatbindung

Es ist schon lange bekannt (Cavalier 1898 und Kosolapoff
1950), daB die Dialkylphosphoester gegeniiber der Wirkung
von Alkali stabil sind. Nach Bailly und Gaumé (1935) und
Bzer und Kates (1948) wird jedoch die Esterbindung nach
Alkalibehandlung gespalten, wenn sich nahe bei den Phosphat-
Gruppen (o und/oder B-Stelle) eine OH-Gruppe befindet.

Brovm und Todd (1952) erkldren den Mechanismus der Hydro-
lyse der hydroxylierten Dialkylphosphate, indem sie ein
zyklisches Zwischenprodukt annehmen:

So entsteht z.B. bei der alkalischen Hydrolyse von 2
Methyl-Phosphat-Glycerin (I) (Schema A5) ein Intermedidr
(IT), das sofort in Methanol und Zyklophosphat zerfdllt.
In stark alkalischen oder im sauren Medium wird dieses
Zyklophosphat weiter in o- und B-Glycerin-Phosphat ge-
spalten (III).

Die Anwesenheit der OH-Gruppe am Cg-Atom der Ribose er-
klart die Alkalilabilitat der RNS im Gegensatz zu der
Alkalisbabilitat der DNS. Schon unter der Behandlung mit
1 n Alkalil bel Zimmertemperatur erfolgt die quantitative
Aufspaltung der RNS zu den Mono- Nukleotiden! durch. .-
einen 8hnlichen gyklischen Mechanismus (Brown und Todd
1952), der durch Exklusiv-Spaltung der 05'—OP-Bindung

zu dem Zyklophosphat-Nukleosid fihrt. Dies ist in Schema
A6 dargestellt, wobel 02—03—05 schematisch die Position
der Kohlenstoffatome im Zucker bedeuten.

Diese Bestandteile wurden von Markham und Smith (1952)
in verdinntem NH4 OH isoliert. Nach diesem Mechnismus
entsteht zunidchst ein 5'-0H Ende sowie ein endstindiges

Zyklophosphat, das durch eine weitere Hydrolyse zu elner




Mischung von 2- und 3-Phosphat-Nukleosiden fihrt. Im Ge-
gensatz dazu wird die DNS,solange die Struktur ihrer Bau-
steine noch intakt ist, nicht angegriffen. Sind jedoch
nach einer Bestrahlung Basen abgespalten -~ was zu einer
OH-Gruppe am C'-4-Atom des Zuckers fihrt - oder sind oxy-
dierte Gruppen am Zucker vorhanden, so wird die DNS durch
Alkali angreifbar. Diese oxydierten Gruppen mufliten in o-
oder B-Position zur Phosphat-Gruppe stehen.

A.4 Mechanismen, die Uber die Alkalilabilitat der DNS
Aufklarung geben kdnnten

Es ist bekannt (Tamm u.a. 1953), daB Apurinsdure sich
durch Alkali degradieren 138t. Zwei. Typen von Mechanismen
wurden fur diese alkalische Degradierung gefunden:

1. Zyklisierung: entweder an der 3'-4'-Stelle oder an
der 4'-5'-Stelle (Tamm u.a. 1953)

2. B-Eliminierung (Brown und Todd 1955), d.h. die Elimi-
nierung der Phosphat-Gruppe in B-Stellung zur Carbo-
nylgruppe.

Nach C.R. Bayley u.a. (1961) verlduft dieser Prozess nach
dem Schema A7, wobei R und R' den Kettenrest bzw. H dar-
stellen.

Bei der 4'-5'-Zyklisierung und der P-Eliminierung wird
die 3'-Phosphatbindung des am nichsten liegenden Nukleo-
tids gespalten, aber nur der erste Mechanismus erzeugt
eine 3'-OH-Endgruppe und ein Zyklophosphat, w8hrend der
zweite 5'-Phosphat-Endgruppen erzeugt sowle ein aus dem
Zucker entstandener Aldehyd als Endgruppe. Die 3'-4'-
Zyklisierung spaltet die 5'-Phosphatbindung des am ndch~
sten liegenden Nukleotids und erzeugt 5'-OH-Endgruppen
und Zyklophosphat. Wenn R' ein H-Atom darstellt, wird die
B~-Eliminierung Orthophosphat freisetzen.
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Ein 8hnlicher Mechanismus, der auch eine Basen-Freisetzung
impliziert, wurde neulich von Rhease und Freese (1968)
vorgeschlagen (Schema A8>° Dieser Mechanismus betrifft

die Wirkung von OH-Radikalen an der DNS. Hierbel wird die
Base durch einen OH-Angriff am Cﬂ-Atom der Desoxyribose
freigesetzt. Dadurch wird Desoxyribon-Sdaure - die isoliert
und charakterisiert wurde -~ erzeugt. Daraus geht im alka-
lischen Medium der Bruch der Zucker-Phosphatbindung ent-
weder durch Zyklisierung oder durch B-Eliminierung hervor.
Dieser letzte Mechanismus tritt vermutlich bevorzugt ein.
Im ersten Schritt wird wahrscheinlich ein H-Radikal vom
Cﬂ-Atom abstrahiert (I). Das entstandene Radikal (II)
reagiert sofort mit weiteren Radikalen, vor allem mit

.OH. Es entsteht daraus die Verbindung (III). Bei pH =
7,5 ist (III) unstabil - wenigstens wenn die Base Adenin
ist - und zerfdllt zu freier Base und dem Lacton (IV).
Dieses Lacton ist bei Neutralitidt stabil, hydrolysiert
aber langsam bei pH-Werten iiber 7,0 in den Bestandteil (V),
die 3'-5'disubstituierte 2'-Desoxyribonsidure. Nach den
drei Mechanismen des SchemasA7 kann sich dann (V) weiter
zersetzen, wobel die Phosphodiesterbindung gespalten wird.

Merken wir uns hier, daBl ein Bestandteil wie III, der eine
OH-Gruppe in B-Position der Phosphoester-Bindung besitzt,
was das H-Atom von 02 saurer macht, geniligen wiirde, um eine
" B-Eliminierung zu ermdglichen. TatsBchlich wurde die La-
bilitdt des Bestandbteils III bei pH 7,5 - 9 nur in dem Fall
wo Adenin - also eine Purin-Base - vorhanden ist, bewlesen.
Nun aber wissen wir (Pullman 1963), daB die N-glycosidi-

o~ ~rr o an A ™
cluuvel oLiill. ULES

schen Bindungen der Pyrimidin-Basen resis
macht nicht unwahrscheinlich, daBl wenigstens ein Teil der
Transformation bei Schritt III verbleibt und dann eine

B~Eliminierung ohne Basen-Freisetzung eintritt.

Dem entsprechend wurde kiirzlich (Bernhard und Snipes 1968)
durch ESR-Analyse y-bestrahlte 3'-Cytydils8ure im Ein-
kristall die Bildung einer Carbonylgruppe am Cq—Atom des
Zuckers ohne Freisetzung der Base nachgewiesen. Den Auto-
ren zu Folge, konnte einer H-Abstraktion am Cq-Atom




(Gordy) eine Spaltung der C-O-Bindung folgen mit anschlies-
sender Wanderung des einzelnen Elektrons zum 04-Atom und
Bildung einer Doppelbindung zwischen dem O-Atom und Cq-
Atom. Schema Ag verdeutlicht diesen Mechanismus. Die An-
wesenheit einer Carbonylgruppe am Cﬂ-Atom wirde dann in
alkalischem Milieu die B-Eliminierung des Phosphats mit
entsprechendem 5'-Phosphatende ermdglichen.

Ein anderer Mechanismus, der bestrahlte DNS betrifft,
wurde von J.J. Weiss (1964) vorgeschlagen. Der Autor
schreibt die strahlenbedingte Labilitadt der Zucker-
Phosphat-Bindung und die Freisetzung lebiler Phosphate
der Oxydation der Alkohol-Gruppen am 03_’ 04- oder 05—
Atom der Desoxyribose zur Keto- bzw. Aldehydgruppe zu.
Dadurch wire eine B-Eliminierung der so erzeugten unsta-
bilen P-Keto- bzw. B-Aldehydphosphoester ermdglicht. Die
Anwesenheit solcher aktiver Carbongruppen am Zucker wurde
nach Bestrahlung von DNS-Ldsungen von Koshland (1957)
und Cox (1958) nachgewiesen.

Mit dieser Oxydation am.cz--3 Cy- oder CE—Atom ist nic
unbedingt eine Freisetzung der Base verbunden. Es miifite
dazu ein weiterer radikalischer Angriff in Betracht ge-
zogen werden. Bei dieser Oxydation spielen OH-Radikale
die wichtigste Rolle, obwohl H-Radikale auch an der Dehy-
drierung des Zuckers mit einem G-Wert von O,4 beteiligt
sind. Weiss (1964) beobachtete indessen, daBl der Betrag
an freigesetztem, labilem Phosphat von AMP virtuel in

An- oder Abwesenheit von Sauerstoff derselbe ist. Dies
macht wahrscheinlich, dal das durch H-Abstraktion einer
Alkohol-Gruppe entstandene prim#re Radikal bei dem ndch-
sten OH-Angriff bevorzugt oxydiert wird. Diese Annahme
wird durch die oben erwdhnten Befunde von Bernhard und
Snipes bestdtigt. AuBerdem suggeriert die ESR-Spektros-
kopie von Desoxyriboseeinkristallen, daB ein Radikal nach
H~Abstraktion am CB-Atom des Zuckers gebildet wird, was
nach einem sekundiaren OH-Angriff zu einer 05—Carboxyl-
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gruppe fuhren kann. Diese Gruppe wirde dann eine B-Elimi-
nierung der am CB-Atom gebundenen Phosphatgruppe ermdg-
lichen (Weiss 1964).

Die oben erwadhnten Mechanismen zeigen Jeweils die Oxyda-
tion der einzelnen C-Atome des Zuckers, ausgenommen vonm
Cz—Atom° Eine Transformation der Desoxyribose zur Ribose
durch OH-Addition am Cg-Atom wirde diese Oxydationsmdg-
lichkeit am Zucker erginzen (Butler 1956). Dafiir sprechen
zuerst eine von Cox (1958) und Keck (1966) beobachtete
Abnahme des Dische-Wertes der bestrahlten DNS; weiter
wurde die Anwesenheit von Ribotiden im enzymatischen
Hydrolysat von bestrahlter DNS von Keck (1966) vermutet.
Die Alkalilabilitat ware dann der der RNS identisch, die
durch 2'-%3'-Zyklisierung 5'—0H—Endgruppen§_hervorrlift°

B. Prinzip der Methoden und Durchfiihrung der Versuche

Betrachten wir nun wieder eine bestrahlte hochmolekulare
DNS. Durch Bestrahlung entstehen Einzel- wie Doppelbriiche.
Nur wenn zwei Einzelbriliche in zwel gegeniliberliegende:
Strangen éieht beieinander liegen, wird es zu einem Dop-
pelbruch kommen. Sonst werden die strahlenbedingten Teil-
sticke weiterhin zusammenhalten. Denaturiert man die

DNS, z.B. durch Zusatz von konzentriertem Harnstoff

(7 m), so 1l6sen sich die Teilstiicke. A priori sind di-
hydroxylierte, mono- und diphosphorylierte Polynukleo-
tide zu erwarten. Ferner sind nach Alkaliinkubation
Zyklophosphate und durch Bestrahlung verdnderte Zucker
als Endgruppe mdglich. Es erschien deshalb aussichts-
reich, die Endgruppen der erhaltenen Bruchstiicke niher

zu analysieren.

Durch die obigen Uberlegungen ist es zu erwarten, daB
unter diesen Abbauprodukten, wenigstens einzelne, die
einen oxydierten Zucker besitzen, durch Alkali-Behand-
lung weiter degradiert werden kdnnen. Wenn die bei der
Bestrahlung gebildeten Oligonukleotide aus einer Zucker-
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Oxydation entstehen (Weiss 1964), miissen sie zerstdrte
Nukleoside dn bzw. neben den Bruchenden aufweisen. We-
sentlich ist auch die Frage, ob eine Endgruppe eine Phos-
phatgruppe besitzt oder nicht. Es erschien deshalb zweck-
mdaBig, ein Verfahren zu finden, das die Trennung der
Strahlen-Produkte vor oder nach alkalischer Hydrolyse
nach dem Wert der Phosphatgruppen erlaubt.

B.1 Chromatographie-Verfahren

Obwohl Desoxyribonukleotid-Homopolymere sich schnell
nach Kettenldnge bis zu den Okbanukleotiden trennen las-
sen (Tener u.a. 1958), ist es doch nicht mdglich, die
Heteropolymere von Purin- und Pyrimidin-Basen mit einer
Kondensation grdBer als vier zu trennen. Dies ist eine
Konsequenz verschiedener sekundirer Krdfte zwischen dem
Tonenaustauscher und den Purin- und Pyrimidin-Basen.

Tomlinson und Tener (1963a) haben eine Technik entwickelt,
die durch Eliminierung dieser sekundiren Krifte die Tren-
nung der Heteropolymeren erlaubt. Diese Trennung erfolgt,
unabhingig von ihrer Basenzusammensebzung, nach ihrer
gesamten negativen Ladung in 7 molarem gepufferten Harn~
stoff bei pH 7,6. Bei diesem pH ist die Dissoziation der
Aminogruppen der Nukleotid-Basen vollst&ndig unterdrickt.
Die einzigen geladenen Gruppen sind in den Polynukleo-
tiden die Phosphatgruppen, wobei die internukleotidpri-
maren Phosphate sowie auch die endstédndigen Cyklophos-
phate eine Ladung tragen und die sekunddren endstandigen
Phosphatgruppen (C) zwel Ladungen. Bei unseren Versuchen
wurde das Trennungsverfahren von Tomlinson und Tener
(196%2) nach Ruschizky u.a. (1964) durch Verwendung von
DEAE-Sephadex verbessert.
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B.2 Analyse der primdren Bestrahlungsprodukte

Das oben erwahnte Trennungsverfahren (Tomlinson und Tener
195%b) ermbglicht nun eine Analyse der kiirzeren Bestrah-
lungsprodukte. Als Beispiel fir die Oligonukleotide, die
bei einer Bestrahlung entstehen, kann man die drei in
Schema B gezeigten Bestandteile (I, IT und ITI) annehmen.
Ferner kdnnen freie Basen, Mononukleoside oder lEngere
Anaioge gebildet werden. Die Bestandteile I, II und TIII
werden bei pH 7,6 1, 3 und 5 negative Ladungen tragen.

Es handelt sich in der Folge darum, das Gemisch in scharf
abgesonderte Peaks zu trennen. Die Bestandteile I - mit
einer Ladung - werden vor den Nukleotiden - mit 2 Tadun-
gen - und nach den Nukleosiden und Basen = O Ladungen =
elulert.

Die Bestandteile ITI mit 5 Ladungen werden entweder zu-
sammen mit den monophosphorylierten Tetranukleotiden,
d.h. XpXpXpXp (IIIq) oder mit den dihydroxylierten Hexa-
nukleotiden, d.h. XpXpXpXpXpX (IIIE) eluiert. Durch Mono-
pvhosphoesterase-Behandlung werden die Bestandteile IIT
und III4 ihre endsta@ndigen Phosphate verlieren. So ent-
stehen: XpX(IIT') mit einer Ladung und XpoXpX(III'ﬂ)
mit drei Ladungen, die in einer Rechromatographie im
selben System leicht von 1112 - das seine 5 Ladungen be-
halten hat -~ getrennt werden, da jeder Bestandteil sich
um zwel Ladungen voneinander unterscheidet. AnschlieBend
ist es mdglich, durch Berechnung des Verhd8ltnisses

OD 271 (Nukleoside) + 0D 271 (Nukleotide)

A~
AT A

0D 271 (Wukleoside)

nach einer Behandlung mit einer gereinigten Exonuklease
(siehe experimenteller Teil E.2) die Kettenlinge der
Oligonukleotide zu bestimmen.
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B.3 Analyse der durch Alkali-Behandlung entstandenen
Abbauprodukte

Die Oligonukleotide, die aus einem Peak bestimmter Ladung
entstehen, wurden einer alkalischen Behandlung unterwor-
fen und werden, wie oben erwdhnt, chromatographisch ge-
trennt, d.h. ohne und nach Monophosphoesterase~Behandlung.
Falls endst8ndige Zyclophosphate vorhanden sind, soll

eine schonende Sdure-Behandlung, die zu einer zusdtzlichen
Ladung (Sekunddr-Phosphat) fiihrt, ihre Charakterisierung
erndglichen.

B.4 Auswahl der Strahlendosis

Zur Gewinnung geniigender Mengen Bestrahlungsprodukte ist

es erforderlich, eine glinstige Dosis zu ermitteln, bei

der 1. die Ausbeute an trennbaren niedermolekularen Abbau-
produkten am groflten ist, 2. die Zerstorungen, die an
Basen einen Verlust der UV-Absorption hervorrufen, am ge-
ringsten sind, da die Mengen an Material durch Absorptions-
messungen charakterisiert werden miissen (siehe Eoﬁ}c

Abb. 2 zeigt die Abnahme der mittleren Kettenlinge der
DNS-Einzelketten in Beziehung zur verabreichten Dosis.
Diese kann unter der Annshme eines G-Wertes von 0,4 fir
den Einzelbruch berechnet werden (Hagen 1967), wenn die
Konzentration der DNS 0,5 mgn:ml"4 betriagt. Es ergidt sich
daraus, daB mindestens 200 KR gegeben werden missen, die

zu einer mittleren Kettenlidnge von ca. 20 fihren. Anderer-
seits zeigen Versuche iuber die Extinktionsabnahme denatu-~
rierter DNS, daB nach 400 KR schon etwa 20 % der Basen zer-
stért sind. Es wurde deshalb diese Bestrahlungsdosis als
obere Grenze genommen.




B=Base

Scnema B
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Qn FErgebnisse und ihre Auswertbung

Fine wassrige DNS-Losung mit einer Konzentration von 0,5
ng-ml”"! wurde nach 10 Minuten Stickstoff-Anreicherung be-
strahlt. Gleich nach der Bestrahlung wurde die Probe ein-
geengt und auf eine DEAE-Sephadex-Sdule aufgetragen. Die
S8ule wurde mit 7 m Harnstoff pH 7,6 ohne NaCl gewaschen.
Daraus lassen sich bereits die Basen und Nukleoside elu-
ieren. Die Eluierung begann dann mit einem linearen NaCl-
Gradienten in 7 m Harnstoff pH 7,6. Aliquote wurden im
Fraktionssammler aufgefangen und Jede Fraktion wurde da-
nach bei 271 mp gemessen.

Nach der Bestrahlung mit 200 KR betrigt die Ausbeute der
so gewonnenen getrennten Oligonukleotide nur 16 % des
eluierten UV-absorbierenden lMatérials. Deshalb wurde ein
analoger Versuch mit 400 KR durchgefithrt. Die Ausbeute
betrug dann ca. 35 %, die weiter verarbeitet wurden..Es
handelt sich dabei aﬁsschlieBlich um Bestrahlungsprodukte,
da in diesem Trennverfahren mit einer unbestrahlten DNS-
ISsung weniger als 0,5 % UV-absorbierendes Material elu-
iert werden. Die Tab. 1 faBlit die prozentuale Zusammen-
setzung der verschiedenen Fraktionen zusammen, wie sie
sich nach diesen zwel Strahlendosen ergibt. Abb. 3 zeigt
die Trennung eines solchen Ansatzes. In der Folge wurden
die Peaks O bis III hauptsdchlich,um eine Markierung des
Elutionsprofils zu erhalten, analysiert. Die Elutions-
stelle, die der Ladung IT entspricht, wurde auBerdem mit
5'-TMP markiert. Bei Peak IV, der geniigend UV-absorbie~
rende Materialien enthielt und gut getrennt war, wurde
zus8tzlich die Alkali-Tabilitdt analysiert.

C.1 Rechromatographie des Peak O

Nach Entsalzung wurde der Peak O, der Nukleoside und Basen
enthalten kann, iber eine Dowex 50 x & (H")-Sdule nach
Cohn (1961) analysiert (4bb. 4). Mit 0,5 n HC1l wurden die
Nukleoside und mit 2 n HC1l die Basen eluiert. Die Menge
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der wie Nukleoside eluierten Substanzen betrug 54,2 %,
die der den Basen entsprechende 45,8 % der wiedergefun-
denen 0D 2741. Die Ausbeute war 92 %. Um diese Produkte
besser charakterisieren zu konnen, wurde eine weitere
Trennung durch zweidimensionale Chromatographie-Elektro-
phorese auf Zellulose-Schichten bei pH 3,4 versucht. In
diesem von Keck und Hagen (1964) entwickelten Verfahren
liegen die Nukleoside und Basen als Kationen vor. Es
wurde dann festgestellt, daB auBer den vier unter der
UV-Lampe erscheinenden Hauptflecken zehn nur sehr schwa-
che sekunddre Flecken zu sehen waren, unter denen einige
anionischen Produkten entsprechen. Dies scheint darauf
hinzuweisen, daB die Hauptmenge der abgespaltenen Ver-
bindungen intakte Nukledside und Basen sind. Eine Auf-
trennung der einzelnen Basen wurde im Zusammerhsasng mit
der Alkalilabilitat der bestrahlten DNS vorgenommen
(siehe C.6.1).

C.2 Rechromatographie des Peak II

Eine Vorschulter des Peak.. IT (s. Abb. 3), die auf. .dem re-
gistrierten Chromatogramm besser als in Abb. 3 zu erken-
nen war, hat uns dazu veranlaBt, diesen Peak mit einem
Gradienten, dessen Anfangsmolaritdt geringer war, zu re-
chromatographieren. Abb. 5 zeigt solche Auftrennung. Der
Peak 1#Bt sich mit einer Ausbeute von ca. 100 % in zwei
Teile aufldsen. Die prozentuale Zusammensetzung betrug
fiir Peak II 41 13,1 % und fir Peak II 2 86,9 % der gesam-
ten eluierten Extinktion bei 271 mp. Der Peak II 1 wurde
mit der Milz-Exonuklease B in 3'-Phosphat-Nukleoside und
Nukleoside hydrolysiert, auf eine DEAR-Cellulose-Szule
(Acetat-Form) gegeben und das Verh#dltnis

0D 271 Nukleoside + OD 274 Nukleotide
0D 271 Nukleoside

gemessen (s. E.2). Es betrug 2,07. Es ergibt sich daraus,
daB dieser Peak wesentlich aus XpX besteht. Der Peak II 2




- 15 -

hat dieselbe Elutionsmolaritidt an NaCl wie der Peak II
in Abb. 3. Dies und das mit 200 KR erhaltene Chromato-
gramm bestdtigen die Reproduzierbarbeit dieser Elutions-
nolaritat. Diese Tatsache wurde spiter ausgenutzit, um die
kleinsten Fraktionen zu identifizieren.

C.3 Rechromatographie des Pesk II 2

Der Peak ITI 2 kann - entsprechend den 2 Ladungen - ledig-
lich Nukleotide (Xp) und/oder dihydroxylierte Trinukleo-
tide (XpXpX) enthalten. Wegen dieser einfachen Zusammen-
setzung wurde dieser Peak der folgenden Analyse unter-
worfen.

Nach Entsalzung wurden etwa 415 0D 271 mu mit Exonuklease B
inkubliert. Das Hydrolysat wurde auf eine DEAE-Sephadex-
Sdule gegeben und mit 7 molarem Harnstoff, 0,02 n Tris,

pH 7,6, also ohne NaCl, eluiert. Die S8ule wurde dann

mit einem linear ansteigenden Gradienten verbunden. Abb. ©
zeigt diese Trennung.Der Peak II 2a entspricht den Nu-
kleosiden, der Peak II 2b den Nukleotiden. Der Peak II 2b°
ist ein unverdauter Rest von XpXpX. Nach der Ausgangsmo-
laritdt (0,116 m) kénnte man glauben, daB es sich unm

pXpX - das wegen eines 3'-Phosphats gegeniber der Wirkung
der Exonuklease B resistent ist - handelt. Dies konnte
bei der alkalischen Entsalzung (s. D.7) aus einer Spaltung
von XpXpX hervorgehen. Diese Moglichkeit wurde jedoch
durch Monophosphoesterase-~Behandlung, die nicht das ent-
sprechende dephosphoxylierte Produkt enthdlt, widerlegt.

anlrT o ded

o~ S o~ NI I
Exonuk ben die Nukleotide unver-

Durch Exonuklease-Behandlu
sndert und aus XpXpX entstehen 2 Nukleotide pro Nukleo-
sid. Aus diesen Betrachtungen wurden die Prozentsitze
jedes Peal™ berechnet. Nach Umrechnung ergibt sich fiir
die Mononukleotide 5,8 % und fir die Trinukleotide

04,2 %. Um dies weiter zu priifen,wurde eine Monophospho-
esterase~Behandlung eines 2. Aliquotes des Peaks II 2
vorgenommen. Wie erwartet, ergab die Rechromatographie

von 10 0D 274 im selben System zwei Peaks (s. Abb. 7).




- 16 -

Der kleine Peak II 2b' ist einem Rest von nicht dephos-
phoryliertem Nukleotid zuzuteilen. Dies wurde bei der
Berechnung beriicksichtigt. Aus diesen Berechnungen ergibt
sich, daB der Peak II 2a' 5,6 % und der Peak II 2b*'
94,4 % enth#lt. Dies stimmt vollkommen mit dem obigen
Resultat uUberein. AuBerdem betrug das Verhiltnis

0D 271 Nukleoside + 0D 271 Nukleotide
0D 271 Nukleoside

flir den Peak II 2b'' 3,11 (s. Abb. 8). Man kann weiter
feststellen, daB im Bereich 0,11 - 0,12 m NaCl kein Peak
auftritt, was eine Spaltung von XpXpX unwahrscheinlich
macht. '

C.4 Rechromatographie des Peak III

Abb. 9 zeigt die Rechromatographie zweier Aliquote des
Peak. IIT nach Entsalzung; oben (4bb. 9a) eine Kontrolle,
d.h. ohne weitere Behandlung, unten (Abb. 9b) nach Mono-
phosphoesterase-Behandlung. Die ersten Peaks entsprechen
ihrer Elutionsordnung nach XpX. Dies wurde durch Exo-
nuklease~Verdauung bestdtigt. Das zweite Aliquot zeigte
nach enzymatischer Dephosphorylierung eine XpX-Zunahme
(Peak IIT 1 P) mit entsprechender Abnahme des zweiten
Peak (III 2 P). Das Verhdltnis

0D 271 Nukleoside + 0D 271 Nukleotide
0D 271 Nukleoside

betrug fir diesen letzten Peak 3,82. Dieser Wert ent-
spricht einem dihydroxylierten Tetranukleotid mit 3% Ia-
dungen. Die prozentuale Zusammensetzung der Jjeweiligen
Fraktionen ist in Tab. 2 zusammengefalBt.

Un die Anwesenheit der neuerscheinenden Dinukleotide er-
kl8ren zu kdnnen, beriicksichtigten wir die Tab. 3. In
der ersten Spalte links steht die der ladung III ent-
sprechende virtuelle Zusammensetzung des Peal’: III nach
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Bestrahlung. Dabei stellt R einen oxydietten Zucker oder
ein Nukleosid mit oxydiertem Zucker dar. Die folgenden
Spalten entsprechen den dephosphorylierten Produkten

bzw. Spaltungsprodukten, die durch die in Abschnitt A.3
erwahnten Mechanismen der alkalischen Degradierung zu
erwarten sind. Diese Verdnderungen kénnen durch die lang
andauernde alkalische Entsalzung bei pH 8,4 verursacht
sein. Unterstrichen sind die Abbauprodukte, die tat-
séichlich beobachtet wurden. Da experimentell nur Verbindun-
gen mit 1 und 3 Ladungen gefunden wurden, ist wahrschein-
lich, dafl unter diesen schonenden Bedingungen der Mecha-
nismus der Zyklisierung (A.7) nicht in Frage kommt. AuBer-
dem spricht die Tatsache, daB der experimentelle VWert

—~des Verhdltnisses

0D 271 Nukleoside + 0D 271 Nukleotide
0D 271 Nukleoside

fiir die gefundenen Tetranukleotide (3,82) dem theoretischen
Wert (4) sehr nahe liegt, mehr fiir den Mechanismus 2 der
B-Eliminierung (Tab. 3), d.h. fir R = Nukleoside mit
oxydiertem Zucker als fiir den Mechanismus 1, welcher
Basen-Freisetzung mit einbezieht.

Wie Tab. 2 ergibt, enth8lt nach andauernder alkalischer
Inkubation bei pH 8,4 Peak III 63,5 % dihydroxylierte
Tetranukleotide und 25,5 % neugebildete dihydroxylierte
Dinukleotide. 11 % (74,5 - 63,5) der in Peak III ent-
haltenen Verbindungen bleiben phosphoryliert. Ob diese
dihydroxylierten Dinukleotide durch Freisetzung labilen
Phosphats oder durch weitere Spaltung der dihydroxylier-
ten Tetranukleotide - entstehen,kann nicht direkt ent-
schieden werden. Es ist indessen wahrscheinlich, daB der
Dephosphorylierungs-Prozel entscheidend ist: Nimmt man
ndmlich an, daB die 25,5 % dihydroxylierten Dinukleotide
aus elner Spaltung von XpXpXpX zu XpX + pXpX (1 und 3
Ladungen) entstanden sind, so miiBte nach Monophosphoester-
asebehandlung noch der gleiche Anteil zusatzlich mit nur
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41 Ladung erscheinen (pXpX —— XpX + p), also insgesant
51 % im ersten Peak erscheinen. Da aber die Steigerung

im Peak I nach Monophosphoesterasebehandlung nur 11 %
betrigt, ergibt sich, daB zumindest 14,5 % (25,5 -~ 11)
aus einer Abspaltung einer labilen Phosphatgruppe

(XpX*p ——> XpX* + p) entstanden sind. Hdchsbtens 11 % von
XpX konmte aus einer Alkalispaltung von XpXpXpX entstan-
den sein, obwohl man dann anncehmen miilte, daB vor der
Alkalibehandlung kein XpXp mit stabilem endstédndigen
Phosphat vorhanden ist, was wenig wahrscheinlich ist.

C.5 Rechromatographie des Peak IV nach Alkalibehandlung

Die Untersuchungen mit Peak III hatten gezeigt, dall bei der
Rechromatographie, bei der eine alkalische Behandlung wih-~
rend der Entsalzung nicht zu vermeiden ist, neue stabile
Produkte entstehen, die dann im einzelnen analysiert wer-
den konnen. Es erschien deshalb sinnvoll, vor der Rechro-
matographie eine langere Behandlung unter Alkali nach
Weiss (1964) durchzufiihren, um eine vollstdndige Frei-
setzung der labilen Phosphate zu erreichen bzw. alle labi-
len Bindungen zu spalten. Ein Aliquot des Peak: IV wurde
in 1 m NH,OH 30 min bei 37 °C inkubiert. Aus dem entstan-
denen Chromatogramm (Abb. 10a) ist ersichtlich, daB Jedes
Glied von null bis fiinf Ladungen vorhanden ist. Da nach
Beétrahlung der Peak IV nur Bestandteile mit 4 Ladungen
enthalten konnte, ndmlich eventuell dihydroxylierte
Pentanukleotide, monophosphorylierte Tetranukleotide und
diphosphorylierte Nukleoside, sind wenigstens die Verbin-
dungen mit ein, drei und fiunf Ladungen auf Alkali-bedingte
Spaltungen zurlickzufihren, widhrend auch teilweise die Ver-
bindungen mit der Ladung null, eins und zwel aus labilen
Phosphat-Freisetzungen entstehen kénnen.
Un diese Beobachtung pr8zisieren zu kdnnen, wurde auf
dhnliche Weise wie fiir Tab. 3 die Tab.4 aufgestéIlt. Sie
zeigt die durch Bestrahlung virtuelle Zusammensetzung
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des Peak . IV sowle die Ver&@nderungen der Bestandteile des
Peak nach Alkali-Behandlung, welche nach den in A.3 er-
wahnten Mechanismen erwartet werden kOnnen. Aus dieser
Tabelle geht hervor, daB hydroxylierte sowie phosphory-
lierte Produkte gebildet werden kbnnen. Es ist auch be-
merkenswert, daB alle finf experimentell festgestellten
Ladungen in dieses Schema eingeordnet werden konnen.
AvBerdem 128t die Tab. 4 auf die virtuelle Zusammensetzung
der in Tab. 5a dargestellten Peaks schlieBen. Um das Ver-
h&ltnis der phosphorylierten zu den hydroxylierten Abbau-
produkten festzustellen, wurde ein zweites Aliquot des
Peak IV unter denselben Bedingungen im alkalischen lMe-
dium inkubiert, entsalzt (AG 41 A 8 Harz, s. E.7), danach

durch Monophosphoesterase-Behandlung dephosphory:'iert und
anschlieBend auf gleiche Welse wie das erste Aliquot
chromatographisch getrennt. Das entsprechende Chromato-
gramm ist in Abb. 10b dargestellt und die prozentuale
Zusammensetzung in Tab. 5 angegeben. Weitere Aussagen
wurden durch Rechromatographie des Peak.: IV 4 erhalten,
nachdem vorher die endsténdigen Phosphatgruppen mit Mono-
phosphoesterase entfernt wurden.

Abb. 11 zeigt das entstandene Chromatogramm, wahrend

Tab. 5c¢ die entsprechende virtuelle Zusammensetzung zeigt.
Aus der Anwesenheit der 3 Peaks ist zu schlieBen, dafB
Peak IV 4 alle drei moglichen Oligonukleotid-Arten ent-
h3lt, also dihydroxylierte, mono- und diphosphorylierte.
Weil die Ausbeute in Jedem Peak zu gering war, konnte
eine prazisere Angabe Uber die Zusammensetzung dieser
Pesks nicht direkt erhalten werden. Wenn Jjedoch alle
Ergebnisse der drei zuletzt geschilderten Chromatogra-
phien beriicksichtigt werden, ist es moglich, auf direkte
Weise in den einzelnen Peaks die Prozentsdtze der hydroxy-
lierten und der phosphorylierten Produkte annshernd zu
bestimmen,
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Un die Umrechnung zu vereinfachen, wurden in folgenden
Gleichungen die in Tab. 5a angegebenen Symbole verwandt.
Aus Tab. 5a sind folgende Gleichungen zu bilden:

= N =6,75

= D= 0,9

= T + Np = 1,45

Te + Dp = 9,3

= P+ Tp + Np 2 = 80,2
= Tep + Dp 2 = 1,39

"

H O 0 T
]

Aus der Tatsache, daB durch Monophosphoesterase-Behand-
lung die phosphorylierten Nukleotide zwei Ladungen ver-
lieren, wdhrend die diphosphorylierten Nukleoside vier
Ladungen verlieren, sind Tab. 5b zufolge folgende Glei-
chungen aufzustellen:

a' = N+ Np+ Np 2 = 11,4
' = D+ Dp + Dp 2 = 3,0
¢! = T+ Tp = 6,3

' = Tep + Te = 8,1
e' = P = 74,2

Desgleichen lassen sich aus Tab. 5c die folgenden Prozent-
s8tze direkt ablesen:

a" = Np 2 = 4,26
" = Tp = 5,49
c" = P = 70,5

Wir konnen zun#chst das nahe Beieinanderliegen der zwei

auf verschiedene Weise gewonnenen Werte ¢' = 71,2 und c"
= 70,5 (Prozentsatz an hydroxyliertem Pentanukleotid)
einerseits und a" + b" = 9,75 und ¢ - ¢' = 9 (Prozentsatz

an Trinukleotidphosphat plus Nukleosiddiphosphat: Tp +
Np 2) andererseits feststellen.
Aus ¢’ ergibt sich: T = 6,3 - Tp = 6,3 - 5,49 = 0,81

Aus ¢ ergibt sich ebenso:
Np = 1,45 - T = 1,45 - 0,81 = 0,64.
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Aus b' bilden wir:

Dp + Dp 2 = 3,0- 0,94 = 2,06 (1)

~AuBerdem ist 4 und f zufolge::

Te + Dp = 995 <2)
Tep + Dp 2 = 1,39 (3)

a
T

Da Tep und Dp 2 uns nicht bekannt sind, kOSnnen Dp und Te
auf die nachfolgende Weise nur anndhernd bestimmt werden:
Wir nehmen zun8chst an, daB Dp2 = O sei. Aus (1) ergibt
sich dann Dp = 2,06, widhrend sich aus (3) Tep = 1,39
ergibt, also wire (nach (2)) Te = 9,3 - 2,06 = 7,24,
Nehmen wir an, dafl Tep = O sei, so folgt daraus:

Dp 2 =1,39 Dp = 2,06 - 1,39 = 0,68

und
Te = 9,3 - 0,68 = 8,62

Um diesen letzten Punkt zusammenzufassen,’haben wir aus
den Annaherungen

Tep O - 1,39

Dp 2 0 - 1,39

folgendes geschlossen:

0,68 < Dp < 2,06
7,44 < Te < 8,62

Die hier gewonnenen Werte sind in Tab. 5a ﬁbertragen,

Aus den Ergebnissen dieser drei Chromatographien (Tab.
d

c¢) ist zu schlieBen, daB mindestens 19,8 %

79

S5a. h ar
e 7 -~

I ke LA 2 ]

gesamten in Peak IV elulerten Extinktion bei 294 mp nach
Alkali~Behandlung in andere Verbindungen umgewandelt
werden., Zusdtzlich konnten innere Transformationen im -
Peak IV 4 etwa XpoXpoX(4) e XpoXp(4) + XpX(4> statt-
gefunden haben.
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Wenn wir also beriicksichtigen, daB die 6,75 % beobachtete
Nukleotide nur mit entsprechender Bildung von phosphoiy-
lierten Oligonukleotiden mit 5 Ladungen (1,39 %) und Zyklo-
oligonukleotiden mit 4 Ladungen (s. Tab. 4) entstehen kon-
nen, kommen wir zu dem SchlufB}, daR Peak IV 4 6,75 - 1,39 =
5,36 % Zyklooligonukleotide enthilt. Deren Anwesenheit
vermuten wir, nachdem die Phosphodiesterase-~Aufspaltung
des Peak : IV 4'4 (Abb. 11) uns nicht gelungen ist. Auch
bei der Chromatographie des Hydrolysats iiber DEAE Cellu-
lose (s. E.6.2) hinterlieB der mit 1 n Acetat eluierte
zweite Peak sogar nach verldngerten enzymatischen Inku-
bationszeiten einen Schwanz (vergl. Abb. 8). Um die
Existenz von -Zyklooligonukleotiden nachzuweisen, ware

es jedoch notig, groBere Mengen an Produkten mit vier
Ladungen zu gewinnen.

Diese Versuche haben uns gelehrt, daB durch Alkali-Degra-
dierung aus der Ladung vier 18,44 % Verbindungen mit
niedrigerer Ladung entstehen. Es war deshalb interessant
festzustellen, ob diese Alkali-Degradierung auch fiir die
groBeren Glieder besteht. Unsere folgenden Versuche sind

darauf ausgerichtet, dazu weitere Aussagen zu liefern.

C.6 Chromatographie einer bestrshlten DNS-1dsung
nach Alkali-Behandlung

Eine wissrige DNS-Ldsung (0,5 ng n1™") wurde mit 400 KR
bestrahlt, dann gleich nach der Bestrahlung mit 1 m
NH,OH 30 min. bei 37 °C inkubiert, entsalzt (AG 11 4 8
Harz) und anschlieBend auf eine DEAE-Sephadex-Sdule
aufgetragen. Diese Versuche wurden - abgesehen von der
Alkali-Behandlung - genau wie im Teil C beschrieben,
bis zu Ladung IV durchgefiihrt. Das entstandene Chroma-
togramm lieB sich so mit dem in Abb. 3 gezeiglten ver-—
gleichen. Wir miissen hierbei auf den Unterschied zwi-
schen dem im Teil C beschriebenen und dem hier vorliegen-
den letzten Versuch achten. Wdhrend bei dem ersten Ver-
such die einzelnen Peaks die Alkali-stabilen und die
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labilisierten Bestrahlungsprodukte enthielten, enthalten
sie bei dieser lebtzten Trennung die Alkali-stabilen Be-
strahlungsprodukte sowie die durch Alkali-Degradierung
entstandenen Abbauprodukte. Aus dem vorhergegangenen Ver-
such (s. C.5) 18Rt sich voraussehen, daB die Menge der
in den einzelnen Peaks erhaltenen Oligonukleotide zu-
nimmt. Diese Zunahme kann einmal fiir einen bestimmten
Peak aus der Nukleosid-Freisetzung der Oligonukleotide
des vorhergehenden Peak mit entsprechendem Gewinn einer
Ladung resultieren oder aus Spaltungen bzw. Dephosphorylie-
rung von Oligonukleotiden - den groBeren Ladungen ent-
sprechend - im nachfolgenden Peak.

Ein Vergleich der entsprechenden Peasks bel gleichen Ver-
suchen (400 KR 0,5 ng 1™ 1) einmal vor und einmal nach
einer Alkali-Vorinkubation (s. Teil C) ist in Abb. 12
dargestellt. Aus dieser Abbildung ergibt sich, daB die
Ausbeute an Basen von der Alkali-Behandlung unebhingig
zu seln scheint. Thre Anwesenheit ist offenbar auf eine
spontane Freisetzung durch die Bestrahlung selbst zurick-
zufiihren. Dagegen steigt die Menge an Nukleosiden nach
der Alkalibehandlung bis fast auf das Doppelte an. Es
hat somit den Anschein, daB die durch Alkali-Inkubation
entstandenen Produkte bevorzugt an dem Ende der Polynu-
kleotide abgespalten werden, d.h. als ob die durch Be-
strahlung verdnderten und auf Alkali labilen Zucker an
oder neben dem Bruchende liegen wiirden.

Die Verbindungen mit 1, 2, % und 4 Ladungen nehmen ebenso
etwas zu, wobei die absolute Zunahme bel den Peaks mit

4 Tadungen am groBten ist. Diese Zunahme ist verstandlich,
wenn man berlcksichtigt, daB bei einer Phosphatabspaltung,
bei der dihydroxylierte Nukleotide entstehen, Jjeweils

2 Ladungen verloren gehen; die Verbindungen mit hoheren
Ladungen werden also in Verbindungen niedriger umgewan-
delt. Ebenso ist es moglich, daBl bei der Alkali-Behand-
lung ein Oligonukleotid gespalten wird und in Verbindungen
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mit niedriger Ladung zerfallt. Wie wir friher am Beispiel
des Peak III (C.4, Tab. III) zeigten, sind jedoch Spaltun-
gen in der Mitte der Kette weniger wahrscheinlich als eine
Freisetzung von Monomeren am Ende des Oligonukleotids.

Um hierzu noch detailliertere Aussagen zu machen, wurde
Peak IV'im folgenden (C.6.2) ndher: analysiert. Voraus-
setzung war Jjedoch, daB die Position des Peak IV' auch
tatsachlich unter diesen Bedingungen 4 Ladungen entsprach.
Dies ergibt sich wohl nach der Elutionsordnung, es war
Jjedoch zuvor notweﬁdig, die Identitat des in den verschie-
denen Chromatogrammen auftretenden Peal O mit den Nukleo-
siden und den freien Basen zu beweisen.

C.6.1 Chromatographische Trennung der Basen
und Nukleoside (Peak 0)

Zundchst wurden die Basen und Nukleoside iiber eine Dowex
50 x 8 (H'-Form)-Sdule (siehe C.1) voneinander getrennt.
Dabei erhalt man auch das in Abb. 12 angegebene Verhdlt-
nis von Basen und Nukleotiden. Jede Fraktion wurde dann
weiter analysiert. Die Basen wurden in 6 ml 2 n HC1l auf
eine 1,35 x 18 cm Dowex 50 x 8 (H'-Form)-Sdule aufgetra-
gen. Dann mit 2 n HC1 eluiert (Cohn 1961). Das Chromato-
gramm zeigt Abb. 13. Die entsalzten Nukleoside wurden, wie
von Georgatsos und Laskowski (1962) beschrieben, getrennt
und bestimmt. Allerdings wurde mit dem Austauscher Dowex

1 x 8 (Acetat~-Form) gearbeitet, statt mit Dowex 1 x 2.
Etwa 7 ml Mischung wurden auf eine 1,35 x 14 cm Sgule
aufgetragen. Die Sdule wurde zuerst mit Wasser gewaschen
(Abb. 14). Statt der erwarteten Trennung von Desoxycyti-
din (4C) und Desoxyadenosin (dA) wurde nur ein Peak mit
einem breiten Schwanz erhalten. Die Saule wurde weliter
mit 0,1 n Ammoniumacetat pH 6,2 eluiert. Abgesehen von den
Peaks, die Thymidin (dT) und Desoxyguanosin (dG) entspre-
chen, wurden zwel abnorme Peaks beobachtet, die den von
Thymidin einrahmen, dX und dJ genannt. Da es moglich war,
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dafl sich 4C und dA deshalb nicht getrennt hatten, weil
die Entsalzung unvollstindig war, wurde der entsprechende
Peak von neuem auf einer AG 11 A 8-Harz-Saule entsalzt,
wieder auf dieselbe Dowex 1 x 8 - Sdule aufgetragen und
anschlieBend mit einer kleineren DurchflulBlrate eluiert
(Abb. 15).

Die verschiedenen Basen und Nukleoside wurden durch ihre
Elutionsordnung nach ihren Verhd8ltnissen E 250 mu/E 260mu,
E 280 mp/ E 260 mp, E 290 mu/E 260 mp identifiziert und
ihr Betrag nach ihrem Molekularextinktionskoeffizienten
(Beaven und Holiday, 1955, Harbers 1964) berechnet. 4J
wurde nach seiner bei 250 m¢ liegenden maximalen Extinktion
~und seinem Spektrum nach als Desoxyinosin identifiziert..
Die prozentuale. Zusammensetzung zeigt die Tabelle 6.

Ein Vergleich zwischen den ohne Alkali-Vorinkubation und
den nach Inkubation erhaltenen Nukleosiden hiatte Aussagen‘
Uber die Natur der durch Alkali freigesetzten Nukleoside
gegeben. Die Nukleosidfraktion ohne Alkalibehandlung der
DNS ging aber leider durch Spilmittel-Verunreinigung des
GlasgefdBes verloren.

C.6.2 Rechromatographie des Peak IV

Wie schon erwdhnt, fihrt die Inkubation der bestrahlten
DNS mit Alkali vor der Chromatographie uUber DEAE-Sephadex
zu einer Erhdhung um 37 % der Gesamt:-0D 271 des Peak: IV’
im Verhsltnis zum Peak IV ohne diese Alkali-Vorinkubation.
Es ist zundchst berechtigt anzunehmen, daBl die Bestand-
teile des Peak IV' denen des Peak IV, die in Tab°\5
dargestellt sind, entsprechen, ihre Zusammensetzung mag
Jjedoch verschieden sein. Bei dem Peak IV' kOnnen némlich
die verschiedenen Bestandteile aus Nachbarn, namentlich
aus denen, die gréBere Ladungen enthalten, enstanden sein.
Wenn endstandige Cyclophcsphate vorhanden sind, bleiben
ihre Strukturen (Rushizky u.a. 1964) unter unseren Chro-
matographie-~ und Entsalzungsbedingungen erhalten. Um die
Existenz von Cyclophosphaten zu beweisen, wurde Peak IV
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vor der Entsalzung 5 min. bei 400 °C mit 0,41 n HCl inku-
biert (Ten¢r u.a. 1958). Damit werden die ehdstindigen Cyclo-
phosphate zu den entsprechenden sekunddren Phosphatgrup-

pen hydrolysiert. Es wird dabei eine zusadtzliche Ladung
gebildet, wie es sich aus folgendem Schema ergibti:

-0 O i ;

i O\ / + ‘ i : -
N B, o b0 4| O
VAN | ] | b
J-0 0 ; 0 |

Peak IV' wurde nun nach einer solchen S8ure-Behandlung und
nach Entsalzung auf eine DEAE-Sephadex-Saule aufgetragen
und mit 7 m Harnstoff, 0,02 m Tris, pH 7,6 vorgewaschen.

Es wurden dabei keine Basen eluiert. Die Sdule wurde dann
mit einem linearen NaCl-Gradienten in 7 m Harnstoff, 0,02
m Tris, pH 7,6 eluiert. Aus dem entstandenen Chromatogramm
(Abb. 16) ist ein Peak (IV'5)zu ersehen, dessen Bestand-
teile mit 5 Ladungen vermutlich aus den endstdndigen Cyclo-
phosphaten hervorgegangen sind. Die virtuelle Zusammen-
setzung aller dieser Peaks ist in Tab. 7a gezeigbt. Die
Prozentsdtze sind auf 80,2 bezogen, d.h. auf die Menge

von Peak IV,4 (Tab. 5a), um Peak IV und IV' vergleichbar
zu machen. Um sich zu vergewissern, daR kein Cyclophosphat
in dem Peak IV'4 verblieb, wurde ein kleines Aliquot die-
ses Peak  auf gleiche Weise behandelt und chrométogra~
phiert. Es ergab sich, daB die Hydrolyse der Cyclophosphate
vollstandig war, da ein einziger Peak eluiert wurde; auch
hier wurde keine Base eluiert.

ZtV =y 5 und 2'5' Nukleosid~Cyclophosphate wurden - ohhe
Basenverlust - von Smith u.a. (1958) und Michelson (1958)
synthetisiert. Unter den oben erwdhnten sauren Bedingungen
werden die Cyclophosphate zwr sekunddren Phosphatgruppe
hydrolysiert und dabei auch die Pyrimidin-Basen - deren
s8ureresistente Bindungen durch Zyklsierung labilisiert
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wurden - freigesetzt (Tener u.a. 1958), nicht nur die
Purinbasen. Da bei unseren Versuchen der Saurehydrolyse
Jedoch keine Basen freigesetzt wurden, ist es anzunehmen,
daBl die vorliegende Zyklisierung hauptséchlich auf den
in Abschnitt A.4 erwihnten Mechanismus (Schema A7)
(Bayley u.a. 1961) zurlickzufiihren ist, wobei die Base
bereits zuvor abgespalten war (in Tab. 7a mit R* bezeich-
net).

C.6.2.1 Rechromatographie des Peak IV'S

Um zu prifen, ob die in der letzten Spalte der Tab. Pa
vorausgesetzte Zusammensetzung des Peal.. IV'5 richtig
ist, wurde dieser Peak durch Monophosphoesterase dephos~-
phoryliert, auf eine DEAE-Sephadex-Sdule aufgetragen und
mit einem linearen NaCl-Gradienten in 7 m Harnstoff,
0,02 m Pris, pH 7,6 elulert. Das entstandene Chromato~
gramm (Abb. 17) steht in vollem Einklang mit der obigen
Annahme. Die entsprechende Zusammensetzung des Peak
IV'5,1 und IV'5,3 ist in Tab. 7b gezeigt, wobel hier R*
als Zucker in Aldehyd-Form, d.h. ohne Base, anzunehmen
ist. Der entsprechende Verlust an UV-Absorption wurde
fiir die Berechnung der Prozents8tze - die in derselben
Tabelle angegeben sind - beriicksichtigt. Freilich wire
es wichtig gewesen, die Abwesenheit von endst@ndigen
Basen durch Analyse des Phosphodiesterase-Hydrolysats
weiter zu prufen. Solche Versuche waren jedoch nicht
moglich, weil die Ausbeute an einzelnen Peaks zu gering

wal,

C.6.2.2 Rechromatographie des Peak IV'4

Da die Ausbeute an Peak IV'4 ausreichend war, wurde dieser
Peak nach Monophosphoesterase-Behandlung auf eine DEAE-
Sephadex-S8ule aufgetragen und auf {ibliche Weise (NaCl-
Gradient, 7 m Harnstoff, pH 7,6) getrennt. Wenn unsere
Annahme fir die in Tab. 7a angegebene virtuelle Zusammen-
setzung richtig ist, sind aus dieser Auftrennung drei |
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Peaks mit Ladung 0,2 und 4 zu erwarten. Aus Abb. 18 geht
hervor, daB3 die experimentellen Ergebnisse mit unserer
Annahme in vollem Einklang stehen. Die entsprechenden
Zusammensetzungen sind in Tab. 7c¢ angegeben, wobel die
Prozentsidtze auf 71,06 % bezogen sind.

C.6.2.3 Kettenlingen~Bestimmung des Peak. IV'4-4

Nach Entsalzung wurde der Peak IV'4-4 mit Exonuklease B
zu Mononukleotiden und Nukleosiden hydrolysiert (s. E.2)
und auf eine kurze DEAE-Cellulose-Siule aufgetragen. Die
Nukleoside wurden mit Wasser eluiert und dann die Nukleo-
tide mit 0,3 n Ammoniumacetat eluiert. Kein weiteres UV-
absorbierendes Material-wurde mit 1 n Acetat eluiert.

Das Verhdltnis ’ ‘

0D 271 Nukleoside + OD 271 Nukleotide
0D 271 Nukleoside

betrug 4,75, was dem theoretischen Wert (5) fiir Penta-
nukleotide sehr nahe liegt. Dieser Befund 1aBt darauf
schlieBen, daB bei diesen Verbindungen die endstindigen

Basen nur wenig ver@ndert werden.

Ein Blick auf die Tab. 8, die einen Vergleich zwischen
der prozentualen Zusammensetzung des Peak IV 4 und IV’
liefert, zeigt uns eine relativ starke Zunahme der phos-
phorylierten Produkte auf Kosten der hydroxylierten Pro-
dukte, was unsere anfangs (s. 006) erl8uterte Vorstellung
bestdtigt, ndmlich, daB diese phosphoryiierten Produkte
wesentlich aus einer Alkalispaltung von endsténdigen
hydroxylierten.&mébaaemtstehenJ Geht man davon aus, dalB
Peak IV' 37 % mehr asbsorbierende Substanzen enthdlt als
Peak IV 4, so folgt daraus, daB die Erhdhung an phospho-
rylierten Produkten mit 4 Ladungen -'zyklische Produkte
einbegriffen - 26 bis 27 % und die der hydroxylierten
Produkte 10 bis 11 % betrug. Dieser Betrag von 11 % ent- -
spricht etwa der Entstehung von IV 3 bei der Rechroma-
tographie von IV auf Kosten von IV 4 (7,24 bis 8,62 %;
Tab. 5a).
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C.7 Untersuchungen iber die Alkalilabilitiat von
bestrahlter hochmolekularer DNS

Die Untersuchungen an den durch Bestrahlung entstandenen
Oligonukleotiden hatten gezeigt, daR ihre Endgruppen durch
Alkalibehandlung erheblich verindert werden. Dagegen hatte
es den Anschein, daB Spaltungen der Nukleotidkette nach
Alkalibehandlung nicht auftreten. Es war zu prifen, ob
dies auch fiir hochmolekulare DNS gilt, bei der eine Be-
strahlung nur wenige Briche induziert hat.

Ein Hinwels auf Phosphatgruppen an den Bruchenden gibt die
von Collyns u.a. (1964) verwendete Inkubation mit Mono-
phosphoesterase. Inkubiert man unbestrahlte DNS-Losungen
mit einer gereinigten alkalischen Phosphatase (siehe E.2)
bei pH 8,2 und 37 OC, so wird ~ sogar nach verléngerten
Inkubationszeiten - sehr wenig Phosphat abgespalten. Ver-
wendet man bestrahlte DNS, so 1#Bt sich mehr Phosphat frei-
setzen. Nach 48 Stunden wird ein maximaler Wert erreicht,
der ~ entsprechend den phosphorylierten Enden pro Volum-
Einheit -~ von der verabreichten Strahlendosis abhingig ist.
Aus Abb. 19 ist zu ersehen, daR ohne Enzym an der bestrahl-
ten sowlie an der unbestrahlten DNS nur eine schwache Phos-
phat-Freisetzung stattfindet. Gibt man indessen nach einer
Inkubation von 76 Stunden bei pH 8,2 Enzym hinzu, so wird
von der bestrahlten DNS rasch Phosphat freigesetzt, und .
zwar fast zwel mal so schnell als ohne vorherige Inkubation
bei pH 8,2. Eine zweite Zugabe von alkalischer Phosphatase
76 Stunden nach der ersten hatte dagegen an der bestrahlten
DNS nur eine geringe Erhdhung des freien Phosphats zur Folge.

Aus der groBeren Anfangsgeschwindigkeit nach einer Vorinku-
bation im alkalischen Medium geht hervor, daB die Substrat-
konzentration -~ n&mlich die phosphorylierten Enden -~ grofler
geworden ist. Wie librigens in A.2 (4bb. 1) schon erwihnt,
steigt die sHureldsliche Fraktion bestrahlter DNS nach
einer alkalischen Vorinkubation bei gleichen Bedingungen
an, was besagt, daB Oligonukleotide freigesetzt wurden.
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Deshalb war sorgfialtig zu prufen, ob wihrend der langen
Inkubationen der DNS mit der alkalischen Phosphatase nicht
andere chemische oder enzymatische Reaktionen ablaufen.

Da denaturierte DNS bei langeren Inkubationszeiten hydro-
lysiert (J. Eigner u.a. 1961), verhinderten wir eine még-
liche Denaturierung durch Zugabe von NaCl bis zu einer
Endkonzentration von 1 m. Was die enzymatischen Reaktionen
betrifft, priften wir die Abwesenheit von Verunreinigungen
an Endonuklease oder Exonuklease (Phosphodiesterase) in
unserem Phosphatasepréparat. Diese Enzyme wirden ndmlich
zusdtzliche Phosphatendgruppen und s8ureldsliches Material
erzeugen., Die Abwesenheit einer Endonuklease-Aktivitat

bei der Inkubation konnte durch die Bestimmung der Visko-
sitat der inkubierten DNS-Proben erschlossen werden. Un-
bestrahlte DNS (MG ~ 107) verliert ihre Viskositdt auch
nach einer Inkubation von 96 Stunden nicht, und zwar mit
oder ohne Anwesenheit von 0,025 mg m1~" alkalischer Phos-
phatase (Tab. 9). Inkubiert man bestrahlte DNS, so ist
ebenfalls keine signifikante Abnahme der Viskositat fest-
zustellen, sei es mit oder ohne Phosphatase. Entsprechend
der verabreichten Strahlendosis ist die Ausgangsviskositit
natirlich geringer.

Eine mdgliche Verunreinigung an Exonuklease priften wir,
indem wir zu einem Ansatz mit alkalischer Phosphatase noch
zusitzlich Schlangengift-Phosphodiesterase hinzugaben
(Tab. 10). Es wird mit 0,010 mg Enzym innerhaldb von 48
Stunden kein Phosphat abgespalten. Gibt man 0,010 mg
Phosphodiesterase zu 0,1 mg alkalischer Phosphatase und
inkubiert man damit die DNS, so wird zwar deutlich mehr
Phosphat abgespalten, der Anstieg ist aber nicht so groB
als daB angenommen werden kann, an der Phosphatabspaltung
durch unser Enzymprdparat sind Verunreinigungen an Phospho-
diesterase beteiligt.
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Als weiteres Kriterium fiir die Anwesenheit von Phospho-
diesterase kann der Anteil von s8ureldslichen Nukleotiden
nach der Inkubation verwendet werden. Wie Tab. 10 unten
zeigt, wird zwar bei bestrahlter wie bei unbestrahlter DNA
wahrend der Inkubabtion sdurelosliches, UV-absorbierendes
Material freigegeben (vgl. auch Abb. 1), die Anwesenheit
von Phosphatase erhoht aber diesen Anteil nicht wesentlich.
Diese Versuche lassen eine Verunreinigung an einer Exonu-
klease in der alkalischen Phosphatase ausschlieBen. Sie
zeigen zudem folgendes: 1) Die verwendeten DNS-Priparate
sind bei einer alkalischen Inkubation nicht stabil.

2) Entsprechend den Viskositdtsmessungen, verdndert sich
die Kettenlédnge der Polynukleotide nicht, und zwar nicht
nur bei der unbestrahlten DNS, sondern auch bel der be-
strahlten DNS. 3) Bei der Inkubation der DNS im alkalischen
Medium wird Jedoch szureldsliches Material abgegeben.

Dabel scheint es sich nicht um phosphorylierte Abbaupro-
dukte zu handeln, da sonst ein entsprechender Anteil von
freiem Phosphat erscheinen miilte.

Aus diesen Feststellungen 1a8%t sich die Zeitkurve der
Phosphatfreisetzung (Abb. 19) dadurch interpretieren, daB
bei der Vorinkubation kurze hydroxylierte Produkte von den
Bruchenden her abgespalbten werden und dann eine endstandige
Phosphatgruppe vorliegt, wihrend bei der Inkubation mit
Phosphataese bei pH 8,2 beide Prozesse gleichzeitig vor
sich gehen.

D. Diskussion

Die Versuche waren darauf ausgerichtet, die chemischen Reak-
tionen zu beschreiben, die in der DNS nach Einwirkung von
ionisierenden Strahlen Briiche in der Nukleotidkette hervor-
rufen. Vorzugsweise wurden diese Untersuchungen an DNS vor-
genommen, die so hoch bestrahlt wurde, daB die mittlere
Kettehlénge nur etwa 10 - 20 betrug. Die entstandenen Oligo-
nukleotide konnten dann mit geeigneten Chromatographiever-
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fahren getrennt werden und mit enzymatischen und chemischen
Methoden charakterisiert werden. Wie durch frilhere Unter-
suchungen von Weiss (1964) zu vermuten war, ergaben die
ersten Untersuchungen, dal ein Teil der erhaltenen Oligo-
nukleotide im alkalischen Medium nicht stabil war. Es war
deshalb von vornherein zwischen den alkalistabilen Verbin-
dungen und den labilen zu unterscheiden, die sich bei
hohen pH-Werten umsetzten. Entsprechend muBten auch Mecha-
nismen diskutiert werden, die zundchst zur Entstehung der
Briiche in der bestrahlten DNS fithren und ferner diejenigen,
die Uber die Alkalilabilitdt der entstandenen Verbindungen
Auskunft geben kdnnen. Zur Erginzung und zur Stiitzung der
~vorgeschlagenen Mechanismen wurden ferner einige Unter-
suchungen an hochmolekularer DNS mit nur wenigen Briichen
durchgefihrt.

D.1 Tdentifizierung der gefundenen Spaltprodukte
in bestrahlter DNS

Die in der hochbestrahlten DNS erhaltenen Cligonukleotide
wurden zundchst nach der Zahl ihrer Ladungen aufgetrennt
und dann weiter mit Phosphomonoesterase auf die Zahl ihrer
Phosphatgruppen sowie mit Phosphodiesterase auf ihre Ketten-
lange untersucht. Zum Vergleich wurde in #hnlicher Weise
eine DNS-Probe fraktioniert, die nach der Bestrahlung mit
Alkali behandelt worden war. Es war jedoch nicht méglich,
alle Verbindungen im einzelnen zu identifizieren; vielmehr
konnten nur kurze Ketten von 2 - 5 Nukleotiden bestimmt
werden. Der prozentuale Anteil dieser Oligonukleotide an
der Gesamtmenge der DNS ist in Tabelle 41 zusammengefalt.

Auffallend ist zunichst, daB 10 % des UV-absorbierenden
Materials freie Basen oder Nukleoside sind; dagegen sind
Nukleotide kaum zu finden. Die ilbrigen Verbindungen wurden
nach ihrer Kettenldnge geordnet (Tabelle 12). Dabel muBten
einige Annahmen iUber die Menge der phosphorylierten Verbin-
dungen gemacht werden, indem vermutet wurde, daB der Peak
mit 5 oder 6 Ladungen (V und VI) Zhnlich zusammengesetz®
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ist wie der gut untersuchte Peak IV.

Die Menge der Oligonukleotide nimmt mit zunehmender Ketten-
lénge erwartungsgemifB zu, da bel einer mittleren Ketten-
lange von 10 eine statistische Verteilung der verschiedenen
Kettenlingen anzunehmen ist. Die dihydroxylierten Verbin-
dungen sind bei der Kettenlange 3 und 4 die haufigsten

(70 - 80 %), die phosphorylierten Verbindungen sind ver-
gleichsweise seltener. Nur bei der Kettenlange 2 ist das Mo-
nophosphat das haufigste Spaltprodukt, ngmlich das mit
einer Hydroxylgruppe und mit einer Phosphatgruppe. Ferner
konnten beli der Kettenlange 3 und 4 Cyclophosphate nachge-
wiesen werden.

Die Messungen zeigen, dafBl die strahlenbedingten Bruchenden
in der DNS zu einen groBen‘Teil freie Hydroxylenden tragen.
Die Phosphatgruppe: wird mdéglicherweise gleichzeitig abge-
spalten. Einer der Zucker ist durch die angreifenden Radi-
kale aus dem Wasser oxydiert worden, was durch folgendes
Schema verdeutlicht werden kann:

oo s XpXpXpXe oo ~nnp °o°XpR2"5 + p + XpXe-- (Schena Dq)

wobei B2 ein Nukleosid bedeutet, dessen C2—,05—,C4-oder
05—Atom am Zucker oxydiert wurde. Die Phosphatgruppe kann
dabel auch an dem anderen Bruchende verbleiben; es wurden
ja auch phosphorylierte Bruchenden nachgewiesen. Die Ent-
stehung von Cyclophosphaten soll spater noch erdortert

werden.

D.2 Alkalilabilitidt der bestrahlten Oligonukleotide

Einige der erhaltenen Fraktionen wurden mit Alkali behan-
delt und weiter identifiziert. Insbesondere lieR sich am
Peak IV die Alkalilabilit8t der Bestrahlungsprodukte stu-
dieren. Weiter wurde eine DNS-Probe nach der Bestrahlung
mit Alkali behandelt und im einzelnen charakterisiert.
Beide Untersuchungsmethoden zeigten ibereinstimmende Resul-
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tate, die in Tabelle 5a und 11 zusammengefaBRt sind. Es er-
gibt sich:

1. Die Zahl der Nukleoside nimmt deutlich zu.

2. Ebenso nehmen die Verbindungen mit endsti@ndigem Phos-
phat zu.

3. Die Zahi der Cyclophosphate nimmt zu.

4. Die Zahl der freien Basen #ndert sich nur wenig; es
werden in dem Alkali-behandelten DNS-Ansatz sogar etwas
weniger Basen gefunden als in dem unbehandelten, nur
bestrahlten Ansatz.

5. Aus den Verdnderungen von Peak IV nach Alkalieinwirkung
wird auch wahrscheinlich, dall neue hy&roxylierte Bruch-
enden entstehen, offenbar durch Abspaltung von Phsophat
nach dem frither besprochenen Mechanismus der B-Elimi-
nierung.

Die Zunahme der Nukleoside und der phosphorylierten Oligo-
nukleotide konnte auf einer B-Eliminierung des in Schema
Dﬂ gezeigten Bruchendes beruhen:

OH 55

°°°poXp32'5 ——— 00 o DXDXp + R (Schema D2)

Voraussetzung ist, daB diese Bruchenden oxydierte Gruppen
tragen, wobei nicht im einzelnen zwischen einer Oxydation
am 02—, 05~, 04— oder CB—Atom unterschieden werden kann,
da unsere Untersuchungen keine Auskunft dariiber geben, ob
3'- oder 5'-Hydroxylenden vorliegen. Das abgespaltene
Nukleosid muBBte dann entsprechend den Vorstellungen bei

" : s . .
der P-Eliminierung eine Doppelbindung tragen. Diese

stellungen wiirden auch die Uberlegungen von Rhaese und
Freese (1968) unterstiitzen.

Der Nachweis von Cyclophosphaten, insbesondere nach Alkali-
behandlung, 188t jedoch auch den Mechanismus einer Zykli-
sierung nicht ausschlieBen (Schema A,7)° Spaltet man diese
Cyclophosphate mit SZure, so entstehen endstindige Phosphate
mit einer Tadung mehr. Nukleotidbasen werden unter dieser
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Behandlung gleichzeitig abgespalten. Da sich bel unseren
Versuchen wohl eine Zunahme von Ladungen ergab, jedoch
keine Basen freigesetzt wurden, mull man annehmen, daR die
Basen bereits wvorher angespalten wurden. Dementsprechend
wirde sich folgendes Reaktionsschema ergeben:

a) Abspaltung der Base am Ende der Kette:
OH
oo s DXPR*P wmemem> =°°poR§p (Schena DB)
b) Abspaltung der Base in der Mitte der Kette:
-+ pXpR*pXpX-+ o —25> +..pXpR¥p + XpX:--(Schema D)
Hierbei bedeutet R* ein am Oq—Atom oxydierter Zucker ohne

Base.

D.% Alkalilabilitat hochmolekularer DNS

Behandelt man hochmolekulare DNS, die einige Briiche in der
Nukleotidkette aufzeigt, unter schonenden Bedingungen mit
Alkali, die nicht denaturieren, so ergibt sich folgendes:
Es werden mehr endstandige Phosphatgruppen gebildet, die
sich durch Phosphomonoesterase abspalten lassen. Das unter-
stiitzt die zuvor gemachten Beobachtungen, daB namlich von
den Bruchenden her Nukleoside abgespalten werden. Diese
konnten dann als s8urelosliches Material nachgewiesen wer-
den. Weiter ergab sich, daB die Kettenlinge der bestrahlten
DNS bei dieser alkalischen Inkubation unverindert blieb;
zumindest wurde keine meBbare Abnahme der Viskositat beob-
achtet. Allerdings konnte das Auftreten einiger Einzel-
bruche nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Genauere
Messungen der Bruchraten an einstringiger bestrahlter DNS
nach Alkalibehandlung sind hier noch notwendig. Ebenso
wurde auch bei der alkalischen Inkubation von dihydroxy-
lierten Tetranukleotiden kein eindeutiger Hinweis gefunden,
daB dabei das Tetranukleotid gespalten wird (vgl. C.4,
Tabelle 2).
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D.4 Basenabspaltung und Kettenbriiche

Die in der Losung mit bestrahlter DNS gefundenen Nukleo-
tidbasen werden unmittelbar bei der Bestrahlung freige-
setzt; nach einer Alkali-Inkubation findet keine weitere
Abspaltung von Basen mehr statt. Dies ist in Ubereinstim-
mung mit den bereits diskutierten Mechanismen. Die Zusammen-
setzung der abgespaltenen Basen entspricht nicht der in der
unbestrahlten Thymus~DNS, vielmehr wird relativ mehr Thymin
abgespalten. Ebenso ist auch unter den abgespaltenen Nukleo-
siden vermehrt Thymidin zu finden. Inwieweit dies im Zusam-
menhang mit der Tatsache steht, daR auch die Zerstorung

des Thymins durch ionisierende Strahlen einen hdheren G-
Wert hat als die der iibrigen Basen (Weiss 1964), kann

nicht entschieden werden.

Nach dem Mechanismus der Degradierung von Apurinsdure
unter der Einwirkung von Alkali konnte man erwarten, dal
eine Abspaltung der Nukleotidbase innerhalb der Nukleotid~-
kette durch Oxydation am Cq—Atom noch zu keinem Bruch
fihrt. Der Bruch entsteht erst unter der Einwirkung von
Alkali. Es war deshalb wichtig festzustellen, ob nach Ein-
wirkung von Alkali auf bestrahlte DNS auch tatsichlich
Spaltungeh der Nukleotidkette auftreten, und in welchenm
Verhdltnis diese Alkali-bedingten Briiche zu den unmittel-
bar bel der Bestrahlung entstandenen Briichen stehen. An
unseren Versuchen an hochmolekularer DNS wie auch an Oligo-
nukleotiden findet sich nun kein Anzeichen, daf solche
Alkali-bedingten Briiche einen wesentlichen Anteil der

Cacamtrzahl Aar Rywisrhe K
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daBl bei einer Oxydation des Qq—Atoms, die zu einer Abspal-
tung der Base fiihrt, auch gleichzeitig ein Bruch der Xette
stattfindet, mbglicherweise katalysiert durch die bei dem
Angriff der beiden OH-Radikale abgegebene Energie (vgl.
Schema AS), Es wiirden dann Bruchenden mit einem Cyclo-
phosphat ohne Base entstehen - wie auch von uns nachge-
wiesen wurde - sowie Bruchenden mit einem ungesattigten
Aldehyd (Schema A7):

aharn
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e o o XpXpXpXe oo mircepo o o XpR*¥*pXpXe oo —3 2« XpR*p + XpXe oo
N ¢ (Schena D5)
T eeeXpR* 4+ pXpXec-©-©
Die mittlere Verbindﬁng wirde dann nur eine Intermediar-
stufe mit kurzer Lebensdauer darstellen. Schema D5 ist
dabei nur eine etwa genauere Beschreibung des Schema A,4
auf Grund unserer Versuchsergebnisse.

Der G-Wert fiir die Freisetzung von Nukleotidbasen betrigt
nach Weiss (1964) 0,22; nach unseren Messungen 0,192, das
ist also etwa die Hilfte der Gesambtzahl der Briliche mit
einem G-Wert von 0.4 (Hagen 1967). Dementsprechend wiirde
die Halfte der Briiche nach Schema D5 entstehen, die libri-
gen wﬁrden,sich,nach,Sohema,quereignenwund~sieh/unter—
Alkali spater in phosphorylierte Endgruppen nach Schenma

D2 unwandeln.

E. Experimenteller Teil (Methodische Einzelheiten)

E.1 Reagenzien

Alle Reagenzien wurden von der E. Merck AG (Darmstadt) ve-
zogen und wiesen den p.A. Reinheitsgrad auf. Das DEAE
Sephadex A 25 (ca. 35 m - Aequ/g) erhielten wir von der
Deutschen Pharmacia (Frankfurt), das Dowex 50x-4-H' und
50x 8-H' (200 - 300 Mesh und 50 - 100 Mesh), das Dowex
1x8C1~ (200 - 400 Mesh) vom Serva Entwicklungslabor
(Heidelberg) und das Verzdgerungs-Harz AG 41 A8 von Bio-Read
Laboratories, Richmond. Die 7 molaren Harnstoff-Liosungen
bereiteten wir immer kurz vor Benutzung zu. Sie zeigten
eine vernachlissigbare Extinktion bei 271 mu (ca. 0,020).
Der mit 0,02 m Tris gepufferte 7 m Harnstoff wurde durch
Titrierung einer Ldsung 7 m in Harnstoff, 0,02 m in Tris
(BEydroxyl)aminomethan mit 41 n HC1l bis zum pH 7,6 herge-
stellt.
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E.2 Enzym- und Kettenlingen-Bestimmung

Hochgereinigte Monophosphoesterase aus Milz (MPE, 3,7 I
U/ml) sowie Exonuklease B{(Phosphodiesterase P.D.) wurde
freundlicherweise von Dr. Bernardi vom "Centre de Recherche
sur les Macromolecules", Strassburg, uberlassen.

Die Monophosphoesterase ist eine Phosphoesterase, die die
endstidndigen Phosphate abspaltet, die endstdndigen Cyslo-
phosphate Jjedoch unveradndert 1aRt. Die Exonuklease ist eine
Phosphodiesterase. Sie katalysiert schrittweise die Hydroly-
se der FPhospholiester-Bindungen zwischen dem Phosphat und
den 05—Atom des Zuckers vem 5-OH-Ende her. Pro Einzelkette
erhdlt man dann ein Gemisch aus 3'-Phosphat-Nukleosiden
und einem Nukleosid, die liber eine DEAE-Cellulose-Siule
(8.E. 6.2.) getrennt werden. Es wird das Verhdltnis

OD 271 Nukleoside + 0D 271 Nukleotide
0D 271 Nukleoside

berechnet, dessen numerischer Wert dér Kettenlange ent-
spricht. In einem solchen Verfahren ist sorgfdltig zu
prifen, ob wdhrend der Hydrolyse die Zahl der Nukleotide
konstant bleibt, d.h. daB keine Verunreinigung der Enzym-
Préparation an Phosphatase- anwesend ist. Diese konnte
ausgeschlossen werden, da unter den unten aufgezeichneten
Bedingungen weder eine Verlingerung der Inkubationszeit
noch ein Zusatz an Enzym zu einer Abnahme des Verhaltnisses
fihrt.

Der verwendete Versuchsansatz und die Inkubationszeit waren
fiir 8 - 0D 271 Oligonukleotide in 41 ml 0,05 m Ammoniumace-

T2 R AVE cOR B WA

tat, pH 5,35, bei 37 °C

1) 4 »l M.P.E., 8 Stunden inkubiert
2) 2 Bl P.D., 15 Stunden inkubiert

Die alkalische Phosphatase (SIGMA) wurde vor Gebrauch
Uber Sephadex gereinigt. Sie war rein an Endo- sowie
Exonuklease-Aktivitdt. Das pH-Optimum betrug etwa 8,2 in
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Gegenwart von 1070 n Mg™*. Die Schlangengift-Phosphodiesterase
(Worthington, Code VPH), rein an Monophosphoesteraseaktivi-
tat wurde unter gleichen Bedingungen benutzt. Alle Phosphat-
bestimmungen erfolgben nach Chen u.a. (1956).

E.3 UV-spektroskopische Messungen

Es wurden Quarzkivetten mit 1 cm Lichtweg benutzt. Die
Extinktionsmessungen wurden in einem Zeiss-Spektralphoto-
meter PMQ2 durchgefiihrt. Eine Optische Dichte-Einheit (OD)
ist die Menge von Material pro Milliliter, die einerExtink-
tion gleich 4 fiir eine bestimmte Wellenldnge (}) entspricht.
Die Extinktion der Oligonukleotide wurde bei 271 mu abgele-
sen; da hier die molekulare Extinktion der 4 Desoxyribo-
nukleotide nur innerhalb 10 % voneinander abweicht.

E.4 Isolierung der hochmolekularen DNS3

Die DNS wurde aus frischem Kalbsthymus nach Kay u.a. (1952)
mit Duponol isoliert. Der Proteingehalt der DNS bestimmt
nach Lowry (1951) betrug weniger als 0,5 %.

E.5 Bestrahlungsbedingungen

Proben von wassriger DNS-Losung, pH 7, in Konzentrationen
von 0,5 mg/ml wurden nach 10 Minuten Stickstoff-Anreiche-
rung bestrahlt. Die Bestrahlung geschah in einer Kobalt-
60-y-Quelle (Gammacell 220, Atomic Energy of Canada). Die
Dosisleistung am Ort der Probe entsprach 21 KR/min. Gleich
nach der Bestrahlung wurde die Probe im Rotationsverdampfer
eingeengt und auf eine S8ule aufgetragen. Um eine mogliche
Beeinflussung durch einen Zeitfaktor auszuschalten, wurde
die Zeltspanne zwischen Bestrahlung und Auftragen konstant
gehalten.
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E76 Saulenchromatographische Methoden

Diese Methoden bilden unsere Hauptverfahren zur Trennung
von Substanzen, da sich damit noch Substanzen trennen las-
sen, die in groBen Konzentrationsunterschieden vorliegen.
Bei allen sdulenchromatographischen Trennungen wurde . die
UV-Absorption des Eluats bei 254 myg mit einem DurchfluB-
photometer kontinuierlich registriert (Uvicord, ILKB,
Stockholm mit Punktschreiber), zum Auffangen der Frak-
tionen wurde ein Fraktionssammler Ultrorac der gleichen
Firma verwendet. Die DurchfluBlgeschwindigkeit wurde durch
eine Peristaltic-Pumpe (LKB) konstant gehalten. Jeder ver-
wendete Austauscher wurde vor dem Reinigungsverfahren in
Wasser aufgeschwemmt, abdekantiert und das iberstehende
Wasser mit den feinen Partikeln abgegossen. Diese Prozedur
wurde mehrmals wiederholt.

E.6.1 DEAE-Sephadex Aai

Dieses Verfzahren ist eine Variante eines Vorschlages von
Tomlinson und Tener (1963a) und Rushizky u.a. (1964):
DEAE~Sephadex wurde dreimal .abwechselnd mit 0,5 n NaOH,
Wasser und 0,5 n HCl gewaschen. AnschlieBend wurde mit
Wasser gewaschen bis der AusfluB neutral war. Obwohl die-
ses Verfahren geniigen socllte, um den Austauscher in die
Cl-Form zu bringen, wurden bessere Trennungen erreicht,
wenn das Sephadex zwei Stunden in 2 m NaCl geriihrt, in

die Sdule gegeben und mit 2 m NaCl in situ gesplilt wurde,
bis die Extinktion bei 260 my¢ = O war (ca. 5 x das Sdulen-
Volumen). Dann wurde mit Wasser solange gesplilt, bis das
‘Eluat von Cl-Ionen frei war. AnschlieBend wurde das Sepha-
dex in ca. S5-facher Menge Ausgangspuffer (7 m Harnstoff,
0,02 m Tris, pH 7,6) &quilibriert und die dlinne Suspension
in eine S#ule (den gleichen Puffer enthaltend) gefiillt.

Die zu untersuchende Nukleinséurefraktion.Iieﬁen\mm?ihféinem
kleinen Volumen Ausgangspuffer (ca. 6 ml) in die SZule
einsickern. Danach wurde 2 - 3 mal : mit 1 ml Ausgangs-
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puffer nachgewaschen und mit dem Puffer ilberschichtet.
AnschlieBend wurde eluiert. Dann wurde die Saule mit

7 molarem Harnstoff, pH 7,6 ohne NaCl gewaschen. Daraus
lassen sich bereits die Basen und Nukleoside eluieren,

Die eigentliche Eluierung der Nukleotide und hoéherer Glie-
der setzte dann mit einem ansteigenden linearen NaCl-
Konzentrationsgradienten in 7 molarem Harnstoff bei pH
7,6 ein. Die Gradienten wurden in tblicher Weise durch
kommunizierende GefdBle erzeugt, wobei das erste GefalB

die Ausgangs- und das zweite die Endmolaritdt enthalt.
Weitere Einzelheiten der verschiedenen Verfahren, wie
Sdulenlénge, Gradienten-Volumen, Molaritidt, DurchfluBrate
und Fraktionsvolumen sind unter den Abbildungen angegeben.

E.6.2 DEAE-Cellulose-Acetat=Form

DEAE-Cellulose wurde mit 0,5 n NaOH und 0,5 n HCl in der
schon beschriebenen Weise behandelt, in der mehrfachen
Menge 1 n Ammoniumacetat gerihrt und anschlieBend in eine
Saule (0,9 x - 5 cm) gefiillt. Die DEAE-Cellulose wurde
solange mit Ammoniumacetat gewaschen,bis keine Cl-Ionen
mehr vorhanden waren (Silbernitrat-Test) und dann noch
anschlieflend mit dem 3-fachen S8ulen~Volumen. AnschlieRend
wurde mit dem 10-fachen Sdulenvolumen nachgesplilt. Die
Probe (in 0,05 m Ammoniumacetat) wurde ca. 4:5 verdinnt
und sorgfiltig aufgetragen. Die Nukleoside wurden mit
Wasser, die Nukleotide mit 0,3 m Ammoniumacetat eluiert.
Die Abwesenheit hoherer Oligonukleotide wurde durch Nach-
splilen mit 1 m Ammoniumacetat geprift.

E.6.3 Dowex 1 x 8 Acetat-Form

Dowex 1 x 8 C1~ wurde auf dem Blichner Trichter 2 mal mit
1 n HC1l, danach mit 2 n NaOH und anschlieRend mit Wasser
gewaschen. Dann wurde es in 41 n Ammoniumacetat aufge-
schwemmt, 30 Minuten gerihrt und das Wasser abgesaugt.
Das Dowex wurde in frischem 41 n Ammoniumacetat in eine
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1,35 x 15 cn-Saule gegossen. Die Saule wurde mit 4 ILiter

1 n Ammoniumacetat weiter gewaschen und mit 500 ml Wasser
gesplilt. Die Nukleoside wurden in 6 ml aufgetragen (wie
bei DEAE-Sephadex) und in 2 Stufen (HzO und 1 m NH4—Acetat,
pH 6,7) eluiert.

E.6.4 Dowex 50 x H'-Form

Dowex 50 wurde in 2 n NaOH, dann in 2 n HC1l 30 Minuten
gerihrt und in eine Siule gegossen. Zuletzt wurde das Harz
mit 2 n HC1 in situ, dann mit Wasser neutral gewaschen und
in dieser H'-Form verwendet.

Fir die Auftrennung der Nukleoside und Basen wurde eine
1,35 x 5 cm groBe S8ule (Dowex 50 x 4 (50 - 100 mesh) ver-
wendet. Die Nukleoside wurden mit 0,5 n HCl und die Basen
mit 2 n HCl eluiert. Fiir die Analyse der Basen wurde Dowex
50 x 8 (200 mesh) und eine 1,35 x 18 cm S8ule verwendet.
Die Basen wurden in 2 n HCl aufgetragen und mit 2 n HCL
eluiert.

E.6.5 Dlunnschicht-Chromatographie-Elektrophorese

Sie wurde nach der Methode von Keck und Hagen (1964) durch-
gefihrt, nur wurde bei der Elektrophorese eine 1000 V-
Spannung fir 45 Minuten angewandt.

E.7 Entsalzung

Die Elution der DEAE-Sephadex-Szdulen bendtigt NaCl und
Harnstoff. Da die Anwesenheit der Chlorid-Ionen und Harn-
stoff weitere Behandlungen stért, ist es erforderlich,
zwischen jeder Chromatographie die Peaks zu entsalzen.

Das Prinzip dieser Entsalzung ist, das Nukleotid-Material
auf Ionenaustauscher (Carbonat-Form)-Séulen zu readsor- ‘
bieren. Dazu wird jeder Peak gesammelt, 1:5 verdiunnt, auf
pH 8 (Peak 41-5) oder pH 4 (Peak '0). gebracht und durch die
Sdule gepumpt. Der Harnstoff wurde dann mit Wasser heraus-
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gewaschen, danach mit verdiinntem NHqHCOB, pH 8,4 oder Wasser
fiir Dowex 50 (s. unten) gespiilt, bis keine Chlorid-Ionen
mehr herausstromen. Dies kann man leicht mit AgN’O5 priifen.
Die optische Dichte des Eluats wurde stets kontrolliert, um
sicher zu sein, daB keine UV-absorbierenden Materialien
eluiert wurden. Anschlieflend wurde das Nukleotid-Material
mit 2 m NH4HCOB, pH 8,4, eluiert und mit dem Rotationsver-
dampfer im Wasserbad (Temperatur < BOO) bis zur Trocken-
heit eingeengt. Dem Rickstand wurde Wasser zugefigt und

der ProzeB 2 - 3 mal wiederholt bis kein NH4HCOB verblieb.
Die letzten Ionenspuren wurden durch ein Ionenverzogerungs-
harz AG 11 A 8 eliminiert. Dazu wurde die wissrige Losung
des zu entsalzenden Materials auf eine 1,45 x 60 cm lange
Siule gegeben und anschlieBend mit reinem Wasser heraus-
gesplilt. Die DurchfluBRgeschwindigkeit lag in diesem Fall
bei etwa 80 ml/Stunde, Die Elution der anorganischen Salze
ist verlangsamt. Sie folgen den organischen Materialien

als getrennte Fraktion. Nach einer Konzentriérung ist das
Eluat flir eine weitere Chromatographie oder enzymatische
Behandlung vorbereitet.

Als Austauscher benutzten wir fir Peak 3, 4 und 5 DEAE-
Oellulose—HCOa-Form (Rushizky und Sober 1962) in einer
2,45 x 25 cm-S&ule (100 ml/h) und flir Peak O0,1u. 2 Dowex
1x 8 HCOB—Form in einer 1,35 x 8 cm~-S3ule. Die gereinigten
Harze (s. oben) wurden in sehr viel 2 n NH4HCO5 gewaschen,
bis die optische Dichte des Eluats bei 2060 mi gleich O

war. AnschlieBend wurde mit ca. dem 5-fachen Saulenvolumen
Wasser gespiilt, um den Ioneniiberschufl zu eliminieren.

Fiir Peak O wurden eine 8 x 1,35 cm-S8ule mit Dowex 50 x 8
NH'-Form benutzt (Bell, Tomlinson und Tener 1964). Das
Harz wurde erst mit 2 n HCl, dann mit 2 n NH,OH jeweils

30 Minuten geriihrt, in situ mit 2 n NH,0H gewaschen and mit
Wasser nachgesplilt.




F. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird iber die chemischen Reak-
tionen, die in der DNS nach Einwirkung ionisierender Strah-
len Briiche in der Nukleotidkette hervorrufen, berichtet.
Diese Untersuchungen wurden vorzugsweise durch die Charak-
terisierung strahlenbedingter Oligonukleotide mit geeig-
neten Chromatographieverfahren und mit enzymatischen und
chemischen Methoden vorgenommen. Mechanismen, die zundchst
zur Entstehung der Briiche in der bestrahlten DNS filhren
und diejenigen, die iber die Alkalilabilitdt der entstan~
denen Verbindungen Auskunft geben, wurden diskutiert.

Zur Erganzung und zur Stiitzung der vorgeschlagenen Mecha-
nismen wurden ferner einige Versuche mit.hochmole-

kularer DNS mit nur wenigen Briichen durchgefiihrt.

Aus unseren Untersuchungen tesultiert folgendes:

1. Als Strahlenprodukte ergeben sich dihydroxylierte,
monophosphorylierte und diphosphorylierte Oligo-
nukleotide. Die dihydroxylierten Oligonukleotide
Uberwiegen dabei.

2. Nach Alkalibehandlung der bestrahlten DNS findet sich
eine Zunahme - a) der Nukleoside, b) der phosphory-
lierten Oligonukleotide und ¢) der Cyclophosphate.

d) Die Zahl der freigesetzten Basen &ndert sich nur

wenig.

Aus diesen Ergebnissen lassen sich folgende Schliisse Zie-
hen: Zu 1) Die Oxydation des endstdndigen Zuckers fihrt
zur gleichzeitigen Abspaltung der endstindigen Phosphat-
gruppe. Dabei nehmen die hydroxylierten Enden zu.

Zu 2 a) und b) Die B-Eliminierung des am Zucker oxydierten
endstédndigen Nukleosids fihrt zur Zunazhme der phosphory-
lierten Enden. Unsere Untersuchungen an hochmolekularer
DNS unterstiitzen diese Beobachtungen.

Zu 2 c¢) Die Oxydation am C,-Atom des Zuckers konnte nach

1
Verlust der Base zu Cyclophosphaten fiihren.
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Zu 2 4) Die Nukleosidbasen werden unmittelbar bei der Be-
strahlung freigesebtzt. Gleichzeitig entsteht dabel durch
Zyklisierung und B-Eliminierung ein Bruch der Nukleotid-
kette. Aus dem Vergleich zwischen dem G-Wert der Frei-
setzung der Basen (G = 0,192) und dem aller Briiche (G =
O,4) ergibt sich, daB in bestrahlter DNS die Hilfte der
Briiche eine Folge der Freisetzung der Base ist. Die ibri-
gen Briliche wirden als Folge einer Oxydation des Zuckers
und gleichzeitiger B-Eliminierung entstehen. Dabei wird
auch ein Nukleosid freigesetzt.
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H. Tabellen und Abbildungen




Tab. 1: Prozentuale Zusammensetzung der durch Chromato-

graphie iiber DEAE-Sephadex A 25 verschiedenen erhaltenen
Fraktionen nach y-Bestrahlung mit 200 kR und 400 XkR.
Angaben in % der Gesamt~-0D 271 mp eluiert in den verschie-

denen Peaks.

' Ladung |
Dosis 0 I P IT ¢ ITI ¢ IV v L vl i>vI
200 kR | 5,600 1,60 0,90 | 2,40 2,50 3,40 83,60
400 kR | 10,45 0,41 | 3,25 | 2,89 | 4,26 | 5,55 16,80 66,41 |




Tab. 2; Prozentuale Zusamm’ensefczung des Peak III nach
Rechromatographie liber PEAE-Sephadex A 25.
Angaben in % der Gesamt-0D 271 tp eluiert in jedem Peak.

Peak~-Nunmer

Behandlung IIT 1 IIT 2

Kontrollé | - 25,5 % 74,5 %

ﬁbnophosphoesterase : 36,5 % 63,5 %




Tab. 3: Erwartete Ver#nderungen des Peak III nach schonender
alkalische Inkubation (pH = 8,4).

X = Nukleovsid.
p = Phosphatgruppe.
pCR, ch = Caclophosphat.

R stellt ein Nukleosid mit oxydiertem Zucker dar. Dabel kann die
Base auch fehlen. _
Zahl der Ladungen als Index.

(1), Oxydation am C, - bzw. Cg ~ Atom des Zuckers.
(2), Oxydation am 03 - bzw. C, - Atom des Zuckers.
(3), 3'-4' bzw. 2'-3' Zyklisierung.

(4), 4'-5'" Zyklisierung.

Unterstrichen sind die experimentell gefundenen Abbauprodukte.

giiﬁ;ﬁiéi, verschiedene Mechanismen der Alkalilabilit&t
setzung ,
nach Be- B8-Fliminierung Zyklisierung
strahiung . .

(D (2) (3 | (4)
XpXpXpR XpXpXpR XpXpXp, + R : XpXpX, + DR,

v, Bk o § 2 ¢ XpXpX R5

XpXpRpX XpoR2 + pX2 Xpo5 + Rqu ; Xqu + pCRpX2 XpoRCp5 + Xo
XpRpXpX XpR, + EXEX5 Xp, + RpXpX, : X, + pCRpoX3 XpR,p, + XpX,
RpXpXpX R, + pXpXpX, RpoXpX5 : REXEXBX3 R, p, + XpXpX,
XpRp gpgq + P Xp, + Rp, % X, + pCRp3 XPR Ps
RpXp RO + po4 REX25 é,ggzga Rop4 + Xp2
pXpR EX935 po4 + Ro g pX2 + pch DXER5
PRpX DR, + pX, p + RpX, é P, RpX, pRCp§ + X




Tab. 4: FErwartete Verdnderungen des Peak IV nach 1 m NH4OHgInkubation, 30 Min, bei 3700
Legende siehe Tab. 3. l ‘

Virtuelle Verschiedene Mechanismen
Zusammenset-~ : : : -
zung nach B-Eliminierung: Zyklisierung
Bestrahlung : - - : . '
(1) (2) (3) (4)

XpXpXpXpR XpoXpoR4 XpoXpo5v+ Ro ’XpoXpoQ@ XpoXpX% + pcR1
XpXpXpRpX XpoXpR3 + pX2 XpoXp4‘+ RpX1 XpoXpch4‘+ Xo XpoX2'+ pCRpX2
XpXpRpXpX XpoR2 + poX5 Xpo3 + RpoX2 Xpoch5 + XpX1' XpX1 + pcRpoX3
XpRpXpXpX XpR1 + poXpX4 Xp2 + RpoXpXB Xpchz + Xp_XpX2 Xo + ch’.poXpX4
RpXpXpXpX Ro + poXpoX5 RpoXpoX4 ch + XpoXpX3 RpoXpoX4
XpXpRp XpoR2 + P %poB + Rp2 Xp.Xpch3 XpX + pcRp3
XpRpXp XpR1 + po4 %pz + Rpo3 Xpﬁqp2 + Xp2 Xo + pCRpo4.

XpX R XpX XpX R p - XpX
RpXpXp o T PXpXpg ApXpip, P - Xp¥pz RpXpXp,
pXpXpR PXpXpR, pXpXpg + R pXpXpR, pXpX, + p R,
pXpRpX poR3 + pX2 ;QXp4 + RpX1 , PXpch4 + Xo sz + pcRpXQ
pRpXpX pR2 + poX3 R + RpoX2 pch3 + XpX1 pcRpoX3

| : :

pRp PR, + P p + BRp, PR P3 PR3




Tab., 5a: Rechromatographie des Peak IV nach 1 m NH4OH—Inkubation 30 Min. bei BTOC,

N, D, T, T

N D.
b
X

R*

L]

fl

pCR, R

Angaben in % der Gesamt-0D,

entsprechen den phosphorylierten Nukleotiden.

= Nukleosid, Di~ Tri- Tetrahydroxylierte Nukleotide %

Nukleoside, p = Phosphatgruppe, R = Nukleoside mit oxydiertem Zucker.

oxydierter Zucker mit abgespaltener oder verdnderter, nicht mehr UV-abserbie-
render Base,

P = Cyclophosphate.

eluiert in den verschiedenen Peak.

Tmy,

Iv_ Iv, Iv, Iv, Iv, IV,
X ] XpRY §prpi! XpXpXpX} XpXpXpXphR P pXpXpXpX | T__
R*{N XPXLDEXpoRs T XpXpXpR, T, RpXpXpXpX { 70,5-71,2 0-1,39
R | R* 1 ip RpX[0,81 RpXpXpX} 725y g 6o | P ROXDXDX
pcgﬁ XpRCp pcRpoX XpoXpRCpJ pXpXp ] ng
pX ] XpXpR D, pXpXpX ) |
Xp L pXpX XpXpXp - 0-1,39
pR 0,64 XpXp D RpXpXp | Tp
Rp pXpR P pXpXpR { 5,49
N
"p¥p A 0,68-2,06 | PFPRCP | 9-9:1
p R*p} PoRPXR Sy i
5 Voo |
_pR*Op’ pXp } 4,2 6‘;‘
a b c d e - f
6,75% 0,94%: 1,45 % 9,30 % 80,20 % 1,59 %




Tab. 5b:

Inkubation mit anschlieBender Monophosphcesterase-Behandlung,

Rechrenatographie eines zweiten Aliquots des Peak IV nac

¢ entstanden aus

Legende siehe Tab. Sa.

h Ajkali-

o 11 21 31 IV41 51
N D T T, P
X} N pr} D o XpXpX XpXpXpX| T, - -
R.} XpX ) RpXpX
x} N o XpR | XpXpR T
RpX ? DP XpR P
poR* pcRpX
Hzp)
at bt c! at e!
11,4 % 3,0 % 6,3 % 8,1 % 71,2 % 0




Tab. 5c: Rechromatographie des Peak IV4 nach Monophosphoesterase-
Behandlung (vergl. Tab. 5a).
Legende siehe Tab. 5a.

IV - Iv - T
40 4-2 4-4
} " . BN
XN, XpXpX XpXpXpXpR
RPXPX
RpXpXpXpX
XpXpR T Lop
Xpch pcRpoXpX
pCRpX J XpoXpRop[
* gt % -bn * oM
4,26 % 5,49 % | 70,50 %

-~ %) Angaben auf 80,20 % bezogen (vergl. Tab. 5a)




Tab. 6:

Identifizierung und prozentuale Zusammensetzung der

identifizierten Nukleoside und Basen.

Nukleoside | 250mu’ E260m | Fog0mu/E260m| F290ms’ 260ms, smole| %
1 2 1 2 1 2 3
ac 0,85 0,8 0,965:0,9 0,305 : 0,314 ; 0,433:24,9
dA 0,78 10,79 0,144 ;0,138 {0,002 : 0,008 { 0,293i16,85
daT 0,65 10,658 10,73 0,772 0,240 0,244 | 0,506:%4,85
a4l 1,68 1,75 10,25 ;0,317 :0,025: 0,050 0,089: 5,10
a6 1,15 11,196 0,67 10,713 10,285 0,275 ; 0,518:18,30
1. Angaben von Harbers (1964) bei pH 7 und Beaven and Holiday

(1955) fir 4I.
2. Experimentell bestimmt.

-Werten von Harbers (1964) umgerechnet.

3. Nach den €pcq
sasen | 250ms’ Boeoms | Togoms’ Toeoms | T200me’ Bo60mu pmole | %
1 2 1 1 2 3
¢ 1,37 | 1,43 10,8 0,815 0,50 0,45 10,298 15,15
A 0,76 : 0,777 0,375 0,416 {0,035 0,037 {0,460 ; 25,40
T 0,67 : 0,696 {0,5% 10,569 10,09 0,132 10,773 ;39,40
C 0,48 0,519 1,53% 1,49 0,78 50,79 0,434 E 22,05

1. Angaben von Beaven and Holiday (1955) bei pH 1-2.

2. Experimentell bestimmt.

3. Nach den sgsom@—Werten von Beaven and Holiday umgerechnet.




Tab. 7a: Rechromatographie des Peak IV' nach 0,1 n HCl-Inkubation,
5 Min. bei 100°C

X = Nukleoside.
R = Nukleoside mit oxydiertem Zucker.
R*= oxydierter Zucker mit abgespaltener oder verdnderter, nicht

mehr UV-absorbierender Nukleotidbasen.

IV', ' IV'5
: XpXpXpXpR pR* pXpXpX
RpXpXpXpX XpXpXpR*p
PXpXpX pXpR*p
XpXpXp PR*pXp
RpXpXp
PXpXpR
L pXp
88,5 % : 11,5 %

Tab., /b: Rechromatographie des Peak IV'5 nach Monophosphoesterase
Behandlung. Legende siehe Tab. 7a. Angaben auf 11,5 % bezogen
(vergl. Tab. 7a.)-

' : N 1
54 Vs 3
XpR* i R*pXpXpX
R*pX XpXpXpR*
3,8 7,7

Tab. 7c¢: Rechromatographie des Peak IV’4 nach Monophosphoesterase
Behandlung. Angaben auf 88,5 % bezogen. (vergl. Tab. 7a.).

Wieo! TWap! Wy
X XpXpX | XpXpXpXpR
RpXpX ERpoXpoX
XpXpR | '
10,2 1 10,9 | 67,4




Tab. 8: Prozentuale Zusammensetzung der Peak IV4 und IV',
Unmittelbar nach Bestrahlung wurde eine DNS-Ldsung iiber DEAE-
Sephadex A 25 aufgetrennt. Der Peak IV, der 4 Ladungen entspricht,
wurde nach 1 m NH,OH-Inkubation, 30 Min. bei 37°C auf gleicher
Weise wieder chromatographisch aufgetrennt. Der in dieser Chroma-
tographie erhaltene Peak mit 4 Ladungen wird mit IV4 bezeichnet.
Eine andere DNS-Losung wurde gleich nach Bestrahlung erst in

1 m NH,OH, 30 Min. bei 37°C inkubiert, dann {iber DEAE-Sephadex

A 25 aufgetrennt. Der Peak IV' ist der, der tei diesem Trennungs~
verfahren 4 Ladungen entspricht.

X = Nukleosid, p = Phosphatgruppe.

pcR, ch = Cyclophosphate.
R = oxydierter Zucker bzw. Nukleosid mit oxydiertem Zucker.

Oligonukleotide g IV4 T : ) v’
XpXpXpXpX N B

XpXpXpXpR ¥ ' 67,4 %
RpXpXpXpX §87,7 - 88,7 % ¥ -
XpoXpch % } ? 7,7 % }

P RpXpXpX J Lo a é 7 11,5 %
S > 3.8% |

b RpXp B! J 4
pXpXpX Y 6,8 % P4, 7%
XpXpXp ' 1 10,9 %

pXpXpR

RpXpXp 3 J y

pXp } 5.3 % b 10,2 %




Tab. 9: Grenzviskositdt [M] ubbestrahlter und bestrahlter
DNS wdhrend der Inkubation mit und ohne alkalische Phos-
phatase (AP) bei 37 °C.

Zeit unbestrahlt 1000 R.
(8ta.) + AP - AP + AP - AP
0 ~ 6100 - 4000
24 6250 6000 4150 4000
48 4900 6500 2850 2700
72 6350 6300 3850 3850
96 6500 7500 3300 4200




Tab. 10: Phosphatabspaltung und sdureldsliches UV-absor-
bierendes Material nach Inkubation mit alkalischer Phos-
phatase (AP) und Schlangengift-Phosphodiesterase (PD).

Ansatz 0 5 24 48 8td.
DNS, 50 kR % Gesamtphosphat abgespalten
- AP, - PD 6,39 0,39 0,77 0,62
- AP, 10 v PD 0,31 0,31 0,62 0,62
100 y AP, - PD 0,54 2,40 5,90 7,99
100 v AP, 10 v PD 0,46 u,27 7,83 10,55
DNS, 50 kR % siureldsl. UV-absorb. Material
- AP, - PD 14,6 17,7 18,4 22,2
25 y AP, 4 - PD 15,0 16,8 24,2 25,0

DN&, unbestrahlt
- AP, -
25'YA.—P? -

% sdureldsl. UV-absorb. Material
1,70 2,57 4,01 4,73
2,11 2,83 4oug 4 27




Tab. 11:

Absolute Menge der identifizierten Oligonukleotide

in % der Gesamtmenge an bestrahlter DNS vor und nach einer
Alkalibehandlung von 30 min in 1 m NH,OH bei 37 °C.
(400 krad bei 0,5 mg/ml, mittlere Kettenlénge P = 10).

Verbindung

Ketten~

Ladung

% der Gesamtmenge

- voroder nach der

lange Alkalibehandlung
Basen 1 0 4,80 3,70
Nukleoside 1 0 5,65 9,80
XpX 2 I 0,41 0,92
XpXpX 3 IT 3,06 [
XpXp 2 III 1,05 {346
XpXpXpX 4 11T 1,83 3
PXp 1 IV 0,26 0,59
poXbp 2 Iv 0,022 0,22
XpXpXp 3 Iv 0,375 0,64
XpXpXpX,p 4 Iv 0,201 0,49
XpXpXpXpX 5 v 3,40 3,9
Sunme 21,248 27,92




Tab. 12: Haufigkeit der Endgruppen bei Oligonukleotiden
gleicher Kettenldnge aus bestrahlter DNS in % der Gesamtmenge
sowie in % der jeweiligen Kettenlinge (rel. %).

*) Werte gesch8tzt aus Versuchen mit anderer Kettenlinge.

Kettenldnge 2 3 4
Verbindung ' Ges.% rel.% Ges.% rel.% Ges.% rel.%
dihydroxyliertes ;

Nukleotid: XeeeeX 0,41 23,4 13,06 79,1 i1,7% 68,3

i Monophosphat:Xeec---Xp 1,05 59,9 10,375 9,7 10,27* 10,6
Monocyclo- -
phosphat: Xooooo Xp - - 0,09* 2,3 :0,20 7,8
Diphosphat: pXee---Xp 0,27* 45,4 :0,34* 8,9 {0,34* 13,3

Monophospho-
monocyclo-
phosphat: pXeocoo Xpi 0,022 1,3 - - - -




Abb. 1:

Entstehung sdureldslicher UV-absorbierender Sub-

s T mmdean T T an i o mn
LDLVAULCLL aCll DesLlalliulily v
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o
wihrend der Bestrahlung 0,5 mgeml™ '.

o Vor Inkubation bei pH = 8,3.
o Nach 48 Stunden Inkubation bei pH = 8,3
und 37 °C.
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Abb. 2: XKebttenlinge (Zahl der Nukleotide) von DNS-Einzel-
1

katten nah}\ ngc‘l‘%eklsvnm von 0,5 mg“ml (Ber_ecll_-

i W VT A dd O R Ve SRR v

net aus dem G-Wert von 0,4).
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Abb, 53

Chromatographische Auftrennung von 44155 0D 274mu:
bestrahlter DNS (400 kR bei 0,5 mgeml™ ) iiber
DEAE-Sephadex A 25. Die Probe wurde in 8 ml auf
eine 1,45 x 25 c¢cm Sdule aufgetragen. Elutions-
Gradient: 3000 ml linearer NaCl-Gradient (0,1 -

0,3 molar) in 7 m Harnstoff, 0,02 m Tris-Puffer

pH = 7,6, DurchfluBrate: 53 ml-h™'. Fraktionsvo-
lumen: 10,6 ml, Die rdémischen Ziffern stellen die
Ladung des Peak dar. Peak O wurde ohne NaCl eluiert.



< IN-SUBIYel

< 1wz X

1 0l 00l 05 ey |
I A A I T 0
e
W 110
3
S g
P 70
__ |
w7
%
|~
_-g
|-|I.A.”| mua
1T 7




Abb. #4: Chromatographie von 4C OD 271 me Nukleoside und
Basen an Dowex 50 x 4. Stufenweise mit HCL elulert.

Sdule: 1,35 x 4 cm. Fraktionsvolumen: ca. 7 ml.
N = Nukleoside, B = Basen.
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Abb. 5:

Rechromatographie von 40 0D 271 me des Peak II
an DEAE-Sephadex A 25. Sdule: 1,45 x 10 cm.
Elutionsgradient: 300 ml linearer NaCl-Gradient
(0,05 - 0,115 molar) in 7 m Harnstoff, 0,02 m
Tris Puffer pH 7,6. DurchfluBrate: 50 mi-n~7,
Fraktionsvolumen: 1%,6 ml.
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Abb. 6: Rechromatographie von 414 OD 271 my des Peak II 2
nach Exonukleiése-Abspaltung an DEAE-Sephadex A 25.
Sgdule: 1,45 x 10 cm. Elutionsgradient: 300 ml
linearer NaCl-Gradient (0,05 - 0,140 molar) in
7 m Harnstoff, 0,02 m Tris Puffer pH 7,6.
DurchfluBrate: 50 mloh"q° Fraktionsvolumen: 5ml.
Der Peak II 2a wurde ohne NaCl eluiert.
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Abb. 7: Rechromatographie von 10 0D 271 mu des Peak II 2
nach Monophosphoesterase-~-Behandlung an DEAE-
Sephadex A 25. S8ule: 1,45 x 10 cm. Elutions-
gradient: 300 ml linearer NaCl Gradient (0,05 -
0,140 molar) in 7 m Harnstoff, 0,02 m Tris
Puffer pH 7,6. DurchfluBrate: 45 ml-h™). Frak-
tionsvolumen: 4,5 ml.
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Abb. 8: Chromatographische Auftrennung von einem Exo-

nuklease-Hydrolysat des Peak II 2b" {(ca. 3
0D 271 me in 0,5 ml) iiber DEAE-Cellulose (Acetat-
Form). Sdule: 0,9 x 4 cm.

1. Nukleoside.

2. Nukleotide.
(siehe Experimenteller Teil E.2 fiir Ketten-~
ldngen-Bestimmung)
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Abb. 9:

Chromatographische Auftrennung zweier Aliguote
(je ca. 3 OD 271 ms) des Peak III iiber DEAE-
Sephadex A 25. Sdule: 1,45 x 8 cm. Elutions-
gradient: 250 ml linearer NaCl Gradient (O -
0,20 molar) in 7 m Harmstoff, 0,02 m Tris
Puffer pH 7,6.
~ oben, (93): Kontrolle.
DurchfluBrate: 44 ml.h™!. Fraktionsvolumen: 5,1 ml.

- unten, (9b): nach Monophosphoesterase~
Behandlung.

DurchfiuBrate: 40 ml-h™'. Fraktionsvolumen: 4,8 ml.
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Abb. 10: Chromatographische Auftrennung zweier Aliquote
(je ca. 10 OD 271 mp) des Peak IV nach 1 m NH, OH
Inkubation, 30 Minuten bei 37 °C iiber DEAE-Sepha~
dex A 25. S8ule: 0,6 x 10 cm. Elutionsgradient:
250 ml linearer NaCl Gradient (0,05 - 0,25 molar)

Ain 7 m o
e L fd Lt ALCA

- oben, (10_) Alkalische Inkubation
wie oben beschrieben.

DurchfluBrate: 34 ml-h™ . Fraktionsvolumen: 3,38 ml.

-~ unten, (10b} Monophosphoesterase~Behand—~
lung nach der alkalischen
Inkubation.

DurchfluBrate: 35 ml-h~". Fraktionsvolumen: 3,48 ml.

v Mand o Thea DL v =TT ™ =
nstoff, 0,02 m Tris Puffer pH 7.,6.




~<— /B/118/04 19BN

(e [
- o0

K Y —

Frakiions N ———




Abb. 11 'Chromatographische Auftrennung von ca. 6 0D 271 mp des
Peak IV4 (siehe Abb. ’!Oa) nach Monophosphoesterase-
Behandlung iiber DEAE-Sephadex A 25. Sdule: 0,6 x 6 cm.
Elutionsgradient: 100 ml linearer NaCl Gradient (0,05
bis 0,25 molar) in 7 m Harnstoff, 0,02 m Tris Puffer
pPH = 7,6
DurchfluBrate: 23,6 ml.h™ . Fraktionsvolumen: 3,4 ml.
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Abb. 12: Verteilung der strahlenbedingten Abbauprodukte der
Ladung entsprechend.
- offene SHulen: ohne Alkali-Behandlung
~ schraffierte S#ulen: nach 1 m NH4OH Vorinkubation.
Aufgetragen sind die % Angaben die der Gesamt~OD27ﬁmn

eluiert in den verschiednen Fraktionen entsprechen.
4 1 prozentuale Erhdhung nach Alkali Vorinkubation.

NS : Nukleoside.

B : Basen.
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Abb. 13: Auftrennung von ca. 18 OD26Omu Basen iiber Dowex 50 x 8
(B -Form). Saule: 1,35 x 18 cm.
Fluierungsmittel: 2 n HCl.
DurchfluBrate: 46 ml.h™ . Frakbtionsvolumen : 6,9 ml.
T : Thymin.
C : Cytosin.
G : Guanin.
A : Adenin.
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Abb. 14: Auftrennung der Nukleoside iber Dowex 1 x 8 (Acetat-

Form). Sdule: 1,35 x 12 cm.
Die Probe (ca. 18 OD260 mu) wurde in 7 ml bei pH = 8
auf die Bidule gebracht. Der erste Peak wurde mit
Wasser eluiert. Er enthilt Desoxycytidin und Desoxy-
adenosin und wurde wieder chromatographisch getrennt.
(vergl. Abb. 15).
DurchfluBrate: 53% ml.h™|. Fraktionsvolumen: 3,4 ml.

dC : Desoxycyticin.

dA : Desoxyadenosin.

dI : Desoxyinosin.

dT : Desoxythymidin.

dG : Desoxyguanosin.

dX : nicht identifiziert.
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Abb. 15: Trernung des Desoxycytins vom Desoxyadenosin iber
Dowex 1 x 8 (Acetat-Form). Siule: 1,35 x 12 cm.
DurchfliuBrate: 27 ml.h~ 1. Praktionsvolumen: 3,4 ml.
(vergl. Abb. 14).
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Abb. 16: Rechromatographie von ca. 35 OD2,7,I - des Peak IV'
nach Inkubation in 0,41 n HCl, 5 Minuten bei 400°C
{ber DEAE-Sephadex A 25. SHule: 1,35 x 15 cm.
Elutionsgradient: 1000 ml linearer NaCl Gradient
(0 bis 0,30 molar) in 7 m Harnstoff, 0,02 m Tris
Puffer pH = 7,6,
DurchfluBrate: 46,5 ml.bh™". Fraktionsvolumen: 9,3 ml.
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Abb. 17: Rechromatographie von ca. 3 OD274 m des Peak IV' 5
nach Monophosphoesterase-Behandlung iiber DEAE-
Sephadex A 25. S8ule 1,35 x 6 cm.
BElutionsgradient: 250 ml linearer NaCl Gradient
(0 bis 0,20 molar) in 7 m Harnstoff, 0,02 m Tris
Puffer pH = 7,6,
DurchfluBrate: ca. 100 ml.h™ . Fraktionsvolumen: 4,8 ml.
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Abb. 18: Rechromatographie von ca. 15 OD271 m des Peak IV' 4
nach Monophosphoesterase-Behandlung iiber DEAE-Sepha-
dex A 25. S&ule 1,35 x 15 cm.

Peak IV' 4-0 wurde ohne NaCl eluiert. Peak IV' 4-2

und IV' 4-4 wurden mit 1000 ml linearem NaCl Gradienten
(0 bis 0,30 molar) in 7 m Harnstoff, 0,02 m Tris Puffer
pH = 7,6 eluiert,

DurchfluBrate: 51,5 ml.h~". Fraktionsvolumen: 8,6 ml.
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Abb. 19: Phosphat Freisetzung nach alkalische Phosphatase (AP)
Behandlung von unbestrahlter bzw. bestrahlter DNS.

@ @ unbestrahlt
O e o} 20 kR, AP-
pic X 20 kR, AP+

A A 50 kR, AP+
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