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I. Einleitung

Die Beobachtung, daB lymphatische Zellen nach Einwirkung
ionisierender Strahlen rasch zugrunde gehen, gab Anlal
dazu, die wichtigsten, durch Strahlen induzierten, mole-
kularen Verdnderungen an der DesoxyribonukleinsBurestruk-
tur genauer zu untersuchen. Die Analyse der verschiedenen
physikalisch-chemischen Reaktionen an der DNS nach einer
Bestrahlung in wassriger Ldsung ergab Briiche der Doppel-
helix und des Einzelstranges, Vernetzungen der Nukleotid-
ketten, sowle Basenveranderungen und Aufbrechen von Wasser-
stoffbriicken (WEISS (1964), HAGEN (1967)).

Un die strahlenbedingten Ereignisse an der DNS in der
lebenden Zelle besser beschreiben zu kdnnen, fiihrte
WEINERT (1967) Bestrahlungen der DNS im Nukleoproteingel
durch. Dabei wurden nach der Methode von LUZZATI und

- "NICOLAIEFF (1963) Nukleoproteingel mit verschiedenen
Wassergehalt hergestellt. Es ergab sich, daBl die Bruch-
wahrscheinlichkeit fiir Einzel- und Doppelbriiche linear
mit der Dosis ansteigt, d.h. jeder Bruch entsteht durch
ein einzelnes Absorptionsereignis im Nukleoproteingel.
Das Verhdltnis der Bruchwahrscheinlichkeit der Einzel- A
kette zu der des Doppelstranges betridgt nach WEINERT und
HAGEN (1968) etwa 1:5, es sind somit 410 mal mehr Einzel-
briiche in der DNS vorhanden als Doppelbriiche. Aus den
Versuchsergebnissen ist deutlich zu erkennen, daB die
Empfindlichkeit des Strahlenschadens von der Feuchtigkeit
im Nukleoproteingel abhangt. Allerdings fehlen noch ent-
sprechende Untersuchungen iber die Strahlenempfindlichkeit
der DNS in trockenem Nukleoprotein, die in der folgenden
Arbeit beschrieben werden.

Dabei bot sich Gelegenheit, den Einflull von Sauerstoff

bei der Bestrahlung zu untersuchen. Man weif aus zahlrei-
chen Untersuchungen der molekularen Strahlenbiologie, daB
die Strahlenempfindlichkeit biologischer Makromolekiile in



Gegenwart von Sauerstoff gewtShnlich héher ist, als unter
Vakuum (Sauerstoff-Effekt). In verschiedenen Experimenten
{(von DERTINGER und JUNG (11969) ausfiibhrlich beschrieben)
mit trockenen Enzymen und Nukleinsduren zeigte sich nach
Bestrahlung ein Sensibilisierungsfaktor zwischen 1,5 und

2 als Quotient zwischen aerober und anaerober Empfindlich-
keit. Bestrahlt man die Makromolekiile dagegen in verdiinn-
ter wassriger Losung, so erhdlt man keine oder nur eine
geringe Strahlensensibilisierung; von BRUSTAD (1966) wurde
sogar eine Schutzwirkung des Sauerstoffs beschrieben. Es
ist daher zundchst verwunderlich, daB in vivo bestrahlte
DNS einen Sauerstoff-Effekt von einem Faktor 3 oder mehr
ergibt (HUTCHINSON u. ARENA, 1960). Die Zellen miissen
somit eine bestimmbe Subsbanz enthalten, die fir das Auf=
treten einer Sauerstoffsensibilisierung verantwortlich
ist. So findet man ebenso einen Sauerstoffeffekt, wenn
man die DNS in 1,4 . 10”0 molarem Glutathion bestrahlt.
Die sensibilisierende Wirkung des Sauerstoffs in Zellen
~beruht somit mbglicherweise auf seiner Reaktion mit Stof-
fen, die 8hnlich wie Glutathion eine Schutzwirkung zu ent-
falten vermdgen.

Die beschriebene Wirkung des Sauerstoffs ist nach DERTINGER
und JUNG (1969) wohl mit der hohen Affinitdt zu erkliren,
die er als paramagnetisches Molekiil zu den strahlenerzeug-
ten Radikalen besitzt. So kann es zu Peroxyradikalen am
Makromolekiil kommen (ﬁ + O2 — Még), wodurch eine Restitu-
tion des Makroradikals nach: M + H —> MH verhindert wird.
Ebenso reagiert O2 mit freien Elektronen, was eine Ladungs-
neutralisation eines ionisierten Makromolekiils nach MH' +
e~ -~ MH weniger wahrscheinlich macht. Die sensibilisierende
Wirkung des Sauerstoffs ist also in diesem Sinne keine pri-
m8re Schddigung des Moleklils, sondern eine Verminderung der
Restitution.
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Bei Bestrahlung in wissriger Ldsung miissen andere Reak-
tionen berucksichtigt werden. Da der Sauerstoff vorwiegend
mit H-Redikalen (0, + H —» HO,) und den hydratisierten
Elektronen (02 + e;q'—é Oé) reagiert, wird eine Erhdshung
der Strahlenempfindiichkeit des Makromolekiils nicht beob-
achtet. Unter bestimmten Bedingungen iiberwiegt sogar der
eben beschriebene Radikalfi@ngermechanismus, es kommt dann
am Makromolekiil zu einer Schutzwirkung des Sauerstoffs
(OKSMO und BRUSTAD, 1968).

Wenn der in vivo beobachtete Sauerstoffeffekt an der DNS
damit zu erkliren ist, daB O2 mit einem Schutzstoff rea-
giert, der sich in der Zelle befindet, so war zu prifen,
ugi'ﬁiéﬁfiééhénrdér”ffdteinmantel um die DNS dafiir verant-
wortlich ist wund nicht nur in der Zelle vorhandene nieder-

molekulare Bausteine.

Im Hinblick auf solche Untersuchungen miissen die Ergebnisse
‘an trockener DNS beachtet werden. Unter Sauerstoff wird
die Zshl der Doppelbriiche nur wenig beeinfluBlt, bei den
Einzelbriuchen findet sich dagegen ein ausgeprégter 02~
Effekt (HAGEN u. WELLSTEIN (1965), ALEXANDER u.a. (1961)
und LETT u.a. (1961)). Will man die Strahlenempfindlich-
keit der DNS im Nukleoprotein untersuchen, so mufl man die
Funktion des Histonmantels beachten, zumal bei niedriger
Dosis die DNS-Struktur nur gering verdndert wird. Nach den
Messungen von PEACOCKE und PRESTON (1961) sowie LLOYD und
PEACOCKE (1963) am Thymus-Nukleoprotein, findet

sich nach Y-Bestrahlung eine deutliche Abnashme des Moleku-
largewichts und des Molekiildurchmessers. LLOYD und PEACOCKE
(1968) erkliren dies durch zunehmendes Abdissoziieren der
Histonmolekiile vom DNS-Strang. Gleichzeitig finden auch
Aggregationen der freiwerdenden Histonmolekiile an noch

intakte Nukleoproteinketten statt.

In der vorliegenden Arbeit sind wir bpemiiht, Aussagen iiber
die Strahlenempfindlichkeit der DNS im Nukleoprotein zu
machen. Unser besonderes Interesse gilt dabel der Wirkung



ionisierender Strahlen auf trockenes Nukleoprotein im
Vakuum, in Sauerstoff und Stickstoff, sowie auf Nukleo-
proteingel bei einer Feuchtigkeit von 35 %. Dabei wurde
die DNS nach der Bestrahlung vom Probteinmantel geldst und
weiter untersucht. Die verwendeten Untersuchungsmethoden
wie Viskositats- und Sedimentationsbestimmungen gestat-
ten uns eine genaue Analyse der Molekulargewichte, sowie
der Molekulargewichtsverteilung der DNS, woraus sich
dann Bruch-~ und Vernetzungsereignisse berechnen lassen.

II. Material und Methoden

1. Isolierung des Desoxyribonukleoproteins

Die Isovlierung des Nukleoproteins erfolgt durch Umfallung
aus handelsiiblichem Nukleohiston (Worthington BC). Es
wird entsprechend den Angaben der Firma nach ZAMENHOF
(1957) isoliert und aus einer 2 M NaCl-Ldsung lyophili-
siert. Um das anwesende Salz des Handelsprdparates zu ent-
fernen, werden etwa 800 mg Nukleohiston in 320 ml 1 M
NaCl iiber Nacht aufgeldst, homogenisiert und mit kaltem
aqua dest. auf 0,14 M NaCl gebracht. Die dadurch ausge-
fdllten Nukleoproteinfiden werden in Alkohol gewaschen
und mit Aceton und Ather getrocknet. Die jeweilige Aus-
beute an gereinigtem Nukleoprotein betrug etwa 50 % der
eingewogenen Substanz.

2. Charakterisierung des Nukleoproteins

Nukleoprotein der Fa. Worthington und Nukleoprotein aus
Kalbsthymus isoliert, wurden von WEINERT (1967) im Hin-
blick auf ihre chemische Zusammensetzung miteinander ver-
glichen. Dabei zeigte sich, daB die Nukleoproteine zu

35 - 40 % aus DNS, zu 45 - 47 % aus Protein und zu etwa
15 % aus Wasser und Salz bestanden. Der Histonanteil
machte etwa drei Viertel des Gesamtproteingehaltes aus.
Der RNS-Gehalt war beim Worthington-Nukleoprotein < 2 %
und konnte vernachlassigt werden.



3. Das Nukleoprotein als Gel

Un das Nukleoprotein in ein Gel zu liberfithren, mull es
mehrere Tage in einer feuchten Kammer gehalten werden.
Dazu dient ein Schliffrthrchen, in dem ein kleines GefdlB
als Substanztriager des Nukleoproteins eingebracht wird.
Zum Nukleoprotein (Je 20 mg) werden 0,04 ml aqua dest.
gegeben. Um das feuchte Milieu zu erhalten, wird das
Réhrchen mit etwas Wasser geflillt; nach Evakuieren wird
Stickstoff eingeleitet und 5 - 10 Tage bei Zimmertempe~
ratur aufbewahrt. Damit wird eine gleichmdBige Durch-
feuchtung des Nukleoproteins erreicht. Durch diese Be-
handlung nehmen im Mittel 20 mg Trockenpriparat 28,19 ¥
0,95 mg Wasser auf. Unter Beriicksichtigung des Wasser-
und Salzanteils des Trockenpriparats (etwa 15 %) ergibt
sich daraus eine Nukleoproteinkonzentration im Gel von
¢ = 0,354 1 0,0068.

4, Das trockene Nukleoprotein unter Gasbedingungen

20 mg des mit Aceton und Ather getrockneten Nukleoproteins
werden in eine Glasampulle gegeben und iUber Nacht auf

1072 bis 10”2 Torr evekuiert. Dadurch kann man einen mini-
malen Feuchtigkeitsgehalt des Priparates erreichen, was
fir unsere Versuche notwendig war. Die schematische Dar-
stellung (Abb. 1) zeigt den Aufbau der benutzten Gasaus-
tauschapparatur. Durch ca. 30 Minuten langes Einstrdmen
(h) des Gases (doppelt gereinigter Sauerstoff oder Stick-
stoff) in den Olbehdlter (a), wird eine hohe Gassittigung
erreicht. Der Druckausgleich wird durch eine Bricke zum
Olbehdlter (b) hergestellt. Nach VerschluBR des Hahnes (4),
der die Vakuumpumpe (f) mit den Ampullen (e) verbindet,
wird durch langsames Offnen des Hahnes (c) erreicht, daB
das Gas in die evakulerten Ampullen stromt. Es kann nun
mit dem Abschmelzen der Ampullen begonnen werden. Da durch
die Erwdrmung eine Gasausdehnung stattfindet, hat es sich
als niitzlich erwiesen, den Hahn (c) wdhrend des Abschmelz-



vorganges geoffnet zu lassen, damit ein Druckausgleich

in den Olbehdlter (a) erfolgen kann. Da die Ampullen nun
luftdicht verschlossen sind, kénnen sie langere Zeit auf-
bewahrt werden. ks empfahl sich daher, mehrere Proben auf
einmal zu verarbeiten, um moglichst identische Versuchs-
bedingungen innerhalb einer Versuchsserie zu erhalten. Bei
der Versuchsserie des Nukleoproteins im Vakuum werden die
Ampullen gleich nach VerschluB des Hahnes (4) abgeschmol-

zZen,
Abb. 1

5. Bestrahlung

Die Bestrahlung der Proben erfolgt im Eisbad mit einer
Cobalt-y-Quelle (Gammacell 220, Atomic Energy of Canada
limited). Die Dosisleistung betrigt je nach Bestrahlungs-
zeitpunkt 1,18 - 1,14 Mrad/Stunde.

-6+ Isolierung der DNS- -

Eine schonende Isolierung, d.h. Vermeidung von starken
Scherkrédften und hohen Temperaturen, sowie der Einwirkung
von Desoxyribonuklease, ist fiir die Qualitdt der DNS von
besonderer Bedeutung.

Das unter verschiedenen Versuchsbedingungen bestrahlte
Nukleoprotein wird in 9 ml aqua dest. und 41 ml 0,001 M
Na-EDTA {ber Nacht aufgelost, mit 2 ml 0,5 M Trispuffer
(pH 7,8) und 0,5 ml 0,25 % Trypsinldsung versetzt und iiber
Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die DNS~Isolie-~
rung mit Phenol, modifiziert nach COLTER u.a. (1962)
schlieBt sich an: Die Ldsung wird mit 1,25 ml 5 % Desoxy-
cholat und 1:1 mit 75 % Phenol versetzt, 10 Minuten ge-~
riuhrt und 30 Minubten bei 12 000 Upm zentrifugiert. Der
klare Uberstand wird vorsichtig mit einer weiten Kaniile
abgezogen. Das darin geldste Phenol wird durch drei Ather-
extraktionen im Scheidetrichter entfernt und der Ather im
Rotationsverdampfer abgesaugt. Die DNS-Losung wird uUber
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Nacht gegen 0,2 M NaCl (pH 7) bei 4 °C dialysiert.

7. Charakterisierung der DNS-Praparation

Die Ermittlung der Konzentration einer DNS-LGsung erfolgt
durch Messung der Absorption bei 260 nm mit dem Spektral-
photometer (Zeiss). Dabei wurde mit einem Extinktions-~
koeffizienten von 22,0 - 10% cm® g'q gerechnet, der friiher
aus Phosphatanalysen bestimmt wurde.

Die Bestimmung des Proteingehaltes einer DNS-Praparation
erfolgt mit der von LOWRY u.a. (1951) angegebenen Methode.
Zu 0,6 ml DNS-Losung wird 3 ml einer alkalischen Kupfer-
sulfatldsung (50 ml 2 % NaZCO3 in 0,1 M NaOH und 1 ml
'035”%'GHSO&E5"HéG in 1 % Na=tartrat) gegeben, gut durch-
mischt und 10 Minuten oder langer stehengelassen. 0,3 ml
verdinntes Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz (1 N) wird
schnell zugefiligt und innerhalb 1 - 2 Sekunden gemischt.
Nach 30 Minuten oder lianger wird bei 6941 nm photometriert.

"~ Den Proteingehalt liest man auf der Eichkurve ab, die mit

einer Serum-Albumin-Losung angefertigt wird.

8. Denaturierung der DNS

Un die in der DNS vorliegenden Einzelbrtiche bestimmen zu
konnen, die durch die Analyse des nativen Molekiils nicht
erkannt werden, ist es notwendig, die beiden Nukleotid-

ketten schonend voneinander zu trennen. Eine Offnung der
Wasserstoffbindungen ohne gleichzeitige Degradierung der
Kette gelingt mit dem Verfahren von DAVISON u.a. (1964).
Es wird:

1 Teil DNS-Losung mit

1 Teil 0,2 M NaCOH gemischt, dann nach 3 Minuten

1 Teil 10 % Formaldehyd (Endkonzentration 2 %) zugegeben,
und gemischt,

mit 0,125 Teilen 1 M KHzPO4 neutralisiert,
1 Teil 0,4 M NaCl + 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,3) zuge-
geben und mit aqua dest. auf insgesamt 5 Teile aufgefiillt.



Um die vollstdndige Denaturierung der DNS-Probe nachzu-
priifen, hat sich der von THOMAS (1954) erstmalig beschrie-
bene "Hyperchrome Effekt" als glinstig erwiesen. Danach
steigt die Extinktion einer denaturierten DNS um etwa

35 ~ 40 % bei 260 nm an. '

9. Untersuchungsmethoden zur Bestimmung des Molekular-
gewichtes nativer und denaturierter DNS

Die Bestimmung des Molekulargewichtes der DNS erfolgt mit
hydrodynamischen Methoden. Die native DNS ist dabei in
0,025 M Phosphatpuffer (pH 7,3) und 0,2 M NaCl geldst.

9.1. Bestimmung der Viskositat [M]

Die Viskositadt der DNS-Préparation in wissriger Losung
wird mit dem Drehviskosimeter nach Hatschek-Couette bel
konstanter Temperatur von 20 °C bestimmt. Der Schergra-
”**&ient*b@trégt”S}ﬁfsec:ﬂg’ist also so gering, daBl eine =
Deformation der untersuchten DNS-Molekiile vermieden wird.
Aus der Viskositdt der Ldsung nL und der Viskositdt des
reinen Losungsmittels ﬂLM erhdlt man die relative Visko-
sitdt der Lésung M,y = My/Myy. Bezieht man Moy auf My,

so erhidlt man

M. -0
L M
Msp = = Mper™? (1)

L3y

Das Verh8ltnis der spezifischen Viskositat zur Konzen-
tration der DNS-Ldsung (—%E) wird gegen die Konzentration
(¢c) aufgetragen und auf die Konzentration Null extrapo-
liert. Man erhi#lt dadurch die Grenzviskositdt [N] bei un-
endlicher Verdiinnung.

. N
(M = 1% 2R [en’ g7 (2)
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9.2, Bestimmung der Sedimentationskoeffizienten

c . ] .
S 20,w,o,5A?§?%Ektrapolat10n auf S 20,1,0,5

bei nativer und denaturierter DNS

Die Sedimentation der DNS-~Molekiile wird in einer 42 mm
Aluminium-Doppelsektorzelle einer analytischen Ultrazen-
trifuge (Modell E, Fa. Beckman Instruments) mit UV-Optik
gemessen. Die Konzentration der DNS-Ldsung (19 - 21 e#g/ml
in 0,2 M NaCl und 0,025 M Phosphatpuffer pH 7,3) wird an
den einzelnen Orten der Zelle durch Absorptionsmessung
bei 265 nm Wellenldnge im Abstand von acht Minuten be-
stimmt und auf ein photoelektronisches Scannersystem (Typ
RS Dynograph, Fa. Beckman Instruments) iibertragen. Ein
beweglicher Photomultiplier kann schrittweise das Bild
der Zelle abfahren (Scanning System), wobei die Licht-
absorption der LOsung in Stromimpulse transformiert wird.
Diese werden mit denen des Losungsmittels aus dem anderen
Zellsektor verglichen. Die Differenz wird als Funktionskurve ‘
- —— —— —vom—Sehreiber des Scanningsystems geseichnet Abb.-2)e— - ——— —
Aus dem Abstand Xo,5 des Gradienten von der Referenzlinie
bei 50 % der Konzentration zu verschiedener Zeit t, ergibt
sich der mittlere Sedimentationskoeffizient SCEO,W,O,E,
der nach dem Integralverfahren aus der Gleichung (3)
berechnet wird.
Abb., 2
_ 2,303 A log XO,B/At ]

20,w,0,5 - 60 ©2

K (3)

w = Winkelgeschwindigkeit

X = Korrekbturfaktor, mit dem die Geschwindigkeit des
Teilchens im Lésungsmittel auf die im reinen Wasser bei
20 °C korrigiert wird (Indices w und 20). Der Index c
bezieht sich auf die verwendete Ausgangskonzentration c¢
der DNS~-LOsung. Da die Konzentrationsabhingigkeit des
Sedimentationskoeffizienten recht gut bekannt ist (vergl.
COQUERELLE u.a.,1969), lassen sich die erhaltenen Werte

von S%O W0 5amfdie Konzentration Null graphisch extra-
2 WV
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. ” o
polieren. Man erhalt dann S 20,w,0,5°

10, Ermittlung der Heterogenitat des Molekulargewichtes
von DNS~Praparationen

10.1. Molekulargewichtsbestimmung aus S° und [1]

Bei Nukleinsduren hat sich die Bestimmung des mittleren
Molekulargewichtes aus S° und [M] nach MANDELKERN u.a.
(1952) vewdhrt. Es kann nach der folgenden Gleichung

berechnet werden: 1 2
"M . W . 1071312
M= MS“ = i - ° 3 (#)
L. BQ-ve) i
M = Molekulargewicht
s° = Sedimentation bei unendlicher Verdinnung
[M] = Viskositdt bei unendlicher Verdiinnung
M, = Viskosit#t des LOsungsmittels (0,01 g em™! sec™ M)
v = partielles spezifisches Volumen der geldsten
DNS = 0,556 cm’ g
p = Dichte des Ldsungsmittels = 1,09 cm™2
B = fiir native DNS = 2,5 . 40°
fir denaturierte DNS = 2,3 - 406
ein experimenteller Wert, der fiir native und
denaturierte DNS in einem weiten Molekulargewichts-
bereich als konstant gelten kann.
N = Loschmidt'sche Zahl (6,0235 . 4027)

Diese Gleichung gilt fir native und denaturierte DNS. Man
rhalt fiir das Molekulargewicht (Msﬂ) inen Wert, welcher
etwa zwischen dem Zahlenmittel (Mn) und dem Gewichtsmittel
(Mﬁ) des polymolekularen Gemisches der DNS-Molekiile liegt.

Es kann aber sowohl die Viskositdt [M] als auch der Sedi-
mentationskoeffizient allein zur Ermittlung des Molekular-
gewichtes verwendet werden, vorausgesetzt, daB das gleiche
Losungsmittel verwendet wird. Fir die Beziehung zwischen



- /]-’l..

[N und M gilt die Gleichung
, a
[] in dl/g = Ky = M (5)

wobei sich fiir native DNS aus den Darstellungen wvon EIGNER
und DOTY (1965) Ky = 6,9 40™% und ag = 0,7 ergibt. Fir
die denaturierte DNS fanden die gleichen Autoren Kﬂ = 3,11
1072 und ap = 0,912. Zuverldssigere Werte fiir das Moleku-
largewicht erhalt man aus den Sedimentationskoeffizienten

nach der Gleichung a

s =x . M° (6)
s
da die Bestimmungsmethoden fiir die Sedimentation genauer
sind als die fir die Viskositdt. Fir native DNS-Prapara-
tionen erh8lt man nach DOTY u.a. (1958) K5 = 0,063 und

ag = 0,37. Pir denaturierte DNS berechnete WEINERT (1967)
KS = 0,055 und ag = 0,38.

10.2. Berechnung der Sedimentationsverteilung

Die Sedimentationsgeschwindigkeit eines Molekiils im
Schwerefeld der Zentrifuge wird bestimmt durch die Zentri-
fugalkraft P = - mr wg, die an der Masse (m) der Teilchen
ansetzt. Da die untersuchten DNS-Molekiile verschieden grold
sind, also verschieden schnell sedimentieren, ist es not-
wendig, den Gradienten zwischen Ldsung und Losungsmittel

in der Zentrifugenzelle ndher zu analysieren, um damit
Ruckschlisse auf die GroBenverteilung der Molekille in der
entsprechenden DNS-Prédparation zu ziehen. Abb. 2 zeigt

als Beispiel den in der analytischen Ultrazentrifuge mit
Scannersystem erhaltenen Gradienten einer unbestrahlten
Phagen-DNS~-Losung. Die senkrecht verlaufende Linie beweist,
daBl die mit gleicher Geschwindigkeit sedimentierenden Mole-
kile von einheitlicher GréBe sind. Nach Degradierung der
DNS-lMolekiile verbreitert sich der Ubergang von Ldsung zu
Losungsmittel, man erh8lt einen S—fbrmigen Gradient, dessen
Verlauf durch den Abstand von der Referenzlinie x und der
Hohe lber der Grundlinie y, die der Konzentration entspricht,



- 42 -

wiedergegeben wird. Jeder Punkt Xi/yi des Sedimentations-
gradienten entspricht einer bestimmten Konzentration (yi)
von Molekiilen, die nach einer gewissen Zeit den Abstand
(Xi) von der Referenzlinie hat. Um eine Sedimentationsver-
teilung aufzustellen, muB zu Jeden X4 ~Wert der zugehodrige
¥; -Wert ausgemessen werden. Die X5 —Werte werden nach den
ubllchen Verfahren mit der Glelchung (3) in 8°, ;-Werte
umgerechnet. Nach Einfilhren der die Sektorform der Zelle
berilicksichtigenden Verdinnungskorrektur wurde Js in den
relativen Massenanteil c; umgewandelt. Daraus 188t sich
nach SCHUMAKER und SCHACHMANN (1957) und HAGEN (1967) die
1ntegrale Verteilungskurve der Sedimentation Sci und

i berechnen. Un eine Verteilung der 8° oWerte zu erhalten,
muB gede Sedimentation Scl auf die DNS—Konzentration
(¢ = 0) extrapoliert werden nach der Gleichung:

80, = 8% [+ k' [M].-K .(0,5 + <k 7
i i s i Tz 2
K, = Ausgangskonzentration der DNS-Lésung in
g/4100 ml
ké = eine von EIGNER u.a. (1962) definierte

Konstante fir die Konzentrationsabhingigkeit
der Sedimentation = 0,80

C. = relative Konzentratlon am Gradienten
Der Faktor (0,5 +«——) bedeutet eine Korrektur,
welche die wahrend der fortschreitenden Sedi-

mentation ﬁtetige Verdinnung der DNS-LOsung

K auf K beriicksichtigt°
[ﬂ]i = der zu Jjedem EF gehSrende Wert der Grenz-
viskositat [ﬂ31, der nach der Gleichung:
1 o \b
(1l = a (5°) (8)

erhalten wird. Diese Beziehung wurde von EIGNER und DOTY
(1965) an Hand von ILiteraturdaten verschiedener DNS-Pripa-
rationen ermittelt und ist in der Abb. 3 als Mittelwerts-

kurve aufgezeichnet, Die in dieser Arbeit untersuchten
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nativen DNS-Proben sind mit den Symbolen der unterschied-
lichen Versuchsbedingungen vermerkdb.

Das Gleichungssystem (7) und (8) wurde numerisch durch
Iteration geldst. COQUERELLE u.a. (1969) zeigten, daB die
aus den einzelnen Sci-Werten berechneten Soi—Werte eine
gute Ubereinstimmung mit der Verteilung der 8°%-Werte er-
gaben, die durch eine graphische Extrapolation nach dem
Verfahren von CANTOW (1959) ermittelt wurden.

Abb. 3

10.%. Berechnung der Molekulargewichtsverteilung

Gleichung (6) gestattet es, die in der Sedimentationsver-
teilung gefundenen Werte (SQi) in die zugehérigen Moleku-
largewichte Mi umzuwandeln und somit eine Molekulargewichts-
verteilung Mi gegen c; zu berechnen. Zur Charakterisierung
einer solchen Verteilung kann das Gewichtsmittel (MW) und
Zahlenmittel (Mh) verwendet werden:

n M, o+ M '
M =% (e; -c; ) =izl (9)
W i=1 i i~ >
n (¢c; =-c¢c. ,) 2
Moo=/ % —% i1 (10)
n =

1 @% +D%_1)

Die Berechnung aller Werte, ausgehend von den MeBpunkten

des Gradienten X, und y, wurde mit einem Fortran-IV-Programm
in der elektroni;chen Rgchenmaschine IBM 7074 durchgefiihrt.
Einzelheiten des Rechenvorganges sind bei COQUERELLE u.a.
(1969) beschrieben. Zur Auswertung der einzelnen DNS~Proben
werden aus Jedem Sedimentationslauf zwei Aufnahmen heran-
gezogen.

Dieses Verfahren gestattet uns eine genaue Analyse des poly-
molekularen Gemisches und erlaubt sowohl eine Degradierung
als auch eine Vernetzung der DNS-Molekiile zu messen.



11. Berechnung der Bruch- und Vernetzungswahrscheinlichkeit

Durch den EinfluB ionisierender Strahlen auf die DNS ent-
stehen Briuche sowie Vernetzungen in der Nukleotidkette.
Eine Analyse dieser molekularen Verdnderungen ist mit Hilfe
des Gewichts- und Zahlenmittels des Molekulargewichtes mog-
lich. Es ergibt sich daraus die Bruchwahrscheinlichkeit A
(im Doppelstrang pro Nukleotidpaar) und o (im Einzelstrang
pro Nukleotid) sowie die Vernetzungswahrscheinlichkeit Q
(im Doppelstrang pro Nukleotidpaar) und ® (fiir den Einzel-
strang pro Nukleotid). Briiche der Einzelkette entstehen
linear mit der Dosis:

@ =p D 1

(p: Bruchwahrscheinlichkeit pro Nukleotid und rad).

Die Beziehung der Doppelbriiche zur Dosis wird am besten
durch eine lineare und eine quadratische Komponente be-
schrieben (BOHNE, 1968)

A=BD+C D

wobei die Komponenten B und C von den Jjeweiligen Bestrah-
lungsbedingungen abhingen (siehe Diskussion).

Nach den Angaben von HENGLEIN und SCHNABEL (1966) kann an-
genommen werden, daBl die Vernetzungswahrscheinlichkeit
linear mit der Dosis steigt.

Q:QeD

[CL q e D

1

1

]

N
W W

Ny -

S N

Y

(Q : Vernetzungswahrscheinlichkeit pro Nukleotidpaar und
rad; q : Vernetzungswahrscheinlichkelt pro Nukleotid und
rad)

Ereignen sich neben den Brichen auch Vernetzungen, so ist
der reziproke Wert der mittleren Kettenlange ?1— ‘um-J%-

kleiner (CHARLESBY, 1960). n
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Aus Mﬁ und M. ergibt sich dann:

B3

(14)

Da das Gewichtsmittel MW durch Vernetzungen starker be-
einfluBt wird als durch Briiche, gilt nach CHARLESBY (1960)

A »
5-0=(~-3y—)u (15)
W W
o
Mw und Mn sind Mittelwerte aus unbestrahlten DNS-Proben.

0 ()
m : durchschnittliches Gewicht eines Monomers. Fur Thymus-

DNS ist das beim Doppelstrang ein Nukleotidpaar mit
= 617,2 und beim Einzelstrang ein Nukleotid mit
m = 308,6.

Aus den Gleichungen (44) und (15) folgt durch Substitution:

2 1 id}
- A = (ﬁ;- - N;— - K, ) 5 (16)
wobei K, = E;‘ - ﬁi—
n, W
1 2 m
Q = ( o + K5 ) ~T5 (17)
wobei Ky = —pE— = =g
Yo )

Die Beziehung von A und Q zur Dosis ergibt sich aus der
Gleichung (12) und (13). Diese Gleichungen sind allerdings
nur gliltig, wenn die Briiche und Vernetzungen statistisch
verteilt sind, was Jjedoch flir die strahlenbedingten Er-
eignisse zun&dchst angenommen werden kann.
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IIT. Ergebnisse

1. Bestrahlungsbedingungen des Nukleoproteins

Die Nukleoproteine werden im Dosisbereich von 4 - 16 Mrad
bestrahlt, die DNS isoliert und wie beschrieben analysiert.
Zundchst wurde die Strahlenempfindlichkeit der DNS im
Nukleoproteingel mit einem Wassergehalt von 65 % bestimmt
(Versuchsserie A) und mit dem im trockenen Nukleoprotein
verglichen. Dabei befand sich das Nukleoprotein im Vakuum
(Versuchsserie B). Weitere Aussagen ilber die Empfindlich-
keit der DNS im trockenen Nukleoprotein konnten nach Be-
strahlung in Gegenwart von Sauerstoff oder Stickstoff ge-
macht werden (Versuchsserie C und D). Am Anfang und Ende
jeder Bestrahlungsserie wurden zwei Kontrollen hergestellt,
um einen besseren Uberblick iiber die mdglichen Streuungen
der MeBwerte widhrend der Versuchsserie zu erhalten.

2. Qualitdt der DNS-Prdparate nach Bestrahlung

und Isolierung
2.1. Proteingehalt

Un die DNS aus der Histonhiille zu 16sen, bedarf es neben
der Behandlung mit Phenol auch proteolytischer Fermente
(DOUNCE u.a., 1966). Dieser Schritt ist von besonderer
Bedeutung, da eine Verunreinigung der DNS-Losung durch
Proteine zu Ungenauigkeiten der Versuchsergebnisse fihrt.
Der Proteingehalt unserer DNS-Pr&parationen liegt zwischen
1,17 und 7,89 %, wobei zu beachten ist, daB die aus dem
bestrahlten Nukleoproteingel isolierten Losungen die hohe-
ren Werte (3,01 - 7,89 %) ergeben. Fir die DNS-Ldsungen
aus trockener Substanz wurden Proteinmengen von 4,17 - 5,6%
gemessen. Die Bestimmung des RNS-Gehaltes in unseren DNS-
Losungen eriibrigte sich, da nach WEINERT und HAGEN (1968)
der RNS-Gehalt im Worthington-Nukleoprotein nur sehr ge-
ringe Werte (< 2 %) ergab.
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2.2. Beziehung zwischen Sedimentation s° und
Viskositdt [7]

Hinsichtlich der Beziehung zwischen Sedimentation S° und
Viskositdt [N] passen unsere Versuchsergebnisse in das von
EIGNER und DOTY (1965) aus zahlreichen DNS-Pridparationen
aufgestellte System (Abb. 3). Es fallt auf, daB die Werte
des Nukleoproteingels im doppeltlogarithmischen Xoordina-
tensystem einer flacheren Kurve zugeordnet sind, als
EIGNER und DOTY (1965) angeben. Die Werte der Bestrahlungs-
serie C unter O2 liegen unter der Mittelwertkurve, die der
Serie B und D, besonders nach hohen Dosen dariber. Dieser
Befund soll spdter noch erdrtert werden.

Abb., 3

Die unbestrahlten nativen Proben (Tab. 1 - 4) ergeben im
Mittel einen S°-Wert von etwa 20 und eine Viskositat [1]
von 5200, die Werte liegen somit etwas unter der empirisch
ermittelten Beziehung von EIGNER und DOTY (14965).

2.%5. Sedimentationsverteilung

Die durch Auswerten der Gradienten in der analytischen
Ultrazentrifuge ermittelten Sedimentationsdiagramme ge-
statten uns, Hinweise flir das Vorliegen von Vernetzungen
zu erhalten. Beim Vergleich der Abb. 4 und 5 ist bei
nativer DNS nach Bestrahlung im Vakuum und unter Stick-
stoff zu erkennen, daB Fraktionen erscheinen, die schnel-
ler als die Kontrolle wandern, also groBller geworden sind.
Dies kann nur durch Vernetzungen geschehen sein (Abb. 4).
Dieser Effekt konnte bei DNS im trockenen Nukleoprotein
unter Sauerstoff, sowie bei DNS im Nukleoproteingel nicht
beobachtet werden (Abb. 5).

Abb, 4 und 5
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Die links der Kontrolle liegenden Sedimentationslinien
sind auf eine Degradierung der DNS-Molekiile zuriickzu-
fihren. Ebenso sind auch nach der Denaturierung der be-~
strahlten DNS keine Fraktionen nachzuweisen, die schnel-
ler als die Kontrolle wandern (Abb. 6). Eine genaue Aus-
sage lUber mogliche Vernetzungen gestattet uns allerdings
erst die Molekulargewichtsverteilung.

Abb. 6

3. Verdnderung des Molekulargewichtes nach Bestrahlung

Die Tabellen 4 -~ 8 zeigen unter anderem die Abhangigkeit
des Molekulargewichtes nativer und denaturierter DNS von
der Strahlendosis. Betrachtet man bei nativer DNS die nach
Gleichung (4) bestimmten Msn—Werte, so zeigt sich mit

steigender Strahlendosis bel allen Proben eine deutliche
Abnahme des Molekulargewichtes. Dies ist bei der DNS des
Nukleoproteingels (Tab. 4 u. 5) schon bei geringer Dosis

am auffdlligsten. Bei der DNS im trockenen Nukleoprotein

sind dagegen Dosen bis zu 16 Mrad erforderlich, um einen

guten MeBbereich zur Molekulargewichtsbestimmung zu er-

halten. Ein wesentlicher Unterschied zwischen aerober und

anaerober Empfindlichkeit ist hierbei gut zu erkennen.
Tab. 1 - 8

3.%. Bruchwahrscheinlichkeit

Eine genaue Analyse der strahlenbedingten Ereignisse ist
nur mit Hilfe der Molekulargewichtsverteilung méglich.

Die von uns nach Gleichung (9) und (10) berechneten Werte
fiir Gewichtsmittel (Mﬁ) und Zahlenmittel (Mh) pro Dosis
sind fir native DNS in Tabelle 1 - 4 und fiur denaturierte
DNS in Tabelle 5 - 8 aufgefithrt. Es wird Jeweils der Mit-
telwert angegeben, der sich aus zwel Sedimentationsvertei-
lungen bei Untersuchung einer Préparation ergibt. Wie oben
angefiihrt, lassen sich M, und Mﬁ zur Charakterisierung der
Molekulargewichtsverteilung verwenden, ferner kann aus
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ihnen die Bruch- und Vernetzungswahrscheinlichkeit berech-~
net werden. Wir betrachten zunadchst die Bruchwahrschein-~
lichkeit der Doppelhelix A, die sich bei der Analyse der
nativen DNS ergibt, sowie die des Einzelstranges o, die
bel der Analyse der denaturierten DNS erhalten wird.

Abb. 7 zeigt die Bruchwahrscheinlichkeit (A) und (o) der
DNS im feuchten Nukleoprotein (65 % HEO) in Abhingigkeit
von der Strahlendosis. Aus dem Verlauf der Kurve fiir Doppel-
briiche ist gemidB Gleichung (12) eine exponentielle Kinetik
ersichtlich, obwohl man einen linearen Anstieg, d.h. einen
durch ein einzelnes Absorptionsereignis entstehender Scha-
den, bis 1,5 Mrad nicht ausschlieBen kann. Bei der denatu-
rierten DNS ist im Diagremm eine leichte Abweichung vom
linearen Anstieg der Bruchwahrscheinlichkeit @ zu erken-
nen. Eine Regressionsanalyse zelgt, daB die beste Anpas-
sung durch die Beziehung @ = 16,29 - ﬂO—qo D+ 3,31 -

10~1® D2 erhalten wird.
o Abb. 7

Analysiert man die Bruchwahrscheinlichkeit der DNS im
trockenen Nukleoprotein nach Bestrahlung, so zeligt sich
sowohl bel nativer als auch denaturierter DNS mit zuneh-
mender Dosis ein linearer Anstieg.

Abb. 8 und 9

Besonders auffallig ist eine erhdhte Bruchrate bei Bestrah-
lung unter Sauerstoff. Aus der Steigung der Kurven ergibt
sich fiir die Doppelbriiche ein Verhdltnis der Strahlen-
empfindlichkeit im Vakuum, in Stickstoff und im Sauer-
stoff von 1 : 1,55 : 8. Bei der Bruchwahrscheinlichkeit
der Einzelkette war der Sauerstoffeffekt nicht ganz so
ausgeprigt. Wir ermittelten ein Verhdltnis der Empfind-
lichkeit im Vakuum, in Stickstoff und im Sauerstoff von

1 1,44 : 4,46, Bei allen Proben konnten wir somit eine
geringe Erhohung der Bruchwahrscheinlichkeit im Stickstoff
gegeniber Vakuum feststellen.
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3.2. Vernetzungswahrscheinlichkeit

Liegt das Molekulargewicht der im Nukleoprotein bestrahl-
ten DNS iiber dem der Kontrolle, so kann man annehmen, daB
intermolekulare Vernetzungen stattgefunden haben. Da mit
zunehmender Masse des Molekiils auch die Sedimentation im
Schwerefeld der Zentrifuge steigt, war es méglich, anhand
der Ergebnisse von Sedimentationsdiagrammen (vergl. Abb. 4
und 5) Vernetzungen wahrscheinlich zu machen. Wie im metho-
dischen Teil beschrieben, ist eine genauere Ermittlung der
Vernetzungswahrscheinlichkeit mit Hilfe der Gleichungen
(1%3.1) und (1%.2) méglich. Die Vernetzungsrate an den
Doppelstringen pro Nukleotidpaar wurde oben mit Q, die an
den Einzelstringen pro Nukleotid mit w definiert. In der
Tabelle 1 - 4 sind unsere Versuchsergebnisse fir Q, in
Tabelle 5 - 8 fiir @ angegeben. Bei den Vernetzungen zeigt
sich 8hnlich wie bei den Briichen, dafl die Feuchtigkeit

des Nukleoprotelngels, sowie unterschiedliche Gasbealnf

gungen ‘bei trockenem Nﬁkleoproteln; die Vernétzunéswahr-
scheinlichkeit wesentlich beeinflussen. Die Abb. 10 stellt
die aus den MeBdaten des Nukleoproteingels ermittelten
Dosiseffektkurven der Vernetzungswahrscheinlichkeit Q

und @ dar. Native Proben zeigen bis 2 Mrad kaum Vernetzun-
gen, bei hoheren Dosen findet man einen exponentiellen
Verlauf. Die durch Regressionsanalyse ermittelte Neigung
der Einzelstrangvernetzungen ergibt eine deutliche Abwei-~

Pk e Tat .L.

\,uuug vom linearen ST1

ie
besten einer Kurve nach w = 2,82 + 10'40 D+ 2,14 - 10’46
D2 an.

g. Die MeBpunkte passen sich am

Abb. 10

Die Vernetzungsereignisse im trockenen Nukleoprotein stei-
gen. sowohl beil nativer als auch bei denaturierter DNS
linear mit der Dosis (Abb. 11 und 12). Die Ergebnisse
zeigen ebenfalls einen ausgepragten Sauverstoffeffekt,

wie man aus der Neigung der entsprechenden Regressions-—
geraden ermitteln kann., Es ergibt sich fiir native DNS ein
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Verhdltnis der Strahlenempfindlichkeit im Vakuum, Stick-
stoff und Sauerstoff von 1 : 1,4 : 3,7. Bei denaturierter
DNS vetrigt es 1 : 1,7 : 5,2,

Abb. 11 und 12

3.%. G-Werte fur die einzelnen strahlenbedingten
Ereignisse

Bei den trocken bestrahlten Proben (Versuchsserie B, C, D)
hatten wir einen linearen Anstieg der Bruch- und Vernetzungs-
rate beobachtet, wie das auch nach den Gleichungen (11),
(13.1) und (1%.2) zu erwarten war. Inshesondere ergab

sich auch bei den Doppelbriichen ein linearer Anstieg mitb

der Dosis (Abb. 8), d.h. die quadratische Komponente der
Gleichung (12) ist zu vernachléssigen, A = B - D. Aus den
Bruch~ und Vernetzungsraten konnen wir nun die Bruch- und
Vernetzungswahrscheinlichkeit pro rad berechnen, die sich
einfach aus der Steigung der Geraden ergibt. Um eine Uber-

sicht iiber die Streuung der MeBdaten zu gewinmnen, haben
wir B, p, Q@ und g fir Jjeden einzelnen MeBwert gesondert
berechnet, diese Werte gemittelt und den Fehler dieses

. ' 2
. #E A . .
Mittelwertes oy = RIe=D) bestimmt. Die entsprechenden

Werte finden sich in Tabelle 9.

Bei der Bestrahlung des Nukleoproteingels ergeben sich
gekrimmte Dosiseffektkurven, insbesondere beil den Ereig-
nissen am Doppelstrang (Abb. 7 und 10). Um die Bruch- und
Vernetzungswahrscheinlichkeit pro rad zu erhalten, haben
wir deshalb die Anfangssteigung graphisch bestimmt und
diese zur weiteren Berechnung von B, Q, p und g heran-
gezogen.

Tab. 9
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Will man die G-Werte, d.h. die Zahl der durch Strahien-
schiaden hervorgerufenen Ereignisse pro 4100 eV absorbierter
Energie bestimmen, so ist es zundchst notwendig, die Zahl
der Nukleotidpaare bzw. Nukleotide pro g Nukleoprotein zu
berechnen

Monomer 3 N . d
g - m
N = Toschmidt'sche Zahl = 6,023 - 4020

= Anteil der DNS im Nukleoprotein
= 0,39 im Trockenpriparat (WEINERT, 1967)
= 0,166 im feuchten Gel (65 % H20)

m =  durchsehnittiiches Gewicht eines
Monomers (vergl. Gleichung (15))

Es ergaben sich im trockenen Nukleoprotein 3,89 - 4020

Nukleotidpaare/g Nukleoprotein und 7,78 - 1020 Nukleotide/g

Nukleoprotein. Beim feuechten Nukleoprotein betragen die — —-

entsprechenden Werte 1,55 - 4020 und 3,24 - 1OZO° Die
strahlenbedingten Doppelbriche pro g Nukleoprotein erhilt
man nun, wenn die Zahl der Nukleotidpaare/g Nukleoprotein
mit der Bruchwahrscheinlichkeit pro rad multipliziert
werden. EFinzelstrangbriiche, sowie Vernetzungen pro g kdn-
nen auf diese Art ebenfalls bestimmt werden. Da der G-
Wert definitionsgemadB 41 ist, wenn 6,2 - 4044 Ereignisse
pro g und rad eintreten, kann somit der fiir unsere Proben
charakteristische G-Wert berechnet werden (Tab. 9).

Das folgende Zahlenbeispiel zeigt, nach unseren Versuchs-
ergebnissen (Serie B), die Berechnung des G-Wertes fiir
Einzelbriche im Vakuum. Da der Anteil der DNS im trocke-
nen Nukleoprotein mit 0,39 angegeben wurde und das durch-
schnittliche Gewichtsmittel eines Nukleotids im Einzel-
strang der Thymus-~DNS 308,6 betragt, ergibt sich wie oben
beschrieben:
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Nukleotid _ 6,023 - 1020 - 0,39 _ , gg . 4020
g 30876 =7

?

Einzelbriiche pro g = 7,58 - 10°° . p

(p = Briiche pro rad und Nukleotid = 3,62 . 40~ 10
(siehe Tab. 9))

= 7,58 . 1090 . 3,62 - 10710 = 27,5 . 4070
S T LU
6,2 .40 7

IV, Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung ionisierender
Strahlen auf die molekulare Struktur der DNS untersucht.
Dabel priiften wir die Strahlenempfindlichkeit von Thymus-
DNS im feuchten und trockenen Nukleoprotein, um zu sechen,
inwiewelt die Proteinhiille fir den prlmaren Strahlenscha-

den an der Nukleinsiure von Bedeutung ist. Unser besonderes

Interesse galt der unterschiedlichen Sensibilisierung der
DNS im trockenen Nukleoprotein nach Bestrahlung im Vakuum
und in Gegenwart von Sauerstoff. Als strahlenbedingte mole-
kulare Veranderungen lieflen sich Briiche der Doppelhelix
und des Einzelstranges, sowie Vernetzungen mit Hilfe von
Sedimentationsbestimmungen im Schwerefeld der analytischen
Ultrazentrifuge als auch mit Viskositatsmessungen bestim-

men.
1. Doppelbriiche und Einzelbriiche

Bei der Bestrahlung von trockenem Nukleoprotein ergab sich
ein linearer Anstieg der Bruchraten A und o, es konnte
deshalb die Bruchwahrscheinlichkeit B und p pro rad be-
rechnet werden, somit das Verh&8ltnis von Doppelbriichen

zu Einzelbrichen. Beili der Bestrahlung des feuchten Nukleo-
proteingels ergaben sich gekrimmte Kurven, aus der Anfangs-
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neigung dieser Kurven lassen sich Jjedoch Werte fiir B und

p ermitteln. Das Verhaltnis der Einzelbriiche zu den Doppel-
briichen (Gp/GB> ergibt sich aus folgender Aufstellung, wo-
bei einige Literaturdaten mit beriicksichtigt sind:

Praparat ~ Gp/GB Autor
trockenes Nukleoprotein,Vakuum 22,3 diese Arbeit
ft 11 N2 2/‘ ,4— i 1
1 1" 02 qq_ R /] 11 1
Nukleoproteingel,c=0,53% in N2 9,2 Weinert u. Hagen, 19C8
" c=0,35 " 11,0 diese Arbeit
" c=0,20 " 12,5 VWeinert u. Hagen, 1968
T1-DNS im Phagen in 40 °m
Histidin 12,0 Bohne u.a. 1969
trockene DNS, in Vakuum 5,7 Hagen u. Wellstein,
1965
" " in Luft 12,6 " "
1t 11 in 02 2,1 ,2 1" 11

Wir konnen allgemein mit einem Verhdltnis von “10:1 rechnen,
wenn vorzugsweise die Briiche durch direkte Strahlenwirkung
erzeugt werden und die DNS als Gel vorliegt. Dies igt auch
unter den Bedingungen einer Bestrahlung in vivo wahrschein-
lich. Dieses Verhaltnis liegt wohl in der Geometrie des
DNS~-Molekiils zugrunde. Wahrend Einzelbriiche durch Jjede Pri-
marionisation, auch solchen mit einer Ionisation, erzeugt
werden, entstehen vermutlich Doppelbriiche nur, wenn der
DNS~-Strang durch eine Primdrionisation getroffen wird, die
mehr als eine Einzelionisation haben und ihre Energie in
der Nghe der beiden Strange absorbieren. Bei der Bestrah-
lung von trockenem Nukleoprotein wird die Energie, die im
Proteinmantel absorbiert wird, nicht weitergeleitet. Es
entstehen Doppelbriiche nur dann, wenn die Prim8rionisation
direkt im Doppelstrang der DNS absorbiert wird. Wird jedoch
das feuchte Nukleoprotein bestrahlt, so wird moglicherwelse
die im Protein absorbierte Energie an die DNS-Kette weiter-
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geleitet und es ist hdufiger als beim Trockenpridparat,
daB beide DNS-Stringe geschidigt werden. Im Verh#ltnis
zu den Einzelbrichen finden sich dann mehr Doppelbriiche,
d.h. p/B wird kleiner, es nimmt von 20 auf 10 ab. Die Be-
funde von HAGEN und WELLSTEIN (1965) kdnnen nicht mit
Sicherheit interpretiert werden, da der hohe Anteil von
Vernetzungen keine genaue Bestimmung der Doppelbriiche zu-
lieR.

2. Brliiche und Vernetzungen

Hinweise auf das Vorliegen von Vernetzungen zwischen den
DNS~Moleklilen nach der Bestrahlung des Nukleoproteingels
ergeben sich von drei Seiten: aus der Konfiguration der
DNSéMolekﬁle, aus der Sedimentationsverteilung sowie aus
den berechneten Werten fir die Vernetzungswahrscheinlich-~
keit Q und q. Um die molekulare Konfiguration der isolier-
ten DNS-Molekiile zu beurteilen, kann man bei jeder DNS-
Préparation 8° mit [M] vergleichen und in ein Diagramm ein-

tfagen (Abb B)W Von EIGNER und DOTY (4965) wurde aus dem
Vergleich zahlreicher DNS-Proben eine Beziehung zwischen

S° und [M] aufgestellt, die fiir DNS-Molekiile verschiedener
GroBe in einer Salzldsung von 0,1 - 41 M Nat gilt. Im Ver-
haltnis zu dieser Mittelwertskurve, die in Abb. 3 einge-
zeichnet ist, liegen unsere Proben, die im Vakuum oder

im N2 bestrahlt wurden, deutlich dariber und die, die in
O, bestrahlt wurden, darunter. Die Stickstoff- oder Vakuum-
proben haben also im Verhdltnis zur Viskositit einen hdéheren
Sedimentationskoeffizienten als die Sauerstoffproben. Das
deutet ganz allgemein auf das Vorliegen von Vernetzungen
hin.

Weiter werden diese Vernetzungen auch bei dem Vergleich
der Sedimentationsverteilungen (Abb. 4 und 5) deutlich.
Bei den Stickstoff- und Vakuum~-Proben zeigen sich nach
Bestrahlung Molekiilfraktionen, die grdBer als die unbe-
strahlten Molekile sind, wdhrend solche Fraktionen bei Be-
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strahlung unter O2 fehlten. SchlieBlich kann man aus den
G-Werten (Tabelle 9) das Verhdltnis zwischen Vernetzungen
zu Briichen am Doppelstrang Q/B berechnen. Zusammen mit
einigen Daten aus der Literatur ergeben sich folgende Werte:

G

Priparat o/%8 Autor

trockenes Nukleoprotein,Vakuum 0,508 diese Arbeit

11 1 N2 O ,468 13 "
141 1" 02 O . 252 1 1
Nukleoproteingel,c=0,35 in N2 0,333 " "
_DNS in 10-3
T1-DNS im Phagen in %gstigin 0,209 Bohne u.a. 1969
trockene DNS, Vakuum 3,35 Hagen u. Wellstein,
1965
4] 114 02 q , O 1 11
DNS~-Gel, ¢ = 0,33 0,5 Lett u. Alexander,
1961

Auffallend ist das deutliche Absinken der Vernetzungen
unter 02, sowohl beim trockenen Nukleoprotein als auch bel
trockener DNS. Die eingangs entwickelten Vorstellungen iber
eine Verhinderung von Vernetzungen durch Peroxydradikale
(vergl. DERTINGER u. JUNG, 1969) werden damit bestidtigt.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen fanden WEINERT u. HAGEN
(1968) keine Vernetzungen an den DNS-Molekiilen im Nukleo-
proteingel. Es ist mdglich, daB dies mit der verwendeten
Methode zusammenhdngt. Wahrend in dieser Arbeit mit dem
Scanning-System der analytischen Ultrazentrifuge gearbei-
tet wurde, wurde dort die Konzentrationsverteilung in der
Zentrifugenzelle mit dem photographischen Film gemessen,
wobei sehr kleine Bruchstilicke nicht erkannt werden konnten.
Dadurch liegen die Werte fir Mn hoher, wdhrend MW fast
unverdndert bleibt. Entsprechend ergeben sich dann bel der
Berechnung nach Gleichung (17) keine Vernetzungen.
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Am Einzelstrang war jedoch das Verh#ltnis q/p unter den
verschiedenen Bestrahlungsbedingungen etwa gleich (0,3),
doch ist moglich, daBl die beli der Denaturierung der DNS
nicht vermeidbare Alkalibehandlung zu Spaltungen der Ver-
netzungen fihrt. Solange wir keine Informationen iber die
Chemie der Vernetzungen haben, kann dariber nichts ausge-
sagt werden.

5. EinfluB des Wassergehaltes auf die Strahlenreaktionen

Wie aus dem Vergleich der Versuchsserie D (Bestrahlung in
Stickstoff) und der Versuchsserie A (Bestrahlung als Gel
mit 65 % Wasser) hervorgeht (siehe auch Tab. 9), steigt
die Strahlenempflndllchkelt der DNS bei der Zugabe von
Wasser erhebllcn an. Zudem &ndert sich die Form der Dos1s~
effektkurve. Aus dem linearen Anstieg wird, insbesondere
bei den Ereignissen am Doppelstrang, eine gekrummte Kurve,
die neben einer linearen Komponente auch eine quadratische
besitzt. . Ahnllche Beobachtungen wurden friher schon fiir
die Doppelbriiche an der DNS in wissriger Losung gemacht.
Hierbei kommt es nur zu Doppelbriichen, wenn zwei Einzel-
briche gegeniiberliegen oder im Abstand von nicht mehr als
3 Nukleotidpaaren (HAGEN, 1967). Es ist wahrscheinlich,
daBl im Nukleoproteingel neben Doppelbriichen durch direkte
Energieabsorption auch Doppelbriiche durch benachbarte
Einzelbriiche entstehen. Dadurch kommt es zu dem starken
Anstieg der Werte fiir A im oberen Dosisbereich. Bestimmt
man Jjedoch Jjewells die Anfangssteigung, so lassen sich
Werte fiir die Bruch- und Vernetzungswahrscheinlichkeit

(B und Q) o rad ermitteln, die sich mit denen von den
linearen Dosiseffektkurven bei der Bestrahlung des trocke-
nen Nukleoproteins vergleichen lassen.

Im Zusammenhang mit der unterschiedlichen Feuchtigkeit
steht moglicherweise auch die stets gering erhdhte Empfind-
lichkeit der DNS nach Bestrahlung im Stickstoff gegeniiber
Vakuum. Auf Grund der Versuchsanordnung (Abb. 1) kdnnte es



- 28 -

méglich sein, dal mit dem Einleiten von Stickstoff in die
Ampullen im Schlauchsystem zwischen dem Hahn (c¢) und dem
Pumpstand (g) eine geringe Verunreinigung an Feuchtigkeit

eindringt.

Zusammen mit den Werten von WEINERT und HAGEN (1968) kon-
nen wir somit eine Reihe verschiedener Bestrahlungsbedin-
gungen mit zunehmender Feuchtigkeit aufstellen und die

G-Werte fiir B, p und Q vergleichen.

Bestrahlungs-

bedingung G fir B P Q Autor
Vakuum 0,0185 0,444 0,0097 diese Arbeit
Stickstoff 0,0288 0,619 0,0135 " "
Gel, ¢ = 0,53 0,0220 0,202 - Weinert u. Hagen
" c = 0,35 0,0377 0,415 0,0125 diese Arbeit
" ¢ = 0,20 0,0310 0,381 - Weinert u. Hagen

Beriicksichtigt man, daB von WEINERT und HAGEN (1968) keine
Vernetzungen gefunden wurden und deshalb auch zu geringe
Bruchraten errechnet werden, so sind im ganzen recht &hn-
liche Werte fir die einzelnen Ereignisse zu messen. Das
gilt einmal fir den Einzelbruch, der sowohl durch direkte
Energieabsorption erzeugt wird als auch durch diffusible
Radikale aus dem Wasser. Die gesamte, im Wasser des Nukleo-
proteingels absorbierte Energie tragt also zur Entstehung
der Briche bei, mSglicherweise auch die im Proteinmantel
absorbierte Energie. Das gleiche gilt auch fir die Doppel-
briiche. Hier ist der G-Wert bei 80 % H,0 etwa gleich dem
bel Bestrahlung unter Ngo Offenbar sind im Nukleoprotein-
gel die Doppelstridnge der DNS so angeordnet, daB die in
der Umgebung absorbierten Primdrionisationen mit mehr als
einer Einzelionisation zu Doppelbriichen fithren. Die von
LUZZATI und NIKOLAIEFF (1963%) diskutierte, blindelartige
Anordnung der DNS-Strange im Nukleoproteingel konnte dies

ermdglichen.
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4, Sauerstoffeffekt am Nukleoprotein

Eine der wesentlichsten Fragen dieser Untersuchung war,
wie sich die Strahlenempfindlichkeit der DNS im Nukleo~
protein unter Einflufl des Sauerstoffs verdndert. Um mdg-
lichst vergleichbare Versuchsbedingungen zu haben, setzen
wir die Versuchsserie in O2 mit der in N2 in Beziehung
und berechnen das VerhZlitnis der Strahlenempfindlichkeit
in O2 zu'N2 aus den Jeweiligen G-Werten fﬁr die einzelnen
Ereignisse. Es wird hdufig als OER (oxygen enhancement
ratio) bezeichnet. Aus Tabelle O ergeben sich die folgen-
den Werte dafir, die mit einigen Daten aus der Iiteratur
verglichen werden:

Priparation Strahlenschaden OER Autor

trock.Nukleoprotein Doppelbruch (B) 5,05 diese Arbeit
" " Einzelbruch (p) 3,30 " 4
" " Vernetzung (Q) 2,51 " "

trockene DNS Doppelbruch (B) 1,45 Hagen u. Well-
stein (1965)
" " Einzelbruch (p) 5,40 " "

n " Vernetzung (Q) 0,43 " "

DNS in Thymocyten Einzelbruch (p) 2,15 Lett u.a. (1967)

DNS in Bakteriensporen Transformation 2,33 Tanooka u.

Hutchinson(1965)

DNS in Bakterien Transformation 3,0 Hutchinson u.
Arena (1960)

DNS in Bakterien- Transformation 3,0 Hutchinson (1961)

extrakt
DNS in Losung " 1,0 "
DNS in Losung u.
0,0014 M Gluthation " 3,0 "

An der DNS im Nukleoprotein fanden wir einen ausgepragten
Sauerstoffeffekt, sowohl bei den Einzelbriichen als auch
bei den Doppelbriichen und sogar bei den Vernetzungen. Im

Gegensatz dazu wurde an reiner DNS nur bei den Einzelbrichen
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ein ausgeprigter 02~Effekt gefunden, dies wurde bei den
Doppelbriichen kaum beobachtet; die Vernetzungen nahmen .
sogar ab. Der Sauerstoffeffekt tritt dabei nur auf, wenn
die biologische Substanz (Enzyme, transformierende DNS

oder Bakteriophagen) im Trockenen bestrahlt werden, nicht
gber, wenn sie dabei in feuchtem Zustand sind (AILPER, 1968).

Untersucht man die Strahlenempfindlichkeit der DNS in Zel-
len, findet man wieder einen Sauerstoffeffekt. Auch die
Inaktivierung der Vermehrungsfdhigkeit von Bakterien, die
moglicherweise zum groBten Teil auf die Strahlenschadigung
der DNS zurickzufihren ist, zeigt eine OER von 2,7 - 3,1
(vergl. DERTINGER u. JUNG, 1969).

Diese Beobachtungen machen nicht unwahrscheinlich, daB
sowohl im Nukleoprotein als auch in der lebenden Zelle

die strahlensensibilisierende Wirkung an der DNS erst
unter Beteiligung des Proteins zustande kommt, dhnlich
wie die Zugabe von Gluthation zur DNS-Losung erst einen
Sauerstoffeffekt ausldst (HUTCHINSON, 1961). Uber die che-
mischen Reaktionen, die dabei beteiligt sind, konnen Jje-
doch noch keine sicheren Aussagen gemacht werden.

In diesem Zusammenhang miissen die Uberlegungen erwdhnt
werden, die in der Zelle zur Strahlensensibilisierung unter
Sauerstoff flihren kdnnten (vergl. auch DERTINGER u. JUNG,
1969). Sie gehen zurlick auf eine Arbeit von HOWARD~-FLANDERS
(1958), die von der Annahme asusgeht, daB der Sauerstoff
Restitutionsvorginge an den biologischen Makromolekiilen
verhindert. Wahrend sich ohne ihn die durch Strahlung er-
zeugten Radikale wieder vereinigen konnen, entstehen mit
diesem Peroxyradikale, die eine Restitution nicht zulassen.
Diese, in der Einleitung schon erwZhnte Vorstellung 1aBt
sich auf die Strahlenempfindlichkeit von Mikroorganismen
erweitern. Hier kann man annehmen, daB es zweil verschie-
dene Typen von Schiden gibt, die zur Inaktivierung fihren.
Typ 1 ist ein Schaden, der erst durch die Reaktion mit O2
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in einen letalen Schaden iiberfiithrt wird, wiZhrend Typ 2
stets letal ist und dessen Bild nicht durch Sauerstoff
beeinfluBt wird. Mit dieser Annahme kann man auch den Ver-
lauf der Strahlenempfindlichkeit beil verschiedenem Sauer-
stoffpartialdruck befriedigend beschreiben (ALPER, 1956).

Es besteht nun die Aufgabe, die angenommenen Typen'des
Strahlenschadens auch zu konkretisieren, d.h. wir miussen
einmal Strahlenreaktionen in den Bakterien finden, die
durch Sauerstoff erheblich gesteigert werden und andere,
die durch 02 nicht beeinfluBlt werden. Beide Reaktionen
mussen zusatzlich noch letal wirksam sein.

Nach den Untersuchungen von HAGEN und WELLSTEIN (1965)

hat es den Anschein, daB Einzelbriiche der DNS mit ihrer
hohen OER dem Typ 1 zugeordnet seien, Doppelbriche mit
kleiner OER dem Typ 2. Nach den vorliegenden Versuchen
iber die Strahlenempfindlichkeit der DNS im Nukleoprotein
mufl diese Annahme fallengelassen werden. Vielmehr hat es
den Anschein, daBl alle Strahlenresktionen an der DNS einen
Sauerstoffeffekt zeigen und somit dem Schadenstyp 1 zuge-
ordnet werden miissen. Es besteht nun die Aufgabe, andere
letal wirkende Strahlenreaktionen zu finden, die keinen 02—
Effekt zeigen und als Typ 2 beschrieben werden kdnnen.
Dabei konnen einmal die Reaktionen beteiligt sein, die auch
unter N2 an der DNS ablaufen, oder auch ganz andere Reak-
tionen, die nicht mit der DNS zu tun haben.
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V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird Desoxyribonucleoprotein
trocken und als Gel (65 % Feuchtigkeit) mit °9Co-y-Strahlen
bestrahlt. Das trockene Nukleoprotein wurde im Vakuum, in
Saverstoff und Stickstoff behandelt. Die DNS wird vom Pro-
tein getrennt und anschlieBend auf Briiche im Einzel~ und
Doppelstrang, sowie auf Vernetzungen analysiert.

Dazu dienten hydrodynamische Methoden, wie Viskositats-
und Sedimentationsbestimmungen.

Einzel~ und Doppelbriiche, sowie Vernetzungen der trockenen
Proben, die auf ein einzelnes Absorptionsereignis zuriick-
zufihren sind, steigen linear mit der Dosis an. Das Ver-
h#ltnis der Strahlenempfindlichkeit in 02 Zu N2 (OER) wird
aus den Jjeweiligen G-Werten berechnet. Fir den Doppelbruch
ergab sich ein OER von 5,05, fir den Einzelbruch von 3,30
und fir Vernetzungen von 2,51.

Bei der Bestrahlung des feuchten Nukleoproteingels ergaben
sich gekrimmte Kurven. Aus der Anfangsneigung konnten wir
die G-Werte ermitteln, woraus sich ein VerhZltnis von Ein-
zel- zu Doppelbriichen wie 10:1 errechnet.

Bei der Analyse der Sedimentationsverteilung zeigten sich
Molekiilfraktionen,die groBer sind als unbestrahlte Mole-
kiile, d.h. es wurden intermolekulare Vernetzungen beob-
achtet. Vergleicht man das Verhdltnis der G-Werte von Ver-
netzungen und Brichen am Doppelstrang, so ergeben sich
folgende Werte fir GQ/GB : Vakuum = 0,508; N, = 0,468;

= 0,232. Auffallend ist das deutliche Absinken der Ver-
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VII. Tabellen und Abbildungen




Tabelle 1: Molekulargewichte nativer DNS nach Bestrahlung von Nukleoprotein-Gel,
65 % Feuchtigkeit (Versuchsserie A),

-6 - -6

Dosis o] v . : . c104 104
(Mrad) S [n] Msn 10 wa1o | M -10 A*10 0+10
Kontrolle 18,70 4400 6,67 5,43 | 3,10
19,23 4950 7,36 €,07 3,23
18,38 4600 6,64 5,69 2,56
19,34 3750 6,46 7,76 ‘ 3,05
4 16,18 2520 4,05 4,29 - 2,05 0,92 - 0,004
16:55 2425 4112 ’ 4,48 1973 1’67 0,426
0 13,85 1500 2,48 2,56 1,16 3,31 0,226
12,88 1025 2,10 2,21 1,10 3,46 -0,082
3 10,20 . 450 0,85 1,22 0,31 20,84 6,358
10,53 350 0,79 1,45 0,47 12,69 3,073
4 8,17 1110 0,32 0,79 0,20 36,65 11,466
8,29 99 0,29 0,82 0,16 46,46 16,612




Tabelle 23

(Versuchsserie B).

Molekulargewichte nativer DNS nach Bestrahlung von trockenem Nukleoprotein im Vakuum.

Desis o Laa—6 L10-6 L10-6 104 104
(o) S [ o 10 M_+10 M_-10 A-10 010
Kontrolle 18,68 5075 7,13 5435 2,98
18,11 4500 7,10 5,19 2,92
19,95 4800 7,66 777 3,36
19,79 5250 7,91 7,36 5,34
17,10 2575 4,45 5,78 2,39 0,78 0,29
2 17,62 2550 4,63 6,10 2,78 0,32 0,11
18,79 2410 4,97 8,02 2,20 0,78 0,86
4 16,26 2350 3,78 6,82 2,07 1,44 0,78
15,43 2300 3,61 6,91 1,80 2,00 1,05
6 16,32 2250 3,88 €,47 1,88 1,81 0,91
14,93 1680 2,94 5:97 1,40 3421 1,53
& 15,76 1575 3,08 €,30 1,68 2,27 1,12




Tabelle 3

Atmosphére (Versuchsserie C).

Molekulargewichte nativer DNS nach Bestrahlung von trockenem Nukleoprotein in Sauerstoff-

- -6 -6 | -6
(ﬁfiiz), s° (nl Mg 10 Mgp* 10 | M+ 10 a.10% 0-10*
Kontrolle 20,70 5950 5,00 7,92 3,91
20,40 5550 8,51 7,49 3,50
20947 ‘6400 9919 8711 3’77
21,58 5875 9,52 9,54 3,84
15,87 2775 4,13 4,05 1,12 4,77 1,60
1 16,03 2900 4,29 4,80 2,01 1,57 0,25
13,42 2280 2,91 2,13 0,90 5,83 0,61
2 13,25 2310 2,88 2,37 0,93 5,46 0,86
14,27 2450 3,32 3,51 1,04 5,14 1,56
5 13,56 1980 2,76 2,99 0,91 6,10 1,73
12,14 1760 2,20 2,03 0,68 8,33 1,87
4 11,74 1770 2,20 2,00 0,75 7,24 1,27
10,52 1160 1,44 1,51 | 0,44 14,18 3,72
é 9,91 1120 1,30 1,30 0,29 - -
9,55 1085 1,20 1,11 0,34 19,01 4,66
8 9,71 1120 1,26 1,23 0,42 14,79 3,11




Tabelle 4:

Molekulargewichte nativer DNS nach Bestrahlung von trockenem Nukleoprotein in Stickstoff-

Atmosphére (Versuchsserie D).

Dosis 0 L10=6 PP -6 and P
(1orad) S [nl Mo 10 10 M_+10 A410 Q°*10
Kontrolle 21,73 5650 9,46 10,67 3,90
21,62 5850 9,55 10,29 3459
21,08 5000 8,48 10,61 3,91
21,82 4900 8,86 11,40 3,85
17,20 3210 5,02 9,36 1,81 2,32 1,08
4 16,84 3300 4,92 1,67 1,76 2,38 0,96
17,00 3150 4,87 15,25 1,90 2,3 1,32
8 16,78 3100 4,75 14,45 1,77 2,60 1,45
12 14,48 2100 3,13 7,59 0,98 6,31 2,90
‘ 15,53 2200 3,56 11,47 1,01 6,04 3,05
16 13,58 1165 2,12 5445 0,74 8,66 5,73
' 13,42 1360 2,25 6,08 0,91 6,60 2,85




Tabelle 5:

Mplekulargewichte denaturierter DNS nach Bestrahlung von Nukleo-

protein-Gel, 65 % Feuchtigkeit (Versuchsserie|A).

(Ivad) s° u_+10"8 u_-1078 o104 w-10%
Kontrolle 11,72 1,85 0,827
11,87 2,04 0,746
12,05 1,93 0,869
11,87 2,08 0,781 |
1 8,00 0,65 0,148 20,49 7,09
7453 0,57 0,189 13,99 3,14
» 6,62 0,44 0,103 31,30 10,12
6,70 0,44 0,080 42,47 15,66
3 5,04 0,28 0,047 79,85 30,23
5,01 0,34 0,051 106,17 28,42
4 4,48 0,22 0,035 112,38 43,67
4,50 0,28 0,033 112,65 46,22




Tabelle 61

Molekulargewichte denaturierter DNS nach Bestrahlung von

trockenem Nukleoprotein im Vakuum (Versuchsserie B),

(ﬁgiiz) So MW.1O-6 Mn- 10.‘6 Q’;1O4 P 104
Kontrolle 11,55 1,89 0,89
11,16 1,55 0,81
12,34 1,96 0,76
12,22 1,97 0,82
o 8,32 0,78 0,26 9,50 2,43
8,44 0,81 0,31 7,15 1,43
4 Ty27 0,51 0,17 15,98 3,48
7,01 0,52 0,15 19,24 5,27
6 6,98 0,56 0,14 22,87 7457
7,81 0,66 0,19 15,13 4,53
6 7,20 0,51 0,12 27,36 9,34
7,42 0,60 0,17 16,90 4,98




Tabelle 7:

Molekulargewichte denaturierter 'DNS nach Bestrahlung von

trockenem Nukleoprotein in Sauerstoff-Atmosphire (Versuchsserie C).

s e | et | owe | ot |
Kontrolle 12,24 2,01 0,934
12,32 2,32 1,062
11,53 1,71 0,642
11,48 1,78 ‘0,648
] 8,38 0,81 0,214 24,42 4,29
8,32 0,72 0,218 ‘{12,60 3,57
5 6,28 0,36 0,087 37,76 11,76
7,03 0,55 0,103 32,32 11,91
3 6,50 0,42 Q,081 43,96 16,09
6y71 0’50 0,097 1‘34953 12,65
s 5,63 0,30 0,062 90,73 18,99
5,73 0,30 0,056 63,87 23,12
¢ 4,77 0,22 0,031 121,28 36,82
5,18 0,24 0,040 89,80 33,42
6 4,80 0,21 0,037 96,05 35,51
4,61 0,19 0,029 125,95 48,34




Tabelle 8: Molekulargewichte denaturierter DNS nach Bestrahlung von

trockenem Nukleoprotein in Stickstoff-Atmosphire (Versuchsserie D).

(ﬁfiig) 5° Mﬁ-10"6 Mn.1o‘6 w.10% w104
Kontrolle 12,23 2,00 0,648
12,60 2,18 0,909
12,54 2,07 0,629
12,34 2,22 0,601
4 7,96 0,73 0,191 19,07 4,67
7,20 0,53 0,118 34,15 10, 51
. 6,68 0,49 0,093 39,23 12,65
7,08 0,55 0,105 36,84 12,18
. 6,40 0,43 0,089 40,82 12,60
6,19 0,40 0,067 56,92 20,08
y 5,62 0,35 0,073 49,60 15,26
5,42 0,30 0,038 102,64 40,26




Tabelle 9: G-Werte fiir Briiche und Vernetzungen

der DNS
Bestrahlungs- nat. 10 _

bedingungen denat. B . 10 G-Wert
Vakuum nat. 0,310 = 0,027 0,0185
N2 " 0,471 £ 0,031 0,0288
02 " 2,381 £ 0,206 00,1454
Gel " 1,50%* 0,0377

b . 1010
Vakuum denat. 3,624 = 0,267 0,444
n, ;oo i 5,058 % 0,541 i 0,649
0, n 16,670 % 1,368 2,040
Gel " 17,00%* 0,415

Q - 4040
Vakuuin nat. 0,158 £ 0,016 0,0097
N, " 0,220 = 0,011 0,0135
0y " 0,551 + 0,085 0,0337
Gel " 0,50* 0,0125

q - ﬂoqo
Valtuun denat. 0,989 % 0,109 0,1210
N2 " 1,636 = 0,217 0,2002
02 i 5,121 £ 0,249 0,6250
Gel n 400* 0,0968

* graphisch aus der Anfangssteigung der Dosiseffektkurve
ermittelt




Abb. 1:

1

Vorrichtung zum Einfiillen von Sauerstoff (Stick-
stoff) in die mit trockenem Nukleoprotein ge-
fiillten, evakuierten Ampullen.

a, b : Olbehdlter

¢, d : Hahn

: Ampullen mit Nukleoproteinproben

: Vakuumpumpe

: Pumpstand

: Gasstrom

b 0 o T o SN
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Abb. 2: Konzentrationsverlauf in der Zelle der analybti-
schen Ultrazentrifuge und seine Auswertung in der
Absorptionsoptik. Sedimentation der Molekiile nach
rechts in Richtung des Pfeils.,

a) Einzelsektorzelle mit Teilchen, die zur HElfte
sedimentiert sind

b) Konzentration als Funktion des Abstandes r von

- " der Rotorachse - " 7 -

c) Abbildung auf dem Film

d) Abbildung mit dem Scanning-System. Zentrifu~
gation in der Doppelsektorzelle. Rechts von
dem Konzentrationsverlauf die Eichstufen mit
je 0,2 0D. Darunter die 1. Ableitung mit dem
Scanning-Systen

Verwendet wurde T1-DNS, 40 pg/ml in 0.165 M NaCl,
200 min. Die Filmaufnahme mit einer Einzelsekbtor-
zelle entspricht nicht genau der Aufnahme mit dem
Scanningsystem mit der Doppelsektorzelle.

qu Meniskus im Sektor mit dem Losungsmittel
MQ: Meniskus im Sektor mit der Losung

RIM: Referenzlinie am Meniskus

RIB: Referenzlinie am Zellboden
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Abb. 3:

Beziehung zwischen 8% und [M] bei nativer Kalbs-
thymus-DNS isoliert aus bestrahltem Nukleoprotein.

Nukleoproteingel (65 % Feuchbtigkeit)

A
e trockenes Nukleoprotein im Vakuum

N " " in Stickstoff
o

" " in Sauerstoff

Die ausgezogene Kurve enbtspricht Werten fir
native DNS nach EIGNER und DOTY (1965).
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Abb. 4: Bedimentationsverteilung von nativer DNS nach
Bestrahlung

3 3 e T e Yowm e oo
a : des trockenen Nukleoproteins i kuum

k¢
i v
b : des trockenen Nukleoproteins in Stickstoff

. Kontrollie
——————— 4 Mrad
— i — g ——— — 8 Mrad
— X e wee X = 12 Mrad
—— O = —=0=— 16 Mrad






Abb. 5: Sedimentationsverteilung von nativer DNS nach

Bestrahlung
a : des trockenen Nukleoproteins in Sauerstoff

b : des Nukleoproteingels (65 % Feuchtigkeit)

Fontrolle

1 Mrad
sssscecccccce 2 Mpad
_______ 4 Mrad
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Abb. 6:

Sedimentationsverteilung von denaturierter DNS
nach Bestrahlung

a : des trockenen Nukleoproteins in Sauerstoff
b : des trockenen Nukleoproteins in Stickstoff

— Kontrolle
1 Mrad
——————— 4 Mrad
—————— - 8 Mrad

- 0 = 0= 16 Mrad
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Abb.

7

Beziehung zwischen Bruchwahrscheinlichkeit und
Strahlendosis von DNS in Nukleoproteingel (65 %
Feuchtigkeit). Messpunkte jeweils Mittelwert

aus vier Einzelwerten.

e Bruchwahrscheinlichkeit A (Doppelbruch)
0 Bruchwahrscheinlichkeit o (Einzelbruch)
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Abb. 8:

Beziehung zwischen Bruchwahrscheinlichkeit A
(Doppelbruch) und Strahlendosis von DNS im
trockenen Nukleoprotein unter verschiedenen
Bestrahlungsbedingungen. Die ausgezogenen Iinien
ergeben sich aus der mittleren Bruchwahrschein-
lichkeit pro Dosis. Messpunkte Jjeweils Mittel-
werte aus vier Einzelmessungen.

¢ Vakuunm
N Stickstoff

0 Sauerstoff



- JaXYaluIayasIyemyansg

16 Mrad

12

Strahlendosis ———==



Abb. 9: Beziehung zwischen Bruchwahrscheinlichkeit o
. (Einzelbruech) und Strahlendosis von DNS im

trockenen Nuklecprotein unter verschiedenen
Bestrahlungsbedingungen. Die ausgezogenen Linien
ergeben sich aus der mittleren Bruchwahrschein-
lichkeit pro Dosis. Messpunkte jeweils Mittel-
werte aus vier Einzelmessungen.

& Vakuum

N Stickstoff

o Sauerstoff
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Abb. 10: Beziehung zwischen Vernetzungswahrscheinlich-

keit und Strahlendosis von DNS im Nukleoprotein-
gel (65 % Feuchtigkeit). Messpunkte jeweils
Mittelwerte aus vier Einzelmessungen.

e Vernetzungswahrscheinlichkeit Q
(zwischen den Doppelstringen)

0 Vernetzungswahrscheinlichkeit w
(zwischen den Einzelstréngen)
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Beziehung zwischen Vernetzungswahrscheinlich-
keit Q zwischen den Doppelstringen und Strah-
lendosis von nativer DNS im trockenen Nukleo-
protein unter verschiedenen Bestrahlungsbedin-
gungen. Die ausgezogenen Iinien ergeben sich
aus der mittleren Vernetzungswahrscheinlichkeit
pro Dosis. Messpunkte jeweils Mittelwerte aus
vier Einzelmessungen.

e Vakuunm
N Stickstoff
0 Sauerstoff
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Beziehung zwischen Vernetzungswahrscheinlich-
keit ® zwischen den Einzelstringen und Strah-
lendosis von denaturierter DNS im trockenen
Nukleoprotein unter verschiedenen Bestrahlungs-
bedingungen. Die ausgezogenen Linien ergeben
Sich aus der mittleren Vernetzungswahrschein-
lichkeit pro Dosis. Messpunkte Jjeweils Mittel-
werte aus vier Einzelmessungen.

@ Vakuun
N Stickstoff
o} Sauerstoff
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