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I. Einleitung

Die Beobachtung, daß lymphatische Zellen nach Einwirkung
ionisierender Strahlen rasch zugrunde gehen, gab Anlaß
dazu, die wichtigsten, durch Strahlen induzierten, mole
kularen Veränderungen an der Desoxyribonukleinsäurestruk
tur genauer zu untersuchen. Die Analyse der verschiedenen
physikalisch-chemischen Reaktionen an der DNS nach einer
Bestrahlung in wässriger Lösung ergab Brüche der Doppel
helix und des Einzelstranges, Vernetzungen der Nukleotid
ketten, sowie Basenveränderungen und Aufbrechen von Wasser
stoffbrücken (WEISS (1964), HAGEN (1967»0

Um die strahlenbedingten Ereignisse an der DNS in der
lebenden Zelle besser beschreiben zu können, führte
WElNERT (1967) Bestrahlungen der DNS im Nukleoproteingel
durch 0 Dabei wurden nach der Methode von LUZZATI und

- -lifTCeLliIEFF C't96-3)- Nukleöprö'te:tng-eT mi"tverScmedenem.

Wassergehalt hergestellt. Es ergab sich, daß die Bruch
wahrscheinlichkeit für Einzel- und Doppelbrüche linear
mit der Dosis ansteigt, doho jeder Bruch entsteht durch
ein einzelnes Absorptionsereignis im Nukleoproteingelo
Das Verhältnis der Bruchwahrscheinlichkeit der Einzel
kette zu der des Doppelstranges beträgt nach WElNERTund
HAGEN (1968) etwa 1:5, es sind somit 10 mal mehr Einzel
brüche in der DNS vorhanden als Doppelbrücheo Aus den
Versuchsergebnissen ist deutlich zu erkennen, daß die
Empfindlichkeit des Strahlenschadens von der Feuchtigkeit
im Nukleoproteingel abhängto Allerdings fehlen noch ent-
sprechende Untersuchungen über die Strahlenempfindlichkeit
der DNS in trockenem Nukleoprotein, die in der folgenden
Arbeit beschrieben werdeno

Dabei bot sich Gelegenheit, den Einfluß von Sauerstoff
bei der Bestrahlung zu untersucheno Man weiß aus zahlrei
chen Untersuchungen der molekularen Strahlenbiologie, daß
die Strahlenempfindlichkeit biologischer Makromoleküle in
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Gegenwart von Sauerstoff gewöhnlich höher ist, als unter
Vakuum (Sauerstoff-Effekt)o In verschiedenen Experimenten
(von DERTINGER und JUNG (1969) ausführlich beschrieben)
mit trockenen Enzymen und Nukleinsäuren zeigte sich nach
Bestrahlung ein Sensibilisierungsfaktor zwischen 1,5 und
2 als Quotient zwischen aerober und anaerober Empfindlich
keite Bestrahlt man die Makromoleküle dagegen in verdünn
ter wässriger Lösung, so erhält man keine oder nur eine
geringe Strahlensensibilisierung; von BRUSTAD (1966) wurde
sogar eine Schutzwirkung des Sauerstoffs beschrieben.. Es
ist daher zunächst verwunderlich, daß in vivo bestrahlte
DNS einen Sauerstoff-Effekt von einem Faktor 3 oder mehr
ergibt (HUTCHINSON Ue ARENA, 1960). Die Zellen müssen
-s~m-i~ei-ne 13e-s-timm"l5e Subs-t--aftze-n1mcd~1J-en, d-±e :f'Ürd-as Auf=
treten einer Sauerstoffsensibilisierung verantwortlich
iste So findet man ebenso einen Sauerstoffeffekt, wenn
man die DNS in 1,4 e 10-3 molarem Glutathion bestrahlt o

Die sensibilisierende Wirkung des Sauerstoffs in Zellen
- beruhts-omt nfd-glicnerwei.se auf seiner Rea.ktlöfiIfii-t- Stöf- 

fen, die ähnlich wie Glutathion eine Schutzwirkung zu ent
falten vermögeno

Die beschriebene Wirkung des Sauerstoffs ist nach DERTINGER
und JUNG (1969) wohl mit der hohen Affinität zu erklären,
die er als paramagnetisches Molekül zu den strahlenerzeug
ten Radikalen besitzto So k~~n es zu Peroxyradikalen am

.. 0

Makromolekül kommen (M + 02 -: MOZ)' wodurch eine Restitu-
tion des Makroradikals nach: M + H~ ME verhindert wird 0

Ebenso reagiert 02 mit freien Elektronen, was eine Ladungs
neutralisation eines ionisierten Makromoleküls nach MH+ +
e- -+ MH weniger wahrscheinlich machto Die sensibilisierende
Wirkung des Sauerstoffs ist also in diesem Sinne keine pri
märe Schädi~Jng des Moleküls, sondern eine Verminderung der
Restitution..
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Bei Bestrahlung in wässriger Lösung müssen andere Reak

tionen berücksichtigt ~erden: Da der Sauerstoff vorwiegend
mit H-Radikalen (02 + H --> H02) und den hydratisierten
Elektronen (02 + e;q -? 02) reagiert, wird eine Erhöhung
der Strahlenempfindlichkeit des Makromoleküls nicht beob
achtete Unter bestimmten Bedingungen überwiegt sogar der
eben beschriebene Radikalfängermechanismus, es kommt dann
am Makromolekül zu einer Schutzwirkung des Sauerstoffs
(OKSMO und BRUSTAD, 1968)0

Wenn der in vivo beobachtete Sauerstoffeffekt an der DNS
damit zu erklären ist, daß 02 mit einem Schutzstoff rea
giert, der sich in der Zelle befindet, so war zu prüfen,

- -- -_ ..- -- -- - --_ ..__ .. _-- -----

ob nicht schon der Proteinmantel um die DNS dafür verant-
wortlich ist und nicht nur in der Zelle vorhandene nieder
molekulare Bausteineo

Im Hinblick auf solche Untersuchungen müssen die Ergebnisse
- -an trocKener 1)1r13 beachtet werden" Unter Sa1.lerstoffwird

die Zahl der Doppelbrüche nur wenig beeinflußt, bei den
Einzelbrüchen findet sich dagegen ein ausgeprägter 02
Effekt (HAGEN UO WELLSTEIN (1965), ALEXANDER ueao (1961)
und LETT uoao (1961))" will man die Strahlenempfindlich
keit der DNS im Nukleoprotein untersuchen, so muß man die
Funktion des Histonmantels beachten, zumal bei niedriger
Dosis die DNS-Struktur nur gering verändert vrlrdo Nach den
MeSS1.Lngen von PEAOOCKE und PPFSTON (1961) sO\·Jie LLOYD und
PEACOClCE (1963) am Thymus~Nukleoprotein, findet
sich nach y-Bestrahlung eine deutliche Abnahme des Moleku
largewichts und des 1101eküldurchmesserso LLOYD und PEACOCKE
(1968) erklären dies durch zunehmendes Abdissoziieren der
Histonmoleküle vom DNS-Strango Gleichzeitig finden auch
Aggregationen der freiwerdenden Histonmoleküle an noch
intakte Nukleoproteinketten statt"

In der vorliegenden Arbeit sind wir bemüht, Aussagen über
die Strahlenempfindlichkeit der DNS im Nukleoprotein zu
machen 0 Unser besonderes Interesse gilt dabei der Wirkung
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ionisierender Strahlen auf trockenes Nukleoprotein im
Vakuum, in Sauerstoff und Stickstoff, sowie auf Nukleo
proteingel bei einer Feuchtigkeit von 35 %0 Dabei wurde
die DNS nach der Bestrahlung vom Proteinmantel gelöst und
weiter untersuchto Die verwendeten Untersuchungsmethoden
wie Viskositäts- und Sedimentationsbestimmungen gestat
ten uns eine genaue Analyse der Molekulargewichte, sowie
der Molekulargewichtsverteilung der DNS, woraus sich
dann Bruch- und Vernetzungsereignisse berechnen lasseno

110 Material und Methoden

10 Isolierung des Desoxyribonukleoproteins

Die rsulierung <les Nukleöprötelns erfolgt duren Um.f-allung
aus handelsüblichem Nukleohiston (Worthington BC)o Es
wird entsprechend den Angaben der Firma nach ZAMENHOF
(1957) isoliert und aus einer 2 M NaCl-Lösung lyophili
sierto Um das anwesende Salz des Handelspräparates zu ent
Iernen. werden etwa 800 mg NtiKle6liiston in 320 ml 1 M

# - '-' - -

NaCl über Nacht aufgelöst, homogenisiert und mit kaltem
aqua desto auf 0,14 M NaCl gebrachto Die dadurch ausge
fällten Nukleoproteinfäden werden in Alkohol gewaschen
und mit Aceton und Äther getrockneto Die jeweilige Aus
beute an gereinigtem Nukleoprotein betrug etwa 50 % der
eingewogenen Substanzo

20 Charakterisierung des Nukleoproteins

Nukleoprotein der Fao Worthington und Nukleoprotein aus
Kalbsthymus isoliert, wurden von WEINERT (1967) im Hin
blick auf ihre chemische Zusammensetzung miteinander ver
glicheno Dabei zeigte sich, daß die Nukleoproteine zu
35 - 40 % aus DNS, zu 45 - 47 % aus Protein und zu etwa
15 %aus Wasser und Salz bestandeno Der Histonanteil
machte etwa drei Viertel des Gesamtproteingehaltes aus 0

Der RNS-Gehalt war beim Worthington-Nukleoprotein < 2 %
und konnte vernachlässigt werdeno
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30 Das Nukleoprotein als Gel

Um das Nukleoprotein in ein Gel zu überführen, muß es
mehrere Tage in einer feuchten Kammer gehalten werdeno
Dazu dient ein Schliffröhrchen, in dem ein kleines Gefäß
als Substanzträger des Nukleoproteins eingebracht wirdo
Zum Nukleoprotein (je 20 mg) werden 0,04 ml aqua desto
gegebene Um das feuchte Milieu zu erhalten, 1drd das
Röhrchen mit etwas Wasser gefüllt; nach Evakuieren wird
Stickstoff eingeleitet und 5 - 10 Tage bei Zimmertempe
ratur aufbewahrto Damit wird eine gleichmäßige Durch
feuchtung des Nukleoproteins erreicht 0 Durch diese Be
handlung nehmen im Mittel 20 mg Trockenpräparat 28,19 ±
(),92 lIlg\icts§er auf 0 Unter Be~'ii~~§:i.2:b.-t;~gl.l.:rJ.Kc1.~§_Wasser

und Salzanteils des Trockenpräparats (etwa 15 %) ergibt
sich daraus eine Nukleoproteinkonzentration im Gel von

+c = 0,354 - 0,00680

40 Das trockene Nukleoprotein unter Gasbedingungen

20 mg des mit Aceton und Äther getrockneten Nukleoproteins
werden in eine Glasampulle gegeben und über Nacht auf
10-2 bis 10-3 Torr evakuiert 0 Dadurch kann man einen mini
malen Feuchtigkeitsgehalt des Präparates erreichen, was
für unsere Versuche notwendig waro Die schematische Dar
stellung (Abbo 1) zeigt den Aufbau der benutzten Gasaus
tauschapparaturo Durch cao 30 Minuten langes Einströmen
(h) des Gases (doppelt gereinigter Sauerstoff oder Stick
stoff) in den Ölbehälter (a), wird eine hohe Gassättigung
erreichte Der Druckausgleich wird durch eine Brücke zum
Ölbehälter Cb) hergestellte Nach Verschluß des Hahnes Cd),
der die Vakuumpumpe Cf) mit den Ampullen (e) verbindet,
wird durch langsames Öffnen des Hahnes (c) erreicht, daß
das Gas in die evakuierten Ampullen strömto Es kann nun

mit dem Abschmelzen der Ampullen begonnen werdeno Da durch
die Erwärmung eine Gasausdehnung stattfindet, hat es sich
als nützlich erwiesen, den Hahn (c) während des Abschmelz-
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vorganges geöffnet zu lassen, damit ein Druckausgleich
in den Ölbehälter (a) erfolgen kanno Da die Ampullen nun
luftdicht verschlossen sind, können sie längere Zeit auf
bewahrt werdeno Es empfahl sich daher, mehrere Proben auf
einmal zu verarbeiten, um möglichst identische Versuchs
bedingungen innerhalb einer Versuchsserie zu erhalteno Bei
der Versuchsserie des Nukleoproteins im Vakuum werden die
Ampullen gleich nach Verschluß des Hahnes (d) abgeschmol

zen"
Abbo 1

50 Bestrahlung

Die BestrahLung der Proben erfolgt im .Eisbad mit eineJ:'
Cobalt-Y-Quelle (Gammacell 220, Atomic Energy of Canada
limited)0 Die Dosisleistung beträgt je nach Bestrahlungs
zeitpunkt 1,18 - 1,14 Mrad/Stundeo

Eine schonende Isolierung, doho Vermeidung von starken
Scherkräften und hohen Temperaturen, sowie der Einwirkung
von Desoxyribonuklease, ist für die Qualität der DNS von
besonderer Bedeutung"

Das unter verschiedenen Versuchsbedingungen bestrahlte

Nukleoprotein wird in 9 ml aqua desto und 1 ml 0,001 M
Na-EDTA über Nacht aufgelöst, mit 2 ml 0,5 M Trispuffer
(pH 7,8) und 0,5 ml 0,25 %Trypsinlösung versetzt und über
Nacht bei Zimmertempera~~r stehengelasseno Die DNS-Isolie
rung mit Phenol, modifiziert nach COLTER uoae (1962)
schließt sich an: Die Lösung wird mit 1,25 ml 5 %Desoxy
cholat und 1:1 mit 75 %Phenol versetzt, 10 Minuten ge

rührt. und 30 I1inuten bei 12 000 Upm zentrifugiert" Der
klare Überstand wird vorsichtig mit einer weiten Kanüle
abgezogene Das darin gelöste Phenol wird durch drei Äther
extraktionen im Scheidetrichter entfernt und der Äther im
Rotationsverdampfer abgesaugte Die DNS-Lösung wird über
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Nacht gegen 0,2 M NaOl (pH 7) bei 4 0 0 dialysiert.

70 Charakterisierung der DNS-Präparation

Die Ermittlung der Konzentration einer DNS-Lösung erfolgt
durch Messung der Absorption bei 260 nm mit dem Spektral
photometer (Zeiss)o Dabei wurde mit einem Extinktions
koeffizienten von 22,0 • 103 cm2 g-1 gerechnet, der früher
aus Phosphatanalysen bestimmt wurde.

Die Bestimmung des Proteingehaltes einer DNS-Präparation
erfolgt mit der von LOWRY uoa. (1951) angegebenen Methode.
Zu 0,6 ml DNS-Lösung wird 3 ml einer alkalischen Kupfer
sulfatlösung (50 ml 2 %Na2C0

3
in 0,1 M NaOH und 1 ml

-0-,5-%G-u.S0ZJ. c 5 H20 ±n1 -% -Na....tartrat) ge-geben, -gutdurc-h
mischt und 10 Minuten oder länger stehengelassen. 0,3 ml
verdünntes Folin-Oiocalteus-Phenolreagenz (1 N) wird
schnell zugefügt und innerhalb 1 - 2 Sekunden gemischto
Nach 30 Minuten oder länger wird bei 691 nm photometriert.

- - -Den-F!'otelngenaTt-Ties"t man -auT-aer ~ic:nRurve -- a.1>;-a-lem.l~--
einer Serum-Albumin-Lösung angefertigt wird.

80 Denaturierung der DNS

Um die in der DNS vorliegenden Einzelbrüche bestimmen zu
können, die durch die Analyse des nativen Moleküls nicht
erkannt werden, ist es notwendig, die beiden Nukleotid
ketten schonend voneinander zu trennen. Eine Öffnung der
Wasserstoffbindungen ohne gleichzeitige Degradierung der
Kette gelingt mit dem Verfahren von DAVISON uoa. (1964)0
Es wird:
1 Teil DNS-Lösung mit
1 Teil 0,2 M NaOH gemischt, dann nach 3 Minuten
1 Teil 10 %Formaldehyd (Endkonzentration 2 %) zugegeben,

und gemischt,
mit 0,125 Teilen 1 M KH2P04 neutralisiert,
1 Teil 0,4 M NaCl + 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,3) zuge
geben und mit aqua desto auf insgesamt 5 Teile aufgefüllt 0
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Um die vollständige Denaturierung der DNS-Probe nachzu
prüfen, hat sich der von THOMAS (1954) erstmalig beschrie
bene lIHyperchrome Effekt ll als günstig erwieseno Danach
steigt die Extinktion einer denaturierten DNS um etwa
35 - 40 %bei 260 nm ano

90 Untersuchungsmethoden zur Bestimmung des Molekular
gewichtes nativer und denaturierter DNS

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

Die Viskosität der DNS-Präparation in wässriger Lösung
wird mit dem Drehviskosimeter nach Hatschek-Couette bei
konstanter Temperatur von 20 °c bestimmto Der Schergra-

- - -dt-ent- 'bBträgtß-,~-SBC---1-,--is1;-aIsoso-gefing ;-aaB- erne---

Deformation der untersuchten DNS-Moleküle vermieden wirdo
Aus der Viskosität der Lösung ~L und der Viskosität des
reinen Lösungsmittels ~LM erhält man die relative Visko

sität der Lösung ~rel = ~L/~LMo Bezieht man ~rel auf ~LM'

so erhält man

= ~ -1rel .

Das Verhältnis der spezinischen Viskosität zur Konzen
tration der DNS-Lösung ( ~P) wird gegen die Konzentration
(e) aufgetragen und auf die Konzentration Null extrapo
lierto Man erhält dadurch die Grenzviskosität [~] bei un
endlicher Verdünnungo

[~] = lim
C40
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9020 Bestimmung der Sedimentationskoeffizienten

Sc20- 0 5 undsExtrapolat~on auf s020 5,w., ,-- -~-? ,w,o,
bei nativer und denaturierter DNS

Die Sedimentation der DNS-Moleküle wird in einer 12 mm
Aluminium-Doppelsektorzelle einer analytischen Ultrazen
trifuge (Modell E, Fao Beckman Instruments) mit UV-Optik
gemesseno Die Konzentration der DNS-Lösung (19 - 21 ~g/ml

in 0,2 M NaOl und 0,025 M Phosphatpuffer pR 7,3) wird an

den einzelnen Orten der Zelle durch Absorptionsmessung
bei 265 nm Wellenlänge im Abstand von acht Minuten be
stimmt und auf ein photoelektronisches Scannersystem (Typ
RS Dynograph, Fao Beckman Instruments) übertrageno Ein
heweglicher Photomultiplier kann schrit.t-weiae -das Bild
der Zelle abfahren (Scanning System), wobei die Licht
absorption der Lösung in Stromimpulse transformiert wird °

Diese werden mit denen des Lösungsmittels aus dem anderen
Zellsektor verglicheno Die Differenz wird als Funktionskurve

- - - --- --V'em-8e-h.~i-e-er-ä-e-s- &-a-B:R-i--ftg-s-y-s-t--e-m-s-g-e-z-e-i--eft:ae-t-~- -2-j-o- - - - - - - - 

Aus dem Abstand x o ,5 des Gradienten von der Referenzlinie
bei 50 %der Konzentration zu verschiedener Zeit t, ergibt

sich der mittlere Sedimentationskoeffizient SC20- -0 5
, w, "

der nach dem Integralverfahren aus der Gleichung (3)
berechnet wirdo

sc20 , vJ' , 0 , 5 . =

Abbo 2

2,303 ß log xo ,5/ßt
0 K

60 w2

w = Winkelgeschwindigkeit

K = Korrekturfaktor, mit dem die Geschwindigkeit des
Teilchens im Lösungsmittel auf die im reinen Wasser bei
20 0 0 korrigiert wird (Indices wund 20) .. Der Index c
bezieht sich auf die verwendete Ausgangskonzentration c
der DNS-Lösungo Da die Konzentrationsabhängigkeit des
Sedimentationskoeffizienten recht gut bekannt ist (vergI ..
COQUERELLE uoao,1969), lassen sich die erhaltenen Werte
von 8c

20 58Ufdie Konzentration Null graphisch extra-, w,o,
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poliereno Man erhält dann s020 5.,w,o,

100 Ermittlung der Heterogenität des Molekulargewichtes
von DNS-Präparationen

10010 Molekulargewichtsbestimmung aus SO und [~]

(4)

1 3
r SO [1113 N 11 10-13':2.J 0 0 0

M = Ms11 = j------......,;;;.o---l
i ß (1 - ip) I

--....!.--

Bei Nukleinsäuren hat sich die Bestimmung des mittleren
I1o~ekulargewichtes aus SO und [~] na.chMANDELKERN Uo ao
(1952) bewährto Es kann nach der folgenden Gleichung
berechnet werden:

M = Molekulargewicht
SO = Sedimentation bei unendlicher Verdünnung
[~] = Viskosität bei unendlicher Verdünnung
~o = Viskosität des Lösungsmittels (0,01 g cm-1 sec-1 )

---- -V---~-partielle-s-spezifischesVolumen der-gelösten-------------

DNS = 0,556 cm3 g-1
P = Dichte des Lösungsmittels = 1,09 cm-3

ß = für native DNS = 2,5 0 106

für denaturierte DNS = 2,3 0 106

ein experimenteller Wert, der für native und
denaturierte DNS in einem weiten Molekulargewichts
bereich als konstant gelten kann.

N = Loschmidt'sche Zahl (6,0235 0 1023 )

Diese Gleichung gilt für native und denaturierte DNS. Man
erhält für das Mole~~largewicht (I1sTl ) einen Wert, welcher
etwa zwischen dem Zahlenmittel (Mri) und dem Gewichtsmittel
(I1w) des polymolekularen Gemisches der DNS-I1oleküle liegto

Es kann aber sowohl die Viskosität [TI] als auch der Sedi
mentationskoeffizient allein zur Ermittlung des Molekular
gewichtes verwendet werden, vorausgesetzt, daß das gleiche
Lösungsmittel verwendet wirdo Für die Beziehung zwischen
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[~] und 1'1 gilt die Gleichung

[~] in dl/g = K~ 0 Ma~

wobei sich für native DNS aus den Darstellungen von EIGNER
und DOTY (1965) K~ = 6,9 10-4 tUld a~ = 0,7 ergibto Für
die denaturierte DNS fanden die gleichen Autoren K~ = 3,11
10-5 und a~ = 0,9120 Zuverlässigere Werte für das Moleku
largewicht erhält man aus den Sedimentationskoeffizienten
nach der Gleichung

(6)

da die Bestimmungsmethoden für die Sedimentation genauer
sind als die für die Viskositäto Für native DNS-Präpara

tionen erhä~t man nac4 PQ~X ~~~o (195ß) ~s = Q~Q63 und
a$ = 0,370 Für denaturierte DNS berechnete WEINERT (1967)
K$ = 0,055 und as = 0,380

10020 Berechnung der Sedimentationsverteilung

Die Sedimentationsgeschwindigkeit eines Moleküls im
Schwerefeld der Zentrifuge wird bestimmt durch die Zentri
fugalkraft F = - mr w2 , die an der Masse (m) der Teilchen
ansetzto Da die untersuchten DNS-Moleküle verschieden groß
sind, also verschieden schnell sedimentieren, ist es not

wendig, den Gradienten zwischen Lösung und Lösungsmittel
in der Zentrifugenzelle näher zu analysieren, um damit
Rückschlüsse auf die Größenverteilung der Moleküle in der
entsprechenden DNS-Präparation zu zieheno Abbo 2 zeigt
als Beispiel den in der analytischen Ultrazentrifuge mit
Scannersystem erhaltenen Gradienten einer unbestrahlten
Phagen-DNS-Lösung0 Die senkrecht verlaufende Linie beweist,
daß die mit gleicher Geschwindigkeit sedimentierenden Mole
küle von einheitlicher Größe sindo Nach Degradierung der
DNS-Moleküle verbreitert sich der Übergang von Lösung zu
Lösungsmittel, man erhält einen S-förmigen Gradient, dessen
Verlauf durch den Abstand von der Referenzlinie x und der
Höhe über der Grundlinie y, die der Konzentration entspricht,
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wiedergegeben wird.. Jeder Punkt xi/Yi des Sedimentations
gradienten entspricht einer bestimmten Konzentration (Yi)
von Molekülen, die nach einer gewissen Zeit den Abstand
(xi) von der Referenzlinie hat .. Um eine Sedimentationsver
teilung aufzustellen, muß zu jedem xi-Wert der zugehörige
Yi-Wert ausgemessen werden .. Die xi-Werte werden nach dem
üblichen Verfahren mit der Gleichung (3) in SCi-Werte >

umgerechnet .. Nach Einführen der die Sektorform der Zelle

berücksichtigenden Verdünnungskorrektur wurde Yi in den
relativen Massenanteil ci umgewandelto Daraus läßt sich
nach SCHUMAKER und SCHACID1.ANN (1957) und HAGEN (1967) die
integrale Verteilungskurve der Sedimentation SCi und
ci berechneno Um eine Verteil~g der SOi-Werte zu e~halten,

muß jede Sedimentation SCi auf die DNS-Konzentration
(c = 0) extrapoliert werden nach der Gleichung:

-- -- ----r
z

k's

c.
~

= Ausgangskonzentration der DNS-Lösung in
g/100 ml

= eine von EIGNER uoao (1962) definierte
Konstante für die Konzentrationsabhängigkeit
der Sedimentation = 0,80

= relative Konzentration am Gradientenc.
Der Faktor (0,5 + 2~) bedeutet eine Korrektur,
welche die während der fortschreitenden Sedi-
mentation stetige Verdünnung der DNS-Lösung

('11].
J..

von Kz auf Kzoc i
= der zu jedem sP i

viskosität [~Ji~

berücksichtigt ..

gehörende Wert der Grenz
der nach der Gleichung:

(8)

erhalten wird. Diese Beziehung wurde von EIGNER und DOTY
(1965) an Hand von Literaturdaten verschiedener DNS-Präpa-
rationen ermittelt und ist in der Abb .. 3 als ~~ttelwerts-

kurve aufgezeichnet ° Die in dieser Arbeit untersuchten
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nativen DNS-Proben sind mit den Symbolen der unterschied
lichen Versuchsbedingungen vermerkto
Das Gleichungssystem (7) und (8) wurde numerisch durch
Iteration gelösto COQUERELLE u.a. (1969) zeigten, daß die
aus den einzelnen sCi-Werten berechneten SOi-Werte eine
gute Übereinstimmung mit der Verteilung der SO-Werte er
gaben, die durch eine graphische Extrapolation nach dem
Verfahren von CANTOW (1959) ermittelt wurden.

Abbo 3

10.30 Berechnung der Molekulargewichtsverteilung

Gleichung (6) gestattet es, die in der Sedimentationsver
teilung .. gef-un4enenWerte (gC>r) :i:nEi:i:e zugeher:i:-ge-n Moleku

largewichte Mi umzuwandeln und somit eine Molekulargewichts
verteilung Mi gegen ci zu berechneno Zur Charakterisierung
einer solchen Verteilung kann das Gewichtsmittel (Mw) und
Zahlenmittel (Mn) verwendet werden:

---- ----- ------- - - -- - - --- ---

I\ + M. 1
(c. - c. 1) ~-

~ ~- 2

n (c. - c
i

_
1

) 2
1'1 1/ 2:

...~
(10)=n

i=1 (M. M. 1)+
~ ~-

Die Berechnung aller Werte, ausgehend von den Meßpunkten
des Gradienten x; und y; wurde mit einem Fortran-lV-Programm.... ...
in der elektronischen Rechenmaschine IBM 7074 durchgeführt.
Einzelheiten des Rechenvorganges sind bei COQUERELLE uoao
(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-Moleküle zu messen.,
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110 Berechnung der Bruch- und Vernetzungswahrscheinlichkeit

Durch den Einfluß ionisierender Strahlen auf die DNS ent
stehen Brüche sowie Vernetzungen in der NlL~leotidketteo

Eine Analyse dieser molekularen Veränderungen ist mit Hilfe
des Gewichts- und Zahlenmittels des Molekulargewichtes mög
liche Es ergibt sich daraus die Bruchwahrscheinlichkeit A
(im Doppelstrang pro Nukleotidpaar) und Cl (im Einzelstrang
pro Nukleotid) sowie die Vernetzungswahrscheinlichkeit 0
(im Doppelstrang pro Nukleotidpaar) und W (für den Einzel
strang pro Nukleotid)e Brüche der Einzelkette entstehen
linear mit der Dosis:

Cl = P D

(p: Bruchwabrscheinlichkeit pro Nukleotid und rad)e
Die Beziehung der Doppelbrüche zur Dosis wird am besten
durch eine lineare und eine quadratische Komponente be
schrieben (BOHNE, 1968)

-- -.--_._---.---------- ----------- --;::2--
A = B D + C D (12)

wobei die Komponenten Bund C von den jeweiligen Bestrah
lungsbedingungen abhängen (siehe Diskussion)e
Nach den Angaben von HENGLEIN und SCHNABEL (1966) kann an
genommen werden, daß die Vernetzungswahrscheinlichkeit
linear mit der Dosis steigte

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

Ereignen sich neben den Brüchen auch Vernetzungen, so ist
1 0der reziproke Wert der mittleren Kettenlänge ~ um~

kleiner (CHARLESBY, 1960) 0
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Aus Mn und M ergibt sich dann:no

A - (1 = eH1 - M1 ) m
2 n n

o

(14)

(15)

Da das Gewichtsmittel Mw durch Vernetzungen stärker be
einflußt wird als durch Brüche, gilt nach CHARLESBY (1960)

~ - (1 = (M
1

- fl1 ) m
w Wo

M und Mn sind Mittelwerte aus unbestrahlten DNS-Probeno
Wo 0

m : durchschnittliches Gewicht eines Monomerso Für Thymus-
DNS ist das beim Doppelstrang ein Nukleotidpaar mit
m = 617,2 und beim Einzelstrang ein Nukleotid mit

m = 308,60

Aus den Gleichungen (14) und (15) folgt durch Substitution:

( 21
A = ~ - ~ - KA )

- -~-------~-~..--~-----n----w-----

m
1,5 (16)

wobei KA
2 1= 1'r" - 1'r"no v.J0

0 ( 1 pf-+ Kn ) m (17)= 1,5~ w

wobei 1\0 2 1= Mw Mn
0 0

Die Beziehung von A und (1 zur Dosis ergibt sich aus der
Gleichung (12) und (13)0 Diese Gleichungen sind allerdings
nur gültig, wenn die Brüche und Vernetzungen statistisch
verteilt sind, was jedoch für die strahlenbedingten Er
eignisse zunächst angenommen werden kanno
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111" Ergebniss~

1" Bestrahlungsbedingungen des Nukleoproteins

Die Nukleoproteine werden im Dosisbereich von 1 - 16 Mrad
bestrahlt, die DNS isoliert und wie beschrieben analysierto
Zunächst 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 über die Empfindlich
keit der DNS im trockenen Nukleoprotein konnten nach Be
strahlung in Gegenwart von Sauerstoff oder Stickstoff ge
macht werden (Versuchsserie G und D)" Am Anf'ang und Ende
jeder Bestrahlungsserie vmrden zwei Kontrollen hergestellt,
um einen besseren Überblick über die möglichen Streuungen
der Meßwerte während der Versuchsserie zu erhalten"

____ 2" Qualität der DNS-Präparate nach BestrahluM _
und Isolierung

2"1,, Proteingehalt

Um die DNS aus der Histonhülle zu lösen, bedarf es neben
der Behandlung mit Phenol auch proteolytischer Fermente
(DOUNCE uoa", 1966)" Dieser Schritt ist von besonderer
Bedeutung, da eine Verunreinigung der DNS-Lösung durch
Proteine zu Ungenauigkeiten der Versuchsergebnisse führt"
Der Proteingehalt unserer DNS-Präparationen liegt zwischen
1,17 und 7,89 %, wobei zu beachten ist, daß die aus dem
bestrahlten Nukleoproteingel isolierten LösLU~gen die höhe
ren Werte (3,01 - 7,89 %) ergeben" Für die DNS-Lösungen
aus trockener Substanz wurden Proteinmengen von 1,17 - 5,6%
gemessen" Die Bestimmung des RlTS-Gehaltes in unseren DNS
Lösungen erübrigte sich, da nach WEINERT und HAGEN (1968)
der RNS-Gehalt im Worthington-Nukleoprotein nur sehr ge
ringe Werte « 2 %) ergab"
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202. Beziehung zwischen Sedimentation SO und
Viskosität [Tl]

Hinsichtlich der Beziehung zwischen Sedimentation SO und
Viskosität [Tl] passen unsere Versuchsergebnisse in das von
EIGNER und DOTY (1965) aus zahlreichen DNS-Präparationen
aufgestellte System (Abbo 3)0 Es fällt auf, daß die Werte
des Nukleoproteingels im doppeltlogarithmischen Koordina
tensystem einer flacheren Kurve zugeordnet sind, als
EIGNER und DOTY (1965) angeben. Die Werte der Bestrahlungs
serie C unter 02 liegen unter der Mittelwertkurve, die der
Serie Bund D, besonders nach hohen Dosen darübero Dieser
Befund soll später noch erörtert werdeno

Abbo 3

Die unbestrahlten nativen Proben (Tabe 1 - 4) ergeben im
Mittel einen SO-Wert von etwa 20 und eine Viskosität [Tl]
von 5200, die Werte liegen somit etwas unter der empirisch
ermittelten Beziehung von EIGNER und DOTY (1965)0

2.3. Sedimentationsverteilung

Die durch Auswerten der Gradienten in der analytischen
Ultrazentrifuge ermittelten Sedimentationsdiagramme ge
statten uns, Hinweise für 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, daß Fraktionen erscheinen, die schnel
ler als die Kontrolle wandern, also größer geworden sind.
Dies kann nur durch Vernetzungen geschehen sein (Abbo 4)0

Dieser Effekt konnte bei DNS im trockenen Nukleoprotein
unter Sauerstoff, sowie bei DNS im Nukleoproteingel nicht
beobachtet werden (Abbo 5)0

Abbo 4 und 5
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Die links der Kontrolle liegenden Sedimentationslinien

sind auf eine Degradierung der DNS-Moleküle zurückzu
führen 0 Ebenso sind auch nach der Denaturierung der be
strahlten DNS keine Fraktionen nachzuweisen, die schnel
ler als die Kontrolle wandern (Abbo 6)0 Eine genaue Aus
sage über mögliche Vernetzungen gestattet uns allerdings
erst die Molekulargewichtsverteilunge

Abbo 6

30 Veränderung des Molekulargewichtes nach Bestrahlung

Die Tabellen 1 - 8 zeigen unter anderem die Abhängigkeit
des Molekulargewichtes nativer und denaturierter DNS von
der Strahlendosiso Betrachtet man bei nativer DNS die nach
Gleichung (4) bestimmten Ms~-Werte, so zeigt sich mit
steigender Strahlendosis bei allen Proben eine deutliche
Abnahme des Molekulargewichteso Dies ist bei der DNS des

______ Nukleoproteingels (Ta~_1_uo~_scho~_bei geriEg~~~~sis _
am aUffälligsteno Bei der DNS im trockenen Nukleoprotein
sind dagegen Dosen bis zu 16 Mrad erforderlich, um einen
guten Meßbereich zur Molekulargewichtsbestimmung zu er-
haltene Ein wesentlicher Unterschied zwischen aerober und
anaerober Empfindlichkeit ist hierbei gut zu erkennene

Tabe 1 - 8

301e Bruchwahrscheinlichkeit

Eine genaue Analyse der strahlenbedingten Ereignisse ist
nur mit Hil~e der Molekulargewichtsverteilung mögliche
Die von uns nach Gleichung (9) und (10) berechneten Werte

für Gewichtsmittel (M ) und Zahlenmittel (M ) pro Dosisw n
sind für native DNS in Tabelle 1 - 4 und ~ür denaturierte
DNS in Tabelle 5 - 8 aufgeführto Es wird jeweils der Mit
telwert angegeben, der sich aus zwei Sedimentationsvertei
lungen bei Untersuchung einer Präparation ergibto Wie oben
angeführt, lassen sich Mw und Mn zur Charakterisierung der
Molekulargewichtsverteilung verwenden, ferner kann aus
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ihnen die Bruch- und Vernetzungswahrscheinlichkeit berech
net werdene Wir betrachten zunächst die Bruchwahrschein
lichkeit der Doppelhelix A, die sich bei der Analyse der
nativen DNS ergibt, sowie die des Einzelstranges a, die
bei der Analyse der denaturierten DNS erhalten wirdo

Abba 7 zeigt die Bruchwahrscheinlichkeit (A) und (a) der
DNS im feuchten Nukleoprotein (65 %H20) in Abhängigkeit
von der Strahlendosise Aus dem Verlauf der Kurve für Doppel

brüche ist gemäß Gleichung (12) eine exponentielle Kinetik
ersichtlich, obwohl man einen linearen Anstieg, doho einen
durch ein einzelnes Absorptionsereignis entstehender Scha
den, bis 1,5 Mrad nicht ausschließen kanne Bei der denatu
ri~r~en DNS ist im Diagramm eine ~eichte Abweichung vom
linearen Anstieg der Bruchwahrscheinlichkeit a zu erken
nene Eine Regressionsanalyse zeigt, daß die beste Anpas
sung durch die Beziehung a = 16,29 0 10-10 D + 3,31 e
10-16 D2 erhalten wirdo

Abbe 2- ----- ---- ---- - -- -- -- --- - _ .. --- -_ .._- - ---_ .. _-_ ... _- .------ ----_. . . ---_.. _ ...__ .. --

Analysiert man die Bruchwahrscheinlichkeit der DNS im
trockenen Nukleoprotein nach Bestrahlung, so zeigt sich
sowohl bei nativer als auch denaturierter DNS mit zuneh
mender Dosis ein linearer Anstiege

Abbo 8 und 9

Besonders auffällig ist eine erhöhte Bruchrate bei Bestrah-

sich für die Doppelbrüche ein Verhältnis der Strahlen
empfindlichkeit im Vakuum, in Stickstoff und im Sauer
stoff von 1 : 1,55 : 80 Bei der Bruchwahrscheinlichkeit
der Einzelkette war der Sauerstoffeffekt nicht ganz so
ausgeprägte Wir ermittelten ein Verhältnis der Empfind
lichkeit im Vakuum, in Stickstoff und im Sauerstoff von
1 : 1,14 : 4,460 Bei allen Proben konnten wir somit eine
geringe Erhöhung der Bruchwahrscheinlichkeit im Stickstoff
gegenüber Vakuum feststellenc
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3020 Vernetzungswahrscheinlichkeit

Liegt das Molekulargewicht der im Nukleoprotein bestrahl
ten DNS über dem .der Kontrolle, so kann man annehmen, daß
intermolekulare Vernetzungen stattgefunden habeno Da mit
zunehmender Masse des Moleküls auch die Sedimentation im
Schwerefeld der Zentrifuge steigt, war es möglich, anhand
der Ergebnisse von Sedimentationsdiagrammen (verglo Abbo 4
und 5) Vernetzungen wahrscheinlich zu macheno Wie im metho
dischen Teil beschrieben, ist eine genauere Ermittlung der
Vernetzungswahrscheinlichkeit mit Hilfe der Gleichungen
(1301) und (1302) mögliche Die Vernetzungsrate an den
Doppelsträngen pro Nukleotidpaar wurde oben mit 0, die an
den Einzelsträngen pro Nukleotid mit w definierto In der
Tabelle 1 - 4 sind unsere Versuchsergebnisse für 0, in
Tabelle 5 - 8 für w angegebeno Bei den Vernetzungen zeigt
sich ähnlich wie bei den Brüchen, daß die Feuchtigkeit
des Nukleoproteingels, sowie unterschiedliche Gasbedin-

-- -------- - --_._-_...._--_._--_._._--- --- - ------------------

gungen bei trockenem NukleoprQtein, die Vernetzungswahr-
scheinlichkeit wesentlich beeinflusseno Die Abbo 10 stellt
die aus den Meßdaten des Nukleoproteingels ermittelten
Dosiseffektkurven der Vernetzungswahrscheinlichkeit °
und w daro Native Proben zeigen bis 2 Mrad kaum Vernetzun
gen, bei höheren Dosen findet man einen exponentiellen
Verlauf 0 Die durch Regressionsanalyse ermittelte Neigung
der Einzelstrangvernetzungen ergibt eine deutliche Abwei

chung vom linearen ~!stiego Die Meßpurlkte passen sich am

besten einer Kurve nach w = 2,82 0 10-10 D +2,14 0 10-16

D2 ano
Abbo 10

Die Vernetzungsereignisse im trockenen Nukleoprotein stei
gen sowohl bei nativer als auch bei denaturierter DNS
linear mit der Dosis (Abbo 11 und 12)0 Die Ergebnisse
zeigen ebenfalls einen ausgeprägten Sauerstoffeffekt,
wie man aus der Neigung der entsprechenden Regressions
geraden ermitteln kanno Es ergibt sich für native DNS ein
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Verhältnis der Strahlenempfindlichkeit im Vakuum, Stick

stoff und Sauerstoff von 1 : 1,4 : 3,70 Bei denaturierter
DNS beträgt es 1 : 1,7 : 5,20

~bbo 11 und 12

3030 G-Werte für 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),
(1301) und (1302) zu erwarten waro Insbesondere ergab
sich auch bei den Doppelbrüchen ein linearer Anstieg mit
der Dosi-s -(Abbo 8),d;;h;; die quadratische Komponente der
Gleichung (12) ist zu vernachlässigen, A = B 0 Do Aus den
Bruch- und Vernetzungsraten können wir nun die Bruch- und
Vernetzungswahrscheinlichkeit pro rad berechnen, die sich
einfach aus der Steigung der Geraden ergibte Um eine Über-

- - -- sTclit-ü"!:fer (fieS-treuung-aer--ffiill-cra-te-n -zu--gew:tnneIT.;-~htfDeIT--

wir B, p, Q und q für jeden einzelnen Meßwert gesondert
berechnet, diese Werte gemittelt und den Fehler dieses

Mittelwertes aM = ~~(~~1)' bestimmt. Die entsprechenden

Werte finden sich in Tabelle 90

Bei der Bestrahlung des Nukleoproteingels ergeben sich
gekrümmte Dosiseffektkurven, insbesondere bei den Ereig
nissen am Doppelstrang (Abbo 7 und 10)0 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 q heran
gezogene

Tab 0 9
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Will man die G-Werte, dchc die Zahl der durch Strahlen
schäden hervorgerufenen Ereignisse pro 100 eV absorbierter
Energie bestimmen, so ist es zunächst notwendig, die Zahl
der Nukleotidpaare bzwc Nukleotide pro g Nukleoprotein zu
berechnen

Monomer
-- =g

N c d
m

N = Loschmidt'sche Zahl = 6,023 .. 1023

d = Anteil der DNS im Nukleoprotein

= 0,39 im Trockenpräparat (WEINERT, 1967)

= 0,166 im feuchten Gel (65% H20)

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

Es ergaben sich im trockenen Nukleoprotein 3,89 .. 1020
Nukleotidpaarejg Nukleoprotein und 7,78 c 1020 Nukleotidejg

- - J1uk.1-€G-pFG"t-eci±lo-:ße~m···-f.eueJl-tel'l--:Nuk-:keeJ?Pe-t.e-i-:a--ee.t.p.agefl--El-i-e

entsprechenden Werte 1,55 .. 1020 und 3,24 .. 1020 .. Die

strahlenbedingten Doppelbrüche pro g Nukleoprotein erhält
man nun, wenn die Zahl der Nukleotidpaarejg Nukleoprotein
mit der Bruchwahrscheinlichkeit pro rad multipliziert
werden.. Einzelstrangbrüche', sowie Vernetzungen pro g kön
nen auf diese Art ebenfalls bestimmt werden.. Da der G
Wert definitionsgemäß 1 ist, wenn 6,2 .. 1011 Ereignisse
pro g und rad eintreten, kann somit der für unsere Proben
charakteristische G-Wert berechnet werden (Tabe 9)0

Das folgende Zahlenbeispiel zeigt, nach unseren Versuchs
ergebnissen (Serie B), die Berechnung des G-Wertes für
Einzelbrüche 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 beträgt, ergibt sich wie oben
beschrieben:
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Nukleotid
g

= 6,02~ e 1023
Q 0,39 =

308,6 7 58 e 1020,

0,444=G =

Einzelbrüche pro g = 7,58 e 1020
0 P

(p = Brüche pro rad und Nukleotid = 3,62 0 10-10

(siehe Tabo 9»)

= 7,58 Q 1020
e 3,62 0 10-10 = 27,5 0 1010

2,75 0 1011

6,2 e 1011

IVo Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung ionisierender
Strahlen auf die molekulare Struktur der DNS untersuchto
Dabei prüften wir die Strahlenempfindlichkeit von Thymus
DNS im feuchten und trockenen Nukleoprotein, um zu sehen,
inwieweit die Proteinhülle für den primären Strahlenscha-

---d~n-an der-Nuklei-ns1iure-von-Bede-utung--fS-t:-Unser-b~~ondere Ei

Interesse galt der unterschiedlichen Sensibilisierung der
DNS im trockenen Nukleoprotein nach Bestrahlung im Vaku.um
und in Gegenwart von Sauerstoffo Als strahlenbedingte mole
kulare Veränderungen ließen sich Brüche der Doppelhelix
und des Einzelstranges, sowie Vernetzungen mit Hilfe von
Sedimentationsbestimmungen im Schwerefeld der analytischen
Ultrazentrifuge als auch mit Viskositätsmessungen bestim-

10 Doppelbrüche und Einzelbrüche

Bei der Bestrahlung von trockenem Nukleoprotein ergab sich
ein linearer Anstieg der Bruchraten A und a, es konnte
deshalb die Bruchwahrscheinlichkeit Bund p pro rad be
rechnet werden, sQmit das Verhältnis von Doppelbrüchen
zu Einzelbrücheno Bei der Bestrahlung des feuchten Nukleo
proteingels ergaben sich gekrümmte Kurven, aus der Anfangs-
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neigung dieser Kurven lassen sich jedoch Werte für B und
p ermitteln.. Das Verhältnis der Einzelbrüche zu den Doppel
brüchen (Gp/GB) ergibt sich aus folgender Aufstellung, wo
bei einige Literaturdaten mit berücksichtigt sind:

Hagen u.. Wellstein,
1965

Präparat

trockenes Nukleoprotein,Vakuum
" II N

2
" 11 02

Nukleoproteingel,c=0,53 in N2
It c=0,35 It

It c=O, 20 11

T1-DNS im Phagen in 1o-3m
Histidin

trockene DNS, in Vakuum

22,3
21,4

14,1
9,2

11,0

12,3

12,0

5,7

Autor

diese Arbeit
It 11

11 It

Weinert Uo Hagen,
diese Arbeit
Weinert Uo Hagen,

Bohne u .. a" 1969

1968

1968

11

11

11

11

in Luft

in 02

12,6
21,2

11

II

11

It

Wir können allgemein mit einem Verhältnis von 10:1 rechnen,
wenn vorzugsweise die Brüche durch direkte Strahlenwirkung
erzeugt werden und die DNS als Gel vorliegto Dies ist auch
unter den Bedingungen einer Bestrahlung in vivo wahrschein
lich .. Dieses Verhältnis liegt wohl in der Geometrie des
DNS-Moleküls zugrunde .. Während Einzelbrüche durch jede Pri
märionisation, auch solchen mit einer Ionisation, erzeugt
werden, entstehen vermutlich Doppelbrüche nur, wenn der
DNS-Strang durch eine Primärionisation getroffen wird, die
mehr als eine Einzelionisation haben und ihre Energie in
der Nähe der beiden Stränge absorbieren.. Bei der Bestrah
lung von trockenem Nukleoprotein wird die Energie, die im
Proteinmantel absorbiert wird, nicht weitergeleitet" Es
entstehen Doppelbrüche nur dann, wenn die Primärionisation
direkt im Doppelstrang der DNS absorbiert wird. Wird jedoch
das feuchte Nukleoprotein bestrahlt, so wird möglicherweise
die im Protein absorbierte Energie an die DNS-Kette weiter-
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geleitet und es ist häufiger als beim Trockenpräparat,

daß beide DNS-Stränge geschädigt werdeno Im Verhältnis
zu den Einzelbrüchen finden sich dann mehr Doppelbrüche,
doh. plB wird kleiner, es nimmt von 20 auf 10 abo Die Be
funde von HAGEN und WELLSTEIN (1965) können nicht mit
Sicherheit interpretiert werden, da der hohe Anteil von
Vernetzungen keinegenaue Bestimmung der Doppelbrüche zu
ließo

2. Brüche und Vernetzungen

Hinweise auf das Vorliegen von Vernetzungen zwischen den
DNS-Molekülen nach der Bestrahlung des Nukleoproteingels
ergeben sich von drei Seiten: aus der Konfiguration der
DNS-Moleküle, aus der Sedimentationsverteilung sowie aus
den berechneten Werten für die Vernetzungswahrscheinlich
keit Q und qo Um die molekulare Konfiguration der isolier~

ten DNS-Moleküle zu beurteilen, kann man·bei jederDNS-

_Pr_ä:p_ara~:L~~_S~ IIli t [TL] _!~_~~~~i~~~I1 ~Ild_i_n _~~n~I)~_a.~~~~_~:i].'). __
tragen (Abbo 3). Von EIGNER und DOTY (1965) wurde aus dem
Vergleich zahlreicher DNS-Proben eine Beziehung zwischen
SO und [~J aufgestellt, die für DNS-Moleküle verschiedener
Größe in einer Salzlösung von 0,1 - 1 1'1 Na+ gilto Im Ver
hältnis zu dieser Mittelwertskurve, die in Abbo 3 einge
zeichnet ist, liegen unsere Proben, die im Vakuum oder
im N2 bestrahlt wurden, deutlich darüber und die, die in
O2 bestrahlt wurden, darunter 0 Die Stickstoff- oder Vakuum
proben haben also im Verhältnis zur Viskosität einen höheren
Sedimentationskoeffizienten als die Sauerstoffprobeno Das
deutet ganz allgemein auf das Vorliegen von Vernetzungen
hino

Weiter werden diese Vernetzungen auch bei dem Vergleich
der Sedimentationsverteilungen (Abbo 4 und 5) deutlicho
Bei den Stickstoff- und Vakuum~Proben zeigen sich nach
Bestrahlung Molekülfraktionen, die größer als die unbe
strahlten Moleküle sind, während solche Fraktionen bei Be-
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strahlung unter 02 fehlteno Schließlich kann man aus den
G-Werten (Tabelle 9) das Verhältnis zwischen Vernetzungen
zu Brüchen am Doppelstrang Q/B berechneno Zusammen mit
einigen Daten aus der Literatur ergeben sich folgende Werte:

Präparat

trockenes Nukleoprotein,Vakuum
" tI N

2

11 "°2
Nukleoproteingel,c=0,35 in N2
T1-DNS im Phagen in 10-3 m

Histidin
trockene DNS, Vakuum

11 lf 02
DNS-Gel, c = 0,33

GQ/GB Autor

0,508 diese Arbeit
0,4-68 lf tr

0,232 lf 11

0,333 lf 11

0,209 Bohne uoao 1969

3,35 Hagen Uo Wellstein,
1965

1,0 " lf

0,5 Lett Uo Alexander,
1961

Aurf-ail.end .ist -das· deutTlc-he· .A:bstnken uer Vernet-zungen -- - - - - - -

unter 02' sowohl beim trockenen Nukleoprotein als auch bei
trockener DNSo Die eingangs entwickelten Vorstellungen über
eine Verhinderung von Vernetzungen durch Peroxydradikale
(verglo DERTINGER u. JUNG, 1969) werden damit bestätigto

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen fanden WEINERT u O HAGEN
(1968) keine Vernetzungen an den DNS-Molekülen im Nukleo
proteingelo Es ist möglich, daß dies mit der verwendeten
Methode zusammenhängt 0 Während 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 Bruchstücke nicht erkannt werden konnten.
Dadurch liegen die Werte für Mn höher, während Mw fast
unverändert bleibto Entsprechend ergeben sich dann bei der
Berechnung nach Gleichung (17) keine Vernetzungeno
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Am Einzelstrang war jedoch das Verhältnis q/p unter den
verschiedenen Bestrahlungsbedingungen etwa gleich (0,3),
doch ist möglich, daß die bei der Denaturierung der DNS
nicht vermeidbare Alkalibehandlung zu Spaltungen der Ver
netzungen führto Solange wir keine Informationen über die
Chemie der Vernetzungsn haben, kann darüber nichts ausge
sagt werdeno

30 Einfluß 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 Tabo 9), steigt
die Strahlenempfindlichkeit der DNS bei der Zugabe von
Wasser erheblich ano Zudem ändert sich die Form der Dosis~

effektkurveo Aus dem linearen Anstieg wird, insbesondere
bei den Ereignissen am Doppelstrang, eine gekrümInteKurve,
die neben einer linearen Komponente auch eine quadratische
bes~~,'2;_~o ~hnliche Beobachtu!:lgen wurden früher s_~1l.()J;l.f'Ü.:r.'

die Doppelbrüche an der DNS in wässriger Lösung gemachto
Hierbei kommt es nur zu Doppelbrüchen, wenn zwei Einzel
brüche gegenüberliegen oder im Abstand von nicht mehr als
3 Nukleotidpaaren (HAGEN, 1967)0 Es ist wahrscheinlich,
daß im Nukleoproteingel neben Doppelbrüchen durch direkte
Energieabsorption auch Doppelbrüche durch benachbarte
Einzelbrüche entsteheno Dadurch kommt es zu dem starken
Anstieg der Werte für A im oberen Dosisbereicho Bestimmt
man jedoch jeweils die Anfangssteigung,so lassen sich
Werte für die Bruch- und Vernetzungswahrscheinlichkeit
(B und Q)Iro rad ermitteln, die sich mit denen von den
linearen Dosiseffektkurvenbei der Bestrahlung des trocke
nen Nukleoproteins vergleichen lasseno

Im Zusammenhang mit der unterschiedlichen Feuchtigkeit
steht möglicherweise auch die stets gering erhöhte Empfind
lichkeit der DNS nach Bestrahlung im Stickstoff gegenüber
Vakuum 0 Auf Grund der Versuchsanordnung (Abbo 1) könnte es
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möglich sein, daß mit dem Einleiten von Stickstoff in die
Ampullen im Schlauchsystem zwischen dem Hahn (c) und dem
Pumpstand (g) eine geringe Verunreinigung an Feuchtigkeit
eindringte

Zusammen mit den Werten von WElNERT und HAGEN (1968) kön
nen wir somit eine Reihe verschiedener Bestrahlungsbedin
gungen mit zunehmender Feuchtigkeit aufstellen und die
G-Werte für B, p und Q vergleicheno

Bestrahlungs- G für B p Q Autorbedingung
Vakuum 0,0185 0,444 0,0097 diese Arbeit
Stickstoff 0,0288 0,619 0,0135 11 11

Qel, c = 0,53 0,0220 0,202 'Weinert Uo Hagen
11 c = 0,35 0,0377 0,415 0,0125 diese Arbeit
11 c = 0,20 0,0310 0,381 Weinert Ue Hagen

Berücksichtigt man, daß von WElNERT und HAGEN (1968) keine
V-ernetzungen gefunden '\II1Urden UIld deshalb auch zuge:ringe
Bruchraten errechnet werden, so sind im ganzen recht ähn
liche Werte für die einzelnen Ereignisse zu messene Das
gilt einmal für den Einzelbruch, der sowohl durch direkte
Energieabsorption erzeugt wird als auch durch diffusible
Radikale aus dem Wassere Die gesamte, im Wasser des Nukleo
proteingels absorbierte Energie trägt also zur Entstehung
der Brüche bei, möglicherweise auch die im Proteinmantel
absorbierte Energieo Das gleiche gilt auch für die Doppel
brüche 0 Hier ist der G-Wert bei 80 %H20 etwa gleich dem
bei Bestrahlung unter N2 0 Offenbar sind im Nukleoprotein
gel die Doppelstränge der DNS so angeordnet, daß die in
der Umgebung absorbierten Primärionisationen mit mehr als
einer Einzelionisation zu Doppelbrüchen fUhreno Die von
LUZZATI und NIKOLAIEFF (1963) diskutierte, bündelartige
Anordnung der DNS-Strängeim Nukleoproteingel könnte dies
ermöglichene
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4" Sauerstoffeffekt am Nukleoprotein

Eine der wesentlichsten Fragen dieser Untersuchung war,
wie sich die Strahlenempfindlicbkeit der DNS im Nukleo
protein unter Einfluß des Sauerstoffs veränderto Um mög
lichst vergleichbare Versuchsbedingungen zu haben, setzen
wir die Versuchsserie in 02 mit der in N2 in Beziehung
und berechnen das Verhältnis der Strahlenempfindlichkeit
in 02 zu N2 aus den jeweiligen G-Werten für die einzelnen
Ereignisse., Es wird häufig als OER (oxygen enhancement
ratio) bezeichnete Aus Tabelle 9 ergeben sich die folgen
den Werte dafür, die mit einigen Daten aus der Literatur
verglichen werden:

Präparation Strahlenschaden OER Autor

trock.,Nukleoprotein

"
11

11

11

Doppelbruch
Einzelbruch
Vernetzung

(B)

(p)

(Q)

5,05
3,30
2,51

diese Arbeit
" rr

11 11

tröckehe DNS

" 11

Hagen U., Well
stein (1965)

fl fl5,40
0,43

Einzelbruch
Vernetzung

Doppelbruch (B) 1,45

(p)

(Q)

11

"

II

11

DNS in Thymocyten Einzelbruch (p) 2,15
DNS in Bakteriensporen Transformation 2,33

DNS in Bakterien Transformation 3,0

Lett u.,a., (1967)
Tanooka Uo
Hutchinson(1965)
Hutchinson Uo
Arena (1960)

Transformation Hutchinson (1961)DNS in Bakterien
extrakt

DNS in Lösung
DNS in Lösung u o

0,0014 M Gluthation

11

11

3,0
1,0

3,0

11.

11

11

"

An der DNS im Nukleoprotein fanden wir einen ausgeprägten
Sauerstoffeffekt, sowohl bei den Einzelbrüchen als auch
bei den Doppelbrüchen und sogar bei den Vernetzungen., Im
Gegensatz dazu wurde an reiner DNS nur bei den Einzelbrüchen
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ein ausgeprägter 02-Effekt gefunden, dies wurde bei den
Doppelbrüchen kaum beobachtet; die Vernetzungen nahmen
sogar abc Der Sauerstoffeffekt tritt dabei nur auf, wenn
die biologische Substanz (Enzyme, transformierende DNS
oder Bakteriophagen) im Trockenen bestrahlt werden, nicht
aber, wenn sie dabei in feuchtem Zustand sind (ALPER, 1968)0

Untersucht man die Strahlenempfindlichkeit der DNS in Zel
len, findet man wieder einen Sauerstoffeffekto Auch die
Inaktivierung der Vermehrungsfähigkeit von Bakterien, die
möglicherweise zum größten Teil auf die Strahlenschädigung
der DNS zurückzuführen ist, zeigt eine OER von 2,7 - 3,1
(vergl 0 DERTINGER u. J1.JNG, 1969) 0

Diese Beobachbungen machen nicht unwahrscheinlich, daß
sowohl im Nukleoprotein als auch in der lebenden Zelle
die strahlensensibilisierende Wirkung an der DNS erst
unter Beteiligung des Proteins zustande kommt, ähnlich
wie die Zugabe von Gluthation zur DNS-Lösung erst einen
Sauerstoffeffekt auslöst (HUTCHINSON, 1961)0 Über die che
mischen Reaktionen, die dabei beteiligt sind, können je
doch noch keine sicheren Aussagen gemacht werdeno

In diesem Zusammenhang müssen die Überlegungen erwähnt
werden, die in der Zelle zur Strahlensensibilisierung unter
Sauers toff führen könnten (vergl 0 auch DERTINGER UO JUNG,.
1969)0 Sie gehen zurück auf eine Arbeit von HOWARD-FLANDERS
(1958), die von der Annahme ausgeht, dfu~ der Sauerstoff
Restitutionsvorgänge an den biologischen Makromolekülen
verhindert 0 Während sich ohne ihn die durch Strahlung er
zeugten Radikale wieder vereinigen können. entstehen mit

- -'

diesem Peroxyradikale, die eine Restitution nicht zulasseno
Diese, in der Einleitung schon erwähnte Vorstellung läßt
sich auf die Strahlenempfindlichkeit von Mikroorganismen
erweiterno Hier kann man annehmen, daß es zwei verschie
dene Typen von Schäden gibt, die zur Inaktivierung führen 0

Typ 1 ist ein Schaden, der erst durch die Reaktion mit 02
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in einen letalen Schaden überführt wird, während Typ 2
stets letal ist und dessen Bild nicht durch Sauerstoff
beeinflußt wirdo Mit dieser Annahme kann man auch den Ver
lauf der Strahlenempfindlichkeit bei verschiedenem Sauer
stoffpartialdruck befriedigend beschreiben (ALPER, 1956)0

Es besteht nun die Aufgabe, die angenommenen Typen des
Strahlenschadens auch zu konkretisieren, doho wir müssen
einmal Strahlenreaktionen in den Bakterien finden, die
durch Sauerstoff erheblich gesteigert werden und andere,
die durch 02 nicht beeinflußt werdeno Beide Reaktionen
müssen zusätzlich noch letal wirksam seino
Nach den Untersuchungen von HAGEN und WELLSTEIN (1965)
hat es den Anschein, daß Einzelbrüche der DNS mit ihrer
hohen OER dem Typ 1 zugeordnet seien, Doppelbrüche mit
kleiner OER dem Typ 20 Nach den vorliegenden Versuchen
über die Strahlenempfindlichkeit der DNS im Nukleoprotein
muß diese Annahme fallengelassen werden. Vielmehr hat es
den Anschein, daß alle Strahlenreaktionen an der DNS einen
Sauerstoff'effekt zeigen und somit dem Schadenstyp 1·.. zuge
ordnet werden müsseno Es besteht nun die AUfgabe, andere
letal wirkende Strahlenreaktionen zu finden, die keinen 02
Effekt zeigen und als Typ 2 beschrieben werden könneno
Dabei können 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 habeno
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V~ Zusammenfassun~

In der vorliegenden Arbeit wird Desoxyribonucleoprotein
trocken und als Gel (65 %Feuchtigkeit) mit 60Co-Y-Strahlen
bestrahlt 0 Das trockene Nukleoprotein wurde im Vakuum, in
Sauerstoff und Stickstoff behandelto Die DNS wird vom Pro
tein getrennt und anschließend auf Brüche im Einzel- und
Doppelstrang, sowie auf Vernetzungen analysierto

Dazu dienten hydrodynamische Methoden, wie Viskositäts
und Sedimentationsbestimmungeno
Einzel- und Doppelbrüche, sowie Vernetzungen der trockenen
Proben, die auf ein einzelnes Absorptionsereignis zurück
zuführen sind, steigen linear mit der Dosis ane Das Ver
hältnis der Strahlenempfiridli6hkeit in 02 zu N2 (OER) wird
aus den jeweiligen G-Werten berechnete Für den Doppelbruch
ergab sich ein OER von 5,05, für den Einzelbruch von 3,30
und für Vernetzungen von 2,510

Bei der Bestrahlung des feuchten Nukleoproteingels ergaben
sich gekrümmte Kurvene Aus der Anfangsneigung konnten wir
die G-Werte ermitteln, woraus sich ein Verhältnis von Ein
zel- zu Doppelbrüchen wie 10:1 errechnete

Bei der Analyse der Sedimentationsverteilung zeigten sich
Molekülfraktionen,die größer sind als unbestrahlte Mole
küle, dehe es wurden intermolekulare Vernetzungen beob
achteto Vergleicht man das Verhältnis der G-werte von Ver
netzungen und Brüchen am Doppelstrang, so ergeben sich
folgende Werte für GQ/GB : Vakuum = 0,508; N2 = 0,468;
02 = 0,2320 Auffallend ist das deutliche Absinken der Ver-
netzungen unter Sauerstoffe
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VII. Tabellen und Abbildungen



Tabelle 1: Molekulargewichte nativer DNS nach Bestrahlung von Nukjleoprotein-Gel,

65 %Feuchtigkeit (Versuchsser1e A).
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Tabelle 2: Molekulargewichte nativer pNS nach :Bestrahlung von trockenem Nukleoprotein im Vakuum.

(Versucheserie :B)_
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Tabelle 3: Molekulargewichte nativer DNS nach Bestrahlung von trock~nem Nukleoprotein in Sauerstoff

Atmosphäre (Versuchsserie C).
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4 I
! 11,74 ~1770 2,20 2,00 0,75 1,24 1,21!
I I

I -- I
l II 10,52 11160 1,44 1,51 0,44 14,18 3,72 I
j 6. l

I
: 9,91 1120 1 ,30 1 ,30 0,29 • • i}-------0+-------..;.--- I
I 9,55 1085 1,20 1,11 0,34 19,01 4,66 I
, 8. II 9,71 1120 1,26 1,23 0,42 14,79 3,11 1! _ _ l



Tabelle 4: Molekulargewichte nativer DNS nach Bestrahlung von trockenem Nukleoprcltein in Stickstoff

Atmosphäre (Verauchsserie D).

Dosis
(M-rad)

j SO [il] M .10-6 ! M <10-6 I M .10-6 l A.104 ! ,....104
i . sTl i W I nil U ,
! _0_" ._. ~_~___ _~~_.L .__~_.~ ~ t .__._.. ~ ._~ .. ~ ... J__~ . __ ... ji i ! --~'---i -------r- ~

Kontrolle 21,73 j 5650 I 9,46 ! 10,67 I 3,90 I i
, ! ! , ! !

21,62 I 5850 I 9,55 ! 10,291 3,59 I !
I ' , · : ,! ~ ~ _: i

21,013 i 5000 ! 8,48 I 10,61 I 3,91 I !
, I!: I : ,

I 21,82 ! 4900 I 8,86 I 11,40 ! 3,85! !
! i ; I ! ;

i . I ""l i j I 1
I 17,20 I 3210 I 5,02 1 9,36 1 1,81 I 2,32 i 1,08

I 4 16,84 I 3300 I 4,92 I ":1.(51 I 1,16 I 2,38 I 0,96
i- r J _L i i i
~ : I, • I ,
j _ _ = _! l t '._ =

j 17,00 i 3150 i 4,87 j 15,25 I 1,90 I 2,31 ! 1,32
• 8 I I '! I , :
I 16,78 ! 3100 I 4,15 :1 14,45 I 1,17 I 2,60 1 1,45
• .. ...." .____________ _ .......L__~ ~,_.~_._ ': • _. . ~__ . t. L

1.6

;:

7,59 0,98
J:

11,47 1,01
i
!

5,45 0,74
6,08 0,91

I 3,13 ii
II 3,56 !

- --
; 2,12
l
! 2,25 i j
:

--------,-- ._~-----.---- -_.-..~------
!

14,48 I 2100
'12 . I
, 15,53 I 2200

•
I

13,58 ! 1165
I

13,42 I 1360
'_, i



Tabell~ Molekulargewichte denaturierter DNS nach Bestrahlung von Nukleo

protein-Gel, 65 %Feuchtigkeit (VersuchsseriejA).

W· 104Dosis
(M.,rad)

SO I M .10-6 M .10-6 Gt.104
i W n .
;

·+----'-'-+1------;---------+---:----+--------1
Kontrolle 11,72 ! 1,85 0,827

11,81 I 2,04 0,746

12,05 I 1,93 0,869

11,87 ! 2,08 0,781
j -- i

1 8,00 I 0,65 0,148 ~0,49 7,09

7,53 ! 0,51 0,189 1:3,99 3,14
~ -

2 6 ,62 I °,44 °,1°3 31 ,30 1°,12
6,70 I 0,44 0,080 42,47 15,66

_~.J .__ ~" ~__. ~ __

~-----

i
{
i
:
;

~ j - I --- - -~- ----~~-~- 1
3 5,04 I 0,28 I 0,047 71

1

9,85 30,23 I
I' .

5,01 ! 0,34 I 0,051 10,6,17 28,42 Ii--------t----.-..... I I

4 4,48 I 0,22 I 0,035 111,2,38 43,67 I
4,50 I 0,28 I 0,033 11e,65 46,22 I

.__1 1 . 1



Tabelle 6: Molekulargewichte denaturierter DNS nach Bestrahlung von

trockenem Nukle~protein im Vakuum (Versuchsserie B).

(l). 104
(y. 104Dosis SO M .10-6 I M .10-6

(M-rad) W i n
! .~ I

Kontrolle 11,55 1,89 i 0,89 i
i !

11,16 1,55 I 0,81 I
12,34 1,96 I 0,16 !

i I

12,22 1,91 i 0,82 I
... ; I 1 !

2 8,32 0,78 I 0,26 I 9,50 I 2,A3 !
• i • :

8,44 0,81 I 0,31 ! 7,15 I 1,43 I
______ ~_ _.~__~__________ _~~_~~ ..~._. t ~ .__. .__.. .. j.

-~-------'---i

I 7,51 !
! 4,53 i
~ :. .

i 9,34 I

4,98
21,36

16,90

0,12

0,11

;-------~,- ---,-,------~--~~-_._-.~-----~-_._--_._-.._----_._---_._.- ------_ . ..-;.._--_.-----

6 I 6,98 li 0,56 I 0,14 I 22,87
I I ! !

i 1,81 I' 0,66 I 0,19 ! 15,13
I, il L_ i
i !' i '

e i 7,20 li 0,51 I
! i i
I 7,42 j i 0,60 l

_____ . : _~ _~__ i 1



Ta~~lle 7: Molekulargewichte denaturierter DNS nach Bestrahlung von

trockenem Nukleoprotein in SaUE~rstoff-Atmosph~re (Versuchsserie C).

w. 104

T----~---- -'--~1

24,42 i 4,29 i

i 1 2 , 60 I 3, 57 I
l__ ___J .. ~__. c .. __. ...1. • ~ ..__:~__. . ._. :...~ •. :

0,934
1,062

0,642

0,648

0,214

0,218

Mn .10-6

2,01

2,32

1 ,71

1,78

M .10-6
w

,
, ".10

4 i
--- " jl!

I I
i i, !

I Ii
8,38 0,81

8,32 0,72

I 12 v24

I 12 v32
I 11 v53
~

I 11,48
---~~ --- -

SO

Kontrolle

I Dosis
I (M-rad)
I

r-- -~--~----

I
~.

18,99

23,12
90 ,73
163,87

0,087 i 37,16 11,76

0,103 ! 32,32 11,9 1

0,081 ---'-----43,96- I--16,09--1

0,097 I ,34,53 I 12,65 .
i ; ~

0,062

0,056

0,30

0,30

0,42

0,50

5,63

5,73

6,50

6,11

6,28 0,36

1,03 0,55
1
i

~
i

-L _

2

4

3

------t--__-----l------"""'"t
6 4,77 0,22 0,03 1 1121,28 36,82

5,18 0,24 0,040 189,80 33,42
- !

e 4,80 0,21 O,037 ~8,05 35,51

4,61 0,19 0,029 1125,95 4e,~4'
io---.----......---.-

I
!
L_



Tabelle 8: Molekulargewichte denaturierter DNS nach Bestrahlung von

trockenem Nukle~protein in Stiekstoff-Atmosphäre (VersuchssElrie D).

4,67

10,51

Dösis SO li. M 10-6 I M 10-6 104 104
(M d ) ;' lVi· 1· O!. w·,

-ra 11 W i n
!; j -,.......;--------1

Kontrolle 12,23 I: 2,00 !. 0,648

12,60 I! 2,18 I 0,909
i l :

12,54 2,07 I 0,629

12,34 2,22 I 0,601
i --!_'~----+-------+---------lt : ,_.

j 4 j 1,96 I 0,73 I 0,191 19,07

L ~__ J__~.__ ~_,_~~ _1.._ .°,5l__J 0, 11 8 34 , 15

0,093 39,23 1~?,65

0,105 36,84 1~?,18
.. !

0,089 40,82 1~? , 60 !
i

0,067 56,92 20,08 I
i--.. -.......--.. _~._________ .1

0,073 49,60 15,26

0,038 102,64 40,26

i II 8 I 6,68 0,49

i I 7 ,08 0,55 j
L_.L --1__.

._-~ i

12 6,40 I 0,43 I
6,19 I 0,40 I

r-------~------~i~----------L-- ;I : '

16 5,82 I 0,35 ~

5,42 I 0,30 I
: ~



Tabelle 9: G-Werte für Brüche und Vernetzungen
der DNS

Bestrahlungs-! nat 0

bedingungen i denato G-Wert

,
~
!

r
i

Vakuum

VaJ.ru.Ufn

N2

°2
Gel

nato

"
"
"

denato

"
"
"

nato
rr

11

u

0,310 ± 0,027
0,471 ± 0,031
2,381 ± 0,206
1,50*

3,624 ± 0,267

-5--,;-0.58 ± D-,-;7L-h"1

16,670 ± 1,368
17,00*

°,158 ± 0,016
0,220 ± 0,0'11
0,551 ± 0,085
0,50*

0,0185
0,0288
0,1454

0,0377

~ 0,444
~-f -0-,-64-9-
fl 2,040
I 0,415
;

0,0097
0,0'135
0,0337
0,0125

I

t
:

!,,

I

Vakuum denato
N2 "
°2

u

Gel 11

0,989 ± 0,109
1,636 ± 0,217
5,121 ± 0,249
400*

0,1210
0,2002
0,6250
0,0968

* graphisch aus der Anfangssteigung der Dosiseffektkurve
ermittelt



Abbo 1: Vorrichtung zum Einfüllen von SauerstoIf (Stick
stoff) in die mit trockenem Nukleoprotein ge
füllten, evakuierten Amuulleno, --.J.

a, b Ölbehälter
c, d Hahn

e ; Ampullen mit Nukleoproteinproben
f Vakuumpumpe
g Pumpst and
h Gasstrom
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Abbo 2: Konzentrationsverlauf in der Zelle der analyti
schen Ultrazentrifuge und seine Auswertung in der
Ahs_o~:p"tionaoptiko Sedimenta±ion der Mol-ekü-lenaGll

rechts in Richtung des Pfeilso

a) Einzelsektorzelle mit Teilchen, die zur Hälfte
sedimentiert sind

b) Konzentration als Funktion des Abstandes r von
- der Rot-orachSe

c) Abbildung auf dem Film
d) Abbildung mit dem Scanning-Systemo Zentrifu

gation in der Doppelsektorzelleo Rechts von
dem Konzentrationsverlauf die Eichstufen mit
je 0,2 ODo Darunter die 10 Ableitung mit dem
Scanning-System

Verwendet wurde T1-DNS, 40 ~g/ml in 00165 M NaCl,
Sedimentation bei 15 000 rev/min, Aufnahme nach
200 mino Die Filmaufnahme mit einer Einzelsektor
zelle entspricht nicht genau der Aufnahme mit dem
Scanningsystem mit der Doppelsektorzelleo

M1 : Meniskus im Sektor mit dem Lösungsmittel
M2 : Merriskus im Sektor mit der Lösung
RLM: Referenzlinie am Meniskus
RLB: Referenzlinie am Zellboden
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Abb" 3: Beziehung zwischen SO und [1']] bei nativer Kalbs-
thymus-DNS isoliert aus bestrahltem Nukleoprotein"

~ Nukleoproteingel (65 %Feuchtigkeit)
• trockenes Nukleoprotein im Vakuum
N 11 11 in Stickstoff
o 11 11 in Sauerstoff

Die ausgezogene Kurve entspricht Werten für
native DNS nach EIGh~R und DOTY (1965)"
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Abbo 4: Sedimentationsverteilung von nativer DNS nach
Bestrahlung
a des trockenen Nukleoproteins im Vaküum

b : des trockenen Nukleoproteins in Stickstoff

Kontrolle

- - - - - - - 4 Mrad
- .. - • - • - 8 Mrad

x - -x_ 12 Mrad
- 0 - -0- 16 Mrad
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Abbo 5: Sedimentationsverteilung von nativer DNS nach
Bestrahlung
a des tro~~enen Nukleoproteins in Sauerstoff
b : des Nukleoproteingels (65 %Feuchtigkeit)

Kontrolle
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Abb" 6: Sedimentationsverteilung von denaturierter DNS
nach Bestrahlu~g

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

Kontrolle
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Abbo 7: Beziehung zwischen Bru.chwahrscheinlichkeit und

Strahlendosis von DNS in Nukleoproteingel (65 %
Feuchtigkeit) 0 Messpur~te jeweils Mittelwerte
aus vier Einzelwerteno

, Bruchwahrscheinlichkeit A (Doppelbruch)
o Bruchwahrscheinlichkeit a (Einzelbruch)
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Abb.. 8: Beziehung zwischen Bruchwahrscheinlichkeit A
(Doppelbruch) und Strahlendosis von DNS im
trockenen Nukleoprotein unter versc~~edenen

Bestrahlungsbedingungeno Die ausgezogenen Linien
ergeben sich aus der mittleren Bruchwahrschein
lict~eit pro Dosis .. Messpunkte jeweils ~tittel

werte aus vier Einzelmessungen ..

• Vakuum

N Stickstoff
o Sauersto.ff
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Abo. 9: Beziehung zwischen Brucnwahrscheinlichkeit a
(Einzelbrueh) und Strahlendosis von DNS im

trockenen Nukleoprotein unter verschiedenen
Bestrahlungsbedingungen" Die ausgezogenen Linien
ergeben sich aus de;r mittleren Bruchwa1:;lrschein
lic?CJ.keit pro Dosiso I1esspunkte jeweils Mittel.,..
werte aus vier Einzelmessunge~o

• Vakuum

N Stickstoff
o Sauerstoff
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Abbo 10: Beziehung zwischen Vernetzungswahrscheinlich
keit und Strahlendosis von DNS im Nukleoprotein
gel (65 % Feuchtigkeit)o Messpunkte jeweils
Mittelwerte aus vier Einzelmessungeno

• Vernetzungswahrscheinlichkeit n
(zwischen den Doppelsträngen)

o Vernetzungswahrscheinlichkeit w
(zwischen den Einzelsträngen)
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Abbc 11: Beziehung zwischen Vernetzungswahrscheinlich
keit n zwischen den Doppelsträngen und Strah
lendosis von nativer DNS im trockenen Nukleo
protein unter verschiedenen Bestrahlungsbedin
gungeno Die ausgezogenen Linien ergeben sich
aus der mittleren Vernetzungswahrscheinlichkeit
pro Dosiso Messpunkte jeweils Mittelwerte aus
vier Einzelmessungeno

• Vakuum
N Stickstoff
o Sauerstoff
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Anno 12: Beziehung zwischen Vernetzungswahrscheinlich
keit w zwischen den Einzelsträngen und Strah
lendosis von denaturierter DNS im trockenen
Nukleoprotein unter verschiedenen Bestrahlungs~

bedingungeno Die ausgezogenen Linien ergeben
sich aus der mittleren Vernetzungswahrschein
lichkeit pro Dosiso Messpunkte jeweils Mittel
werte aus vier Einzelmessungeno

• Vakuum
N Sticksto.f.f
o Sauersto.f.f
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